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RESUMEN

Los dendrimeros son macromoléculas con caractar$séistructurales bien definidas, su
alto peso molecular y la facilidad de acoplar fa&osaen la periferia los hace especies
prometedoras en el tratamiento de enfermedadegasboomo el cancer, siendo ésta una de
las primeras causas de muerte a nivel mundial.l presente trabajo se describe la sintesis y
caracterizacion de nuevas estructuras dendrimérpragrechet de primera, segunda y tercera

generacion con potencial aplicacion en el tratatoide cancer.

Primeramente se realizé la sintesis de dos fandkasiriméricas tipo Fréchet con ndcleo
de tetrametileno y aromatico trisustituido y eliirbxi-isoftalato de dimetilo como unidad de
ramificacion. Como primer paso de sintesis, comai#p las ventajas sintéticas que ofrece el
método convergente en la sintesis de los dendrénoermo son: mayores rendimientos, menor
numero de defectos estructurales y métodos daqagibn mas sencillos, se realizé la sintesis
de dos dendronas esteroidales derivadas deéfiFilestradiol {0) y 170-estradiol {1) con el
punto focal protegido por un grupo alilo. Sin englmarla desproteccion del punto focal con
acetato de paladio solo fue posible en el casa diehdrond 1, ya que en el caso d®, los
alquinos terminales generan productos no deseaugsesencia de paladio. Debido a los
inconvenientes encontrados en el método convergestg esta sintesis en particular, se
realizé la sintesis de los dendrimeros tipo Frédeeprimera y segunda generacion con los

nacleos y unidad repetitiva antes mencionados [ppédo divergente.

Conociendo la actividad anticancerigena present@gmos derivados esteroidales como es
el caso del 1d-etinilestradiol y 1d@-estradiol en cancer de prostata, colon y leucessa,

decidié preparar conjugados esteroidales dendmo®rde primera y segunda generacion,
aprovechando la carga util maxima del esteroidel eiendrimero con el objetivo de evaluar el

efecto dendrimérico (multivalencia, tamafio y estiecdefinida) en la actividad citotdxica.

Una vez obtenidos los ocho conjugados esteroidigmimera y segunda generacion, de
los cuales cuatro corresponden a los conjugadosadeo de tetrametileno G2Q; 21) y G2
(22 y 23) y 4 conjugados mas con nucleo bencénico trisudtit@l @7,28) yG2 (29y 30),
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asi como las tres dendronas esteroidal@s1(1 y 12), se evalud la actividad citotdéxica en
lineas celulares de leucemia cronica (CEM), adenoeama de seno (MCF7) y carcinoma
cérvico uterino (HelLa) y en células normales deofitastos (BJ) como control. De los
resultados obtenidos se determin6 que los conjwgesi@roidales G20y 21 con nucleo de
tetrametileno presentan buena actividad citotoxinacélulas CEM de forma selectiva en
comparacion con los conjugados con nucleo bencémisostituido, demostrando asi la
influencia del ndcleo en la actividad citotoxica gae al tener un nucleo mas pequefio el

dendrimero tiende a formar estructuras globulavegactas.

En el caso de los conjugados con nucleo de tetileametse obtienen estructuras menos
impedidas estéricamente debido a la forma mendmigloque adopta, sin embargo, en contra
de lo esperado, a pesar de tener mayor numerougesgesteroidales en la periferia cuando
incrementa la generacion, la actividad se pierdeddea que la estructura del conjugado G2
tiende a adoptar una forma globular por las inteomes presentes entre los fragmentos

esteroidales y el dendrimero, lo que disminuyént@sacciones con la célula.

Adicionalmente, con la finalidad de evaluar la podslad de sintetizar micelas
unimoleculares a partir de los dendrimeros estalesdpreviamente obtenidos se realizé la
sintesis de dendrimeros hibridos por la combinad@érfragmentos tipo Fréchet-PAMAM
(poli(lamidoamina)) unidos por unidades de triazomo micelas unimoleculares con un
nucleo lipofilico rodeado por una capa hidrofilita. sintesis partié del conjugado esteroidal
27 con tres unidades de etinilestradiol como nucieofilico, mediante la reaccion de
cicloadicion entre los grupos alquino del estergida azida de los dendrones tipo PAMAM
de generacion 0.5 y 1.5 con grupos terminales édimiendo &86. Posteriormente, los
grupos éster se hidrolizaron empleando &cido driflacético obteniendo una micela
dendrimeérica con &cidos carboxilicos como grupesiitales 87) que es completamente
soluble en soluciones buffer de pH 7.0, 7.4, y &8§tos dendrimeros pueden ser de gran
utilidad en el transporte de compuestos bioactoarso farmacos en donde se protegen de la

pronta degradacion en el organismo liberandosegmbios de pH.
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Adicionalmente, se llevd a cabo la obtencién deddemeros con nucleo bencénico
trisustituido y grupos alilo en la periferia derpera47 y segunda generacioff. Dichos
compuestos presentan interés biolégico, debido & @or medio de reacciones
regioespecificas de hidrosililacion con derivades giupos carboranos se pueden obtener
especies con potencial aplicacién en la Terapia€dptura de Neutrones por Boro en el

tratamiento del cancer.



Abstract

ABSTRACT

Dendrimers are macromolecules with well-definedudttiral features; their high
molecular weight and ease of coupling drugs inpephery, makes them promising species
in the treatment of chronic diseases such as cawb&h is one of the leading causes of death
worldwide. In this work we describe the synthesidl @haracterization of new Fréchet type
dendrimer structures of first, second and thirdegation with potential application in the

treatment of cancer.

The work consisted on the synthesis of two famités-réchet type dendrimers having
trisubstituted aromatic- and tetramethylene- ag,cand 5-hydroxy-isophthalate as branching
unit. As the first synthesis step, consideringddgantages of the convergent method such as
higher yields, fewer structural defects and simplanfication methods, two dendrons derived
from 17-ethynylestradiol 10) and 174 -estradiol 11) with the focal point protected by an
allyl group were prepared. However, deprotectiorthaf focal point with palladium acetate
was only possible in the case of the dendtdnsince the terminal alkyne in dendrd®
generated byproducts in the presence of the paftadtatalyst. Due to the drawbacks
encountered in the convergent approach for thigiqodar synthesis, the Fréchet type

dendrimers of first and second generation wereinédsby divergent methods.

Due to the anticancer activity that steroidal daties like 1é-ethynylestradiol and b7
estradiol have shown against prostate and colonecass well as leukemia, these steroids
were selected for the preparation of steroidal deretic conjugates of first and second
generation. In this case, we took advantage ofmh&imum payload of the steroid in the
dendrimer with the aim of evaluating the dendrimegifect (multivalency, defined size and

structure) in the cytotoxic activity.

Once the eight steroid conjugates of first and séageneration, comprising conjugates
G1 (20, 21) and G2 22, 23) with tetramethylene core and four G&¥,(28) and G1 29 and30)
conjugates containing trisubstituted aromatic caere available, the cytotoxic activity in

chronic leukemia cell line (CEM), breast adenocayma (MCF7) and cervical carcinoma
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(HeLa) cells and normal fibroblasts (BJ) as conivak evaluated. The results showed that G1
steroidal conjugate20 and21 with tetramethylene core exhibit good cytotoxit¢iaty and
selectively against CEM cells, in contrast with thisubstituted conjugated aromatic core.
This demonstrates the influence of the core siheecytotoxic activity decreased when the

smaller core was used because it favors the foomati compact globular structures.

In the case of conjugate dendrimers having tetdaylerte as core, the structure is less
hindered. However, contrary to expectations, thesgmce of more steroidal groups on the
periphery, as the generation increases, leadss®db activity probably due to the fact that

conjugate G2 tends to adopt a globular like shapewinhibits cell interactions.

Additionally, we designed a unimolecular micelleorfr the steroidal dendrimers
previously prepared. The hybrid dendrimer combiRegthet and PAMAM fragments linked
by triazole units resembling a unimolecular miceliégh a hydrophobic core surrounded by a
hydrophilic surface. Starting from the steroidahgmate containing three ethynylestradiol
units as hydrophobic core, we carried out a cyaldgamh reaction between the alkyne group
and the azide at the PAMAM type dendron of genenaf).5 and 1.5 with terminal ester
groups. Subsequently, the ester groups were hyardlysing trifluoroacetic acid to obtain a
unimolecular micelle with carboxylic acids as temaligroups which is fully soluble in buffer
solutions of pH 7.0, 7.4, and 8.0. These dendriroetdd find application in the transport of
bioactive compounds such as drugs which are pexteftom rapid degradation in the body

and can be released by pH changes.

Finally, two dendrimers with trisubstituted aroncatbre and allyl groups at the periphery
of first and second generation were prepared. Thesgpounds have biological interest for
the incorporation of carborane units which haveeptal application in the treatment of

cancer using Boron Neutron Capture Therapy.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En la actualidad mas de 11 millones de personasiagnosticadas con cancer cada afio y
se prevé que la incidencia de esta enfermedad aermentinuamente a 16 millones para el
2020. El tratamiento clinico del cancer implicaigb de farmacos que actian por la induccion
de dafio al ADN celular sin embargo, no son selestiy afectan seriamente a células
normales lo que conlleva un grave deterioro eralalad de vida del paciente. Por esta razon,
el desarrollo de nuevos farmacos y dispositivoadtainistracion que puedan incrementar la
actividad terapéutica y que a su vez disminuyanefestos secundarios no deseados, es de

crucial importancia.

Los dendrimeros son macromoléculas hiperramificadiésn definidas, de tamafio
nanométrico y alta multivalencia, estas caractedstlos colocan como una alternativa
promisoria en el diagnostico y tratamiento del ednactuando como dispositivos de
reconocimiento de células cancerosas en etapasaeaso como acarreadores y liberadores
de farmacos. En sistemas de liberacion de farmasoslendrimero puede actuar como
profarmaco mediante la conjugacion de farmacosamterigenos como taxol o camptotecina
por medio de enlaces covalentes, aumentando gbdiela circulacion en el organismo, lo que

favorece una liberacion sostenida a menores dosis.

En afios recientes, el empleo de compuestos estla®idomo el etinilestradiol y el d-7
estradiol, ademas de ser usados en el tratamienfrablemas hormonales y en trastornos
neurodegenerativos, han demostrado su actividagraliferativa y la capacidad de inducir

apoptosis en células cancerigenas de leucemidatadscolon.

Los esteroides también han sido empleados comorimgbeima en la sintesis de
bioconjugados, como es el caso de los dendrimerd®ARI funcionalizados con
metilprednisolona. Sin embargo, en este caso lactdg@d del dendrimero de actuar como
acarreador se ve afectada por la alta toxicidadadeterminales amina y su estructura

impedida estéricamente a altas generaciones lgnitapacidad de carga.
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Otra funcionalizacion promisoria de los dendrimegasel tratamiento del cancer es la
incorporacion de grupos carborano en su estrudtaraombinacion de estructuras dendriticas
con grupos alilo pueden ser modificadas mediansecienes de hidrosililacion para su
funcionalizacion con carboranos y de esta formagmr potencial aplicacion en la Terapia

de Captura de Neutrones por Boro (TCNB), en ehmn&nto de cancer.

Por lo anterior, en este trabajo se sintetizarare oruevos conjugados esteroidales como
posibles profarmacos, derivados delo-Efinilestradiol y el ld-estradiol con potencial
actividad citotoxica frente a lineas celulares eapsas. Adicionalmente se presenta un
protocolo preliminar para la obtencién de una nuaicela unimolecular dendrimérica a partir
de los conjugados derivados deladatinilestradiol, que proporciona la posibilidad de
encapsular farmacos lipofilicos incrementando lalslidad del farmaco en medios acuosos y
finalmente la obtencion de dos nuevos dendrimeposgeupos alilo en la periferia para su
posterior incorporacion con carboranos como posifdemacos en Terapia de Captura de

Neutrones por Boro.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer.

El cancer ocurre cuando el crecimiento de las aglah el cuerpo esté fuera de control y
éstas se dividen demasiado rapido. Igualmente,epoedrrir cuando las ceélulas "olvidan”
como morir. Existen diferentes tipos de cancertg és puede desarrollar en casi cualquier

6rgano o tejido, como el pulmén, el colon, la matagiel, los huesos o el tejido nervidso.

Los tratamientos administrados actualmente pacarater son muy variables y dependen
de varios factores como: el tipo de cancer queesepta, el grado de la enfermedad, asi como
del estado fisico del paciente. Los métodos quecrsplean para combatirlo son la
quimioterapia, la radioterapia o extirpacion qujiéa o una combinacion de ellos. Dichos
tratamientos son disefiados para matar o removectadinente a las células cancerosas
interrumpiendo la division celular. Sin embargdedsnomeno no es selectivo, afectando asi,
a células sanas, en particular del tipo epitefjaherando asi un grave deterioro en la calidad

de vida del paciente.

Existen varios tipos de muerte celular entre eligsoptosis, necrosis y autofagia. La
necrosis consiste en la destruccion de la memlu@néar permitiendo el escape al exterior de
elementos tdxicos que provocan un proceso inflaneaigue tendra efecto nocivo en el
organismo, segun la extension del proceso. Poipata, la apoptosis es el proceso de muerte
celular caracterizado por la escision del DNA, dadensacion y fragmentacion del nacleo y
la vesiculacién de la membrana plasmatica que jgeole fagocitosis de la célula sin inducir

una respuesta inflamatoria.

Numerosos farmacos han sido empleados al respecto, @l paclitaxel o Taxol en contra
de cancer de seno, préstata, pulmon, ovario; elatiso en contra de cancer de pulmon,
ovario; el Metotrexato en contra de cancer de ®mejgpancreas; la camptotecina en el
tratamiento de cancer colorectal, gastrico; y ageatquilantes como melfalan, hidracinas o
derivados de triazinas empleados en leucemia @&ptiicfomas de Hodgkin y mielomas

multiples.
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El desarrollo de sistemas de liberacién con la @dpd de acarrear uno o0 mas agentes
terapéuticos de reconocimiento, con agentes fluerges que faciliten la identificacion del
sistema dentro de la célula, es una ventaja fundi@inen el tratamiento del céancer y
diferentes tipos de enfermedades infecciosas.

Uno de los campos mas promisorios es el uso darsastdendriméricos en el diagndstico
y tratamiento del cancerEl objetivo primordial es la identificacién terapa de cambios
celulares que permitan la intervencion con ageqiesactien especificamente en las células
afectadas, evitando asi los efectos toxicos secdsda la accion toxica sobre células vecinas

sanas.
2.2 Dendrimeros

La arquitectura dendrimérica es una de las topatogids observadas en nuestro planeta:
Innumerables ejemplos de estos modelos pueden garsestemas tanto abidticos como los
relampagos de las tormentas eléctricas, los copasede, como en bidticos como la copa y
las raices de los arboles y en las dendritas deelaonas. En la Figura 2.1 se esquematizan
diversos sistemas biolégicos con topologias ramdfs; en metros (arboles),

milimetros/centimetros (micelio de hongos) o miceéns (neuronas).

espora
.

fa} Mycelinm

1

Figura 2.1 Sistemas bioldgicos dendriticos: a) arboles déf@@s y de hoja caduca con sistema de

raices; b) anatomia de hongos; c) interneuronasci#acha
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El concepto de crecimiento repetitivo mediante uétatio iterativo en cascdddue

reportado por primera vez en 1978 por Vogtle y lmmadores quienes desarrollaron la

sintesis controlada de aminas ramificadas de lego polecular (Esquema 2.1).

NC

\LN/\/CN

R

Co(ll)/NaBH,

MeOH 2hr

NC

\LN/\/CN

NH,
ﬁ Z>eN f

N - N
| AcOH 24hr F‘z N
R N/\/

NH,

CN

Esquema 2.1Sintesis controlada de aminas reportada por V.ogtle

Sin embargo, no fue hasta 1986 cuando Torsiigetizé y caracterizé la primera familia

del dendrimero de poli(amidoamina) conocido coR®MAM, introduciendo el término

dendrimero para definir una macromolécula con #quira tridimensional altamente

ramificada, cuyo tamafio, forma y topologia puedsrcentrolados de manera precisa durante

el proceso de sintesis y preparada por medio dedwsstiterativos. Etimolégicamente, la

palabra dendrimero proviene de las raices grielgasiron= arbol ymeros= parte.

La estructura geométrica del dendrimero estéa foarpad tres parté§Figura 2.2):

1.
2.

guimicas

Creneraciones

reactividad y solubilidad.

El nucleo que determina la forma y el impedimerstér@co presente en la molécula.
Las capas llamadas generaciones formadas por l@kmdes de repeticion con

estructura ramificada y espacios vacios entreddsras que pueden albergar especies

Los grupos terminales que dan lugar a superficieftivalentes y determinan la

Nucleo

Periferia

Canidades

Figura 2.2 Representacion esquematica de un dendrimero.
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2.3 Métodos de Sintesis

A diferencia de los polimeros hiperramificados, losales con frecuencia tienen
estructuras poco definidas, los dendrimeros setsah por procesos controlados paso a paso,
obteniendo como resultado estructuras perfectamdefmidas. Existen dos métodos
comunmente utilizados para la sintesis de estedi@pestructuras: el método divergente y el
convergente.

Método Divergente.

El método divergentajesarrollado por Vogtié, Tomalid y Newkome® consiste en el
crecimiento del dendrimero a partir de un nuclatre¢ o punto focal hacia la periferia capa
por capa (Esquema 2.2). Cada una de las capasedadaecomo generacion de crecimiento.
Este método es tedricamente viable, ya que a medielal dendrimero incrementa su tamafio,
también se incrementa el nimero de grupos fun@erex la superficie. Como consecuencia,
para formar la préxima generacién se origina umeimento exponencial en el nimero de

reacciones que se tendrian que llevar a ¢abo.

HEM N

Nuclea

Activacian
Purificacion

\
\

O Silio reaclivo j

. ) \

© Silio prolegido \

>—0 IInidad de ramificacion 4 >—o 1 Purificacion

/
Repeticion de pasos
hasta la Cieneracién deseada
/

|
\
Activacian
Purificacidn
P
- -
\ -~ -

s

Esquema 2.2Método divergente.

11



Antecedentes

En 1986, Tomalia reportd la sintesis del dendringaii(amidoamina) conocido como
PAMAM, por medio del método divergente, que com&ish dos pasos: el primero fue una
adicion de Michael a una amina como nucleo conlmetacrilato y el segundo la amidacion
del éster resultante con grandes excesos de étifeimdt (Esquema 2.3).

Esquema 2.3Dendrimero PAMAM sintetizado por Tomalia.

Método Convergente.

El método convergente es justamente lo contrarimétbdo divergente, se parte de los
componentes de la ultima generacion del dendrimge® se desea construir; es decir, se
construyen unidades de ramificacion hasta formacromaoléculas de bajo peso molecular
conocidas comunmente como dendronas, las cualesnagromoléculas ramificadas que
pueden tener un nimero variado de generaciones Bsicromoléculas se hacen reaccionar

con un nicleo o molécula central para formar etidemerd (Esquema 2.4).

La ventaja de este método es que el nimero de grepotivos en cada etapa se mantiene
constante, por lo que la formacion de subproduesosienos probable. Ademas la diferencia
de pesos moleculares entre los subproductos querandormarse y el producto principal es

amplia, facilitando el método de separacién. Sibango, debido a que los dendrones se fijan
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a los grupos reactivos del nucleo o grupo censlincrementa el impedimento estérico, lo

cual ocasiona que las reacciones sean mas lemasqgs eficiente3®

;q\ &= Activacion del
>—° —— punto focal y
\Durificacién

Dendrona
G1

o Sitio reactivo
B ) }_‘\ Acoplamiento
© Sitio protegido ~ | Purificacion

> Punto focal

Dendrona
G2

Activacion
‘\://Purificacién

Acoplamiento al

Nucleo
o—0

Esquema 2.4Viétodo convergente.

En 1990, Fréchdtintrodujo la primera sintesis convergente la ccahsistié en la
condensaciéon de dos moléculas de bromuro de beocitolos dos grupos fendlicos del
alcohol 3,5-dihidroxibencilico. Posteriormente Bvd a cabo la activacion del punto focal
cambiando el grupo funcional de alcohol a brometiendo esta secuencia de reacciones
hasta obtener una dendrona (fragmento del dendyjnuer tamafio deseado y finalmente

acoplarlo a un nucleo para obtener un dendrimpooRiéchet (Esquema 2.5).
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Esquema 2.5Estrategia convergente propuesta por Fréchet.

Debido a su estructura molecular los dendrimenodbitsn han sido considerados como

112 que constan de un nucleo lipofilico y una supirfipofébica

micelas unimolecularé
comparables a las micelas tradicionafekos dendrimeros estan formados por unidades de
ramificacion unidas covalentemente, lo que propmaimayor estabilidad frente a cambios de

pH, temperatura y fuerza ionica.
2.4 Propiedades Fisicoquimicas

A diferencia de los polimeros lineales analogosacsintesis proporciona compuestos

polidispersos, es decir, especies en un intenaloegdo molecular; el alto control en la sintesis
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de dendrimeros permite obtener productos con baljdigpersidad (M/M,, < 1.01-1.05)
similares a las observadas en sistemas biol6§fc¢4®y debido a la gran cantidad de grupos
funcionales en la periferia, crea superficies @dmtes aumentando la solubilidad, y
reactividad comparado con las respectivas moléontasvalentes (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Propiedades fisicoquimicas de los polimeros coatjzar con los dendrimeros.

Propiedad

Polimero Dendrimero
Forma al azar Esférico
Viscosidad Alta Baja
Solubilidad Baja Alta
Cristalinidad Alta Amorfa
Reactividad Baja Alta
Compresibilidad Alta Baja
Control estructural Bajo Muy alto

Las propiedades fisicoquimicas de los dendrimessrguentran en funcion de la
generacion. La reactividad depende de los gruposidoales presentes en la periferia por lo
gue a mayor generacion mayor numero de gruposdoales en la periferia y por lo tanto

presentard mayor reactividad, de forma similaetgciona la solubilidad y la forma globular.

Las caracteristicas quimicas y estructurales geseptan los dendrimeros hacen de ellos
materiales ampliamente usados en diversos cammosopque surge la necesidad de
determinar no soOlo su composicion quimica, sino btém su morfologia, forma y
homogeneidad empleando diversas técnicas de aazactén;’ como: RMN, UV-visible, IR,

espectrometria de masas, Rayos-X, fluorescenctapsaiopia electrénica, entre otras.
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2.5 Aplicaciones

Los dendrimeros pueden ser modificados acopland&coias con caracteristicas
especificas que los hacen materiales idéneos cemgial aplicacién en diversas aréappor
ejemplo: en catélisi$*® reconocimiento moleculdf, antenas molecularé$,en sistemas
biolégicos como nanofarmacd$®?‘en contra de tumores, bacterias y vifuspmo vehiculos
para la liberaciéon de farmactfs’’® terapia génic&’ agentes de contraste en Resonancia

Magnética de Imagen (IMRY;**?entre otras.

2.5.1 Dendrimeros como dispositivos en la liberaciae farmacos

El paso de farmacos a través de las barreras makgesta condicionado por las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustanciapé&micular, del tamafio o peso molecular;
grado de ionizacion (carga eléctrica) y liposolidlaitl (capacidad de disolverse en las grasas)
gue influyen en los procesos de absorcion, distily metabolismo y excrecion de los
farmacos en el organismo. Los farmacos una vezrasknsidos, se absorben en el sistema
circulatorio, se distribuyen hacia los diferentegados (sin ser selectivo) y posteriormente

son degradados para obtener metabolitos faciletirdmar>*

Es aqui donde radica la importancia de sintetiagiiqulas de tamafio determinado, con la
habilidad de atravesar barreras biolégicas y daidiel principio activo hacia 6rganos
determinados (de forma selectiva) disminuyendo imie&dndo la acumulacion en otros

organos y de esta manera reducir los efectos sadasd

Los dendrimeros pueden ser disefiados para quenganteno solo un farmaco, sino
también un agente de diagnostico o de imagen yeamiow que oriente el sistema hacia

determinadas é&reas del organismo. Dichos dendrémaeben cumplir con ciertas

,15,34,35

caracteristicas para que puedan aplicarse a sisteioiagicos’ tomando en cuenta su

36,37,38,39
d;

toxicida el tiempo de circulacion en el organisffiojnmunogenecidatf*!

biopermeabilidatf*’y degradacignt>444°:46.47
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Los dendrimeros pueden ser usados como acarreaderdarmacos en alguna de las

siguientes formas o por combinacion de las misffids.

a) Formacion de redes farmaco-dendrim@igura 2.3a) en donde el farmaco es rodeado
por varias moléculas de dendrimero protegiéndololadeapida absorcion en el

organismo.

b) Encapsulacion del farmacda forma elipsoidal o esferoidal del dendrimereacr
cavidades vacias que permiten encapsular molétwiésped. Por lo general estas
cavidades presentan propiedades lipofilicas loggmera un ambiente adecuado para
interactuar con los farmacos poco solubles a traleésnteracciones hidrofobicas
(Figura 2.3h Ademas, en estas cavidades de los dendrimerodaeps, existe una
gran cantidad de &tomos de nitrégeno y oxigenaulases pueden interactuar con el

farmaco por medio de puentes de hidrogeno.

c) Como profarmaco, en donde un agente terapéutiamsesobrda superficie de un
dendrimero por medio de interacciones electrostio enlaces covalentes
(conjugados dendriméricos) (Figura 2.3c) y su #db&m ocurre via quimica o

enzimaética, por ruptura de enlac&s$®

—

s

Figura 2.3 Uso de los dendrimeros en sistemas de liberaeidarchacosa) Redes dendrimero-

Fortrrae L %%M@i(
o 79 AT

farmaco;b) encapsulacion del farmaco en las cavidades deéddas yc) profarmaco, enlazando el

farmaco a la superficie del dendrimero por medierdaces covalentes.

Si bien es cierto que cualquiera de las tres egie del uso de dendrimeros en la

liberacion de farmacos presenta ventajas sobrénangstracion del farmaco libre, entre ellas
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hay diferencias que pueden ser aprovechadas eibfiuthe las necesidades de administracion.
El encapsulamiento de los farmacos dentro de laislades o la absorcién del mismo en la
superficie del dendrimero por medio de interac@oraectrostaticas, preservan las
propiedades quimicas y farmacolégicas de la ma@déaih embargo, no siempre se logran
liberaciones sostenidas. Por otro lado, la uniévalemte del farmaco a la superficie del
dendrimero ofrece la oportunidad de un mejor cor@rola liberacion y mayor tiempo de

circulacion®®

En la Figura 2.4 se muestra la ventana terapéatiadministrar el farmaco asociado con
el dendrimero formando complejos (B) y el farmasmcéado al dendrimero formando
conjugados (C) comparada con la administraciofiadeiaco libre (A). En el caso del farmaco
libre, la concentracién del farmaco en el plasmaasa los niveles terapéuticos deseados
provocando efectos toxicos en el organismo (efes¢osindarios no deseados). Sin embargo,
cuando se administra el complejo o conjugado devéito en el organismo la concentracion
del farmaco en el plasma llega al nivel terapéutisperado y se mantiene constante,
prolongando el efecto terapéutico hasta lografisurecion, reduciendo la dosis necesaria de

farmaco y los efectos secundarios.

—_— A

Ef , . [e e o o] B

ecto toxico aekeke C
_______ ‘[ (R — o o e e N1VE] MAXIMO deseado

concentracion plasmatica

O
/ Nivel minimo ?ficaz

Tiempo ——————==—

Figura 2.4 Potencial farmacocinético de (A) dosis de un fawraadicional, (B) dosis de un complejo

dendrimero-farmaco (C) dosis de un conjugado devedo-farmaco.
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Dentro de la sintesis de profarmacos dendriméridestaca el trabajo desarrollado por
Yiyun en el 2005 utilizando farmacos antiinflamaer no-esteroided$ (AINES) como:
ketoprofend? naproxend’ e ibuprofeno, los cuales son empleados en el tatam de
sintomas asociados con osteoartritis y otras coomgtis cronicas musculares. En el 2007 se
reporta la incorporacion de sulfametoxazol, unbédtico empleado en el tratamiento de
infecciones entéricas, del tracto urinario y respiio, en dendrimeros PAMAR. Estos
farmacos presentan baja solubilidad y su uso pgaldo presenta efectos secundarios no
deseados como: sangrado o perforacion intestirgdfyp renal. En estos estudios se logra
aumentar la solubilidad de los farmacos al unidbdendrimero PAMAM en funcion de su

generacion, ofreciendo una posible reduccion eefietos secundarios.

2.5.2 Dendrimeros en terapia contra el cancer.

Hoy en dia el disefio de nuevos conjugados denddosées prometedor en el tratamiento
de enfermedades cronicas como el cancer, siendagatde las primeras causas de muerte a
nivel mundial (Figura 2.5). En el 2008, la Orgagida Mundial de la Salud (OMS) report6
7,6 millones de defunciones (aproximadamente, G4 d8l total) a causa de esta enfermedad.
Entre los diferentes tipos de cancer destacanareter de pulmon (1,4 millones); estbmago
(740 000); higado (700 000); colon (610 000) y m&A&® 000).y se preve que el nUmero de
defunciones anuales mundiales por cancer seguiréergando y pasard a 11 millones en
2030.

VIH/Sida
2830000 defunciones

Tuberculosis
1607000 defunciones

Diabetes
1125000 defunciones js

cancer
7586000 defunciones

Enfermedades
respiratorias
4057000 defunciones

enfermedades cardiovasculares
17528000 defunciones

Figura 2.5 Proporcion de las principales enfermedades créminael mundo que causan la muerte a

personas menores de 70 afios.
]
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El uso de farmacos quimioterapéuticos puede seazfn el tratamiento de ciertos tipos
de cancer, pero afecta también a células normaléedib el organismd?or este motivo, es
posible que surjan diversos efectos secundaricantiirel tratamiento como dafio hepéatico,

renal, alopecia, nauseas, dafio cardiaco, entrg. otro

Los dendrimeros como vehiculos pueden liberar aftastidades del farmacos
anticancerigenos en sitios especificdScon la ayuda de vectores que los dirijan y agefees
diagnéstico que ayuden a localizar el farmaco erabr, induciendo la apoptosré:®® Un
ejemplo de esto son los dendrimeros de triazin@idualizados con doce unidades de
paclitaxel (Figura 2.6) en la periferia unidos pafaces éster y disulfuro los cuales presentan
alta efectividad en cancer de préstata a bajas Hfosi

Paclitaxel

~_N
Rl Y
NH Dendrimero
H/ de Triazina
O\J N._N._~_NHR;
T
NYN
RyHN HN\H R¢HN
Rq N H\/\/N N I\O RiHN
HN Y Y
hd hd
O )
g
R SN"R

Figura 2.6 Dendrimeros de triazina funcionalizados con paait con actividad citotéxica en

cancer de préstata.
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En la actualidad el empleo de compuestos esteeside ganado considerable atencion en
la busqueda de nuevos farmacos que puedan serasiopleomo agentes citotoxifdy en
quimioterapi&® Igualmente se han empleado como materia prima aersifitesis de
bioconjugados esteroidafésque muestran amplios espectros de actividad b6l
etinilestradiol y el ld-estradiol son ejemplo de estrogenos sintéticossqueutilizados para
prevenir o reducir los sintomas de la menopausiaoc anticonceptivos orales, en el
tratamiento de la alopecia, y en los trastornogauggenerativos como el Alzheimer y la
enfermedad de ParkinsBhAdemas, recientemente han demostrado actividagkaliferativa
y capacidad de inducir la apopto&i€n particular, se ha reportado la actividad citiute del
17a-estradiol en contra de células humanas de leugémdiaciendo la apoptosis,mientras
gue el etinilestradiol se ha evaluado con resuftamfotoxicos en contra de células humanas

cancerigenas de prostitg de colon®’

La formacién de estructuras dendriméricas funcieadhs en la periferia con compuestos
esteroidales mediante enlaces covalentes ha daghr k la formacion de conjugados
dendriméricos de especial interés en la terapiga@hcancer ya que pueden contener no solo
un farmaco que genere la actividad terapéuticarael® organismo, sino también moléculas
orientadoras como los péptidos, que dirigen alugado a un sitio de accion especifiéd”

induciendo la apoptosfs®©®

En este contexto, Khandaet al, describieron la sintesis y la actividad biol6gatel
conjugado dendrimero PAMAM con doce moléculas ddilpnednisolona en la periferia,
demostrando su potencial aplicacién como acarredeldarmaco$’ La metilprednisolona es
un corticosteroide con mayor actividad anti-inflaone que la prednisolona (Esquema 2.6).
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DCC

DMSO
PAMAM {347

Esquema 2.6Sintesis del conjugado esteroidal

Para determinar la actividad anti-inflamatoria dehds compuestos, se adicion6 al
conjugado esteroidal y a la metilprednisolona lilbneléculas de fluoroisotiocianato, conocida
por sus propiedades de fluorescencia, evaluandimdenica del transporte hacia el interior de
células epiteliales de carcinoma de pulmon (A548% células cancerigenas al ser tratadas
con el conjugado esteroidal-fluoroisotiocianato stig: la rpida internalizacion del
conjugado a los cinco minutos de exposicion notaqa la intensidad de la fluorescencia

aumentaba gradualmente (Figura 2.7).

22



Antecedentes

Microscopia de
Fluorescencia Confocal

Figura 2.7 Dinamica del transporte hacia el interior de @wdpiteliales de carcinoma de pulmén
(A549) a) células controlb) células tratadas con el complejo metilprednisaifinoroisotiocianato y
¢) células tratadas con el conjugado metilprednisbituoroisotiocianato-dendrimero.

Ademés de las aplicaciones en el tratamiento deecdlos conjugados esteroidales
dendriméricos también han sido utilizados comesiss en la liberacién de farmad8s™
incrementando la afinidad de enlace con los receptestrogénicédy como profarmacos en

el tratamiento de la malarfa.

2.5.3 Dendrimeros como micelas unimoleculares

Adicionalmente, los dendrimeros han sido considerazbmo micelas unimoleculares,

(Figura 2.8b) los cuales pueden ser disefiados @amgener un nucleo lipofilico y una
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superficie polar, como es el caso de las micelidionales (Figura 2.8a) proporcionando la
posibilidad de aplicarlos en la solubilizacion dpexies insolubles en agua como es el caso de
numerosos farmacos. Por lo anterior, las micela®alaculares son una alternativa atractiva
para la liberacion de farmacos encapsulandolos | enterior hidréfobd™®”” resolviendo
problemas tales como la baja solubilidad acuosa]ta de permeabilidad, y en algunos casos

mejorar la actividad de las moléculas bioacti¥as

Las micelas unimoleculares son de gran importaeciala liberacion de farmacos
anticancerigenos debido a tres razones principdgsta acumulacion de las micelas
unimoleculares en tumores es mayor debido a laulatsca permeable de las zonas con
cancer, incrementando el tiempo de retencion @emgainismo; 2) las micelas poliméricas son
sensibles a cambios de pH o temperatura, lo cuaeepgotencial uso en la liberacion de
farmacos en el tratamiento del cancer ya que muphosesos patologicos en los tejidos
cancerigenos se acompafian de aumento de tempearaiuidez en los tejidos; 3) se pueden
unir receptores especificos en la periferia hitioafide la micela que puedan dirigir el pro

farmaco de forma selectiva a las células canceagfén

Figura 2.8 a) Encapsulamiento de moléculas lipofilicas mediéaformacién de una micela

tradicional; b) encapsulamiento de moléculas lljmaf§ en una micela unimolecular .

Desde el punto de vista arquitectonico, estas ascehimoleculares estan formadas por
mondmeros unidos covalentemente lo cual proporciona mayor estabilidad frente a

cambios de pH, temperatura y fuerza ionica.
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Al respecto, Zhang y colaboradot®seportaron la sintesis de conjugados dendriméricos
esteroidales capaces de formar micelas y encapswbiculas anticancerigenas lipofilicas
mediante la union del dendrimero PAMAM de primegaayacion con dos moléculas de acido
colico dando lugar a la formacién de micelas addasigpara encapsular la camptotecina
(CPT) en medio acuoso (PAMAM-GAobservando que la solubilidad del farmaco aumenta
al aumentar el pH (Figura 2.9a) y que la actividaticancerigena aumenta significativamente
a bajas dosis del farmaco encapsulado en céluleardmoma humano de higado (HepG2) en

comparacion con el farmaco libre (Figura 2.9b).

1201 —mu— CPT libre

E —o— CPT con PAMAM-CA
=] -
=3 5 0 T
E S 1 __%
_— ©
£ = ™S
o [ 40
2 > \[ 1
[ !
0 rya 1 ' 1 1
0.000 0.01 0.1 1 10

[CPT] (mg/L)

Figura 2.9. a) Solubilidad de la camptotecina en buffer de fiasfacon la micelas en funcién del pH,
b) Pruebas de la actividad citotéxica en célulasG&patadas con el farmaco encapsulado en las

micelas a 37°C por 24 h.
2.5.4 Estructuras dendriméricas funcionalizadas conarboranos en la periferia.

Dentro del campo de la medicina anticancerigentyneionalizacion de los dendrimeros
con cluster de carboran®s$®*®® tiene potencial aplicacion en la terapia de captde
neutrones por bord,(TCNB), en el tratamiento de cancer y en la sioctwaia por captura de
neutrones de bofd (SCNB) en el tratamiento de artritis. Ambas temaprequieren la
concentraciéon de atomos d®8 en células cancerosas, los cuales son capacabsoeber
neutrones de baja energia, produciendo procesdisidle nuclear que destruyen las células
malignas. La incorporacion en gran escala de borongedio de sistemas dendriméricos es

una opcién en el tratamiento del cancer.
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Los carboranos son derivados poliédricos de bobbenidos por el intercambio del
fragmento BH por el fragmento iso-electronico CHhole los carboranos mas estudiados es
el dicarba-closo-dodecarborano,BgoH;,, €l cual adopta la forma de un icosaedro. Al
carborano, cuyos carbonos estan en posicionesalesjrse les denomimato-carborano, del
cual se puede generarmétacarborano mediante isomerizacion térmica (~600y°&)para-
carborano (~700 °C) (Figura 2.10).

orto-carborano metacarborano para-carborano

O =BH
= CH

Figura 2.101s6meros de carboranos.

Cuando una de las unidades BH es eliminada, sa #el@ especie nido; al eliminar un
segundo fragmento BH se obtiene la espacena® El proceso mediante el cual se obtienen
dichas especies es llamado decapitacién y la \wemapcipal que se presenta es que se
generan especies anidnicas solubles en agua (Fdira

closo-carborano nidao-carborano aracno-carborano
O =BH
=CH

Figura 2.11 Proceso de decapitacién en los carboranos.
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Teniendo en cuenta la necesidad de obtener espeoclables en agua con fines
terapéuticos, nuestro grupo de investigacion répdat sintesis de nuevas estructuras
dendriméricas con grupos alilo en la periferia pposteriormente funcionalizarlos con
carborano8!®*® |os cuales presentan propiedades de fluoresce@tia.propiedad que se
puede modular en este tipo de dendrimeros esuhibddd pasando de la especlesoque es
soluble en disolventes no polares a la espeadid®, la cual al ser anidnica, presenta
propiedades de solubilidad en disolventes pold&sguema 2.7).

c .
Br g/\z‘c*' c
Br o{{ @/ /_®_/
Br
closo-4

KOH
EtOH

nido-&

nido-8

Esquema 2.7Incorporacién de carboranos closo y la degrada@dnsdmismos para obtener

derivados polianionicos.

Por otra parte se han llevado a cabo reaccionésesgggcificas de hidroxisililacion en los
grupos alilo con derivados de Cs[l1}EtSiMeH-3,3-Co(1,2-GB¢H10)2] para obtener
metalodendrimeros con 3, 6, y 12 unidades de @ifisdticarbaluros en la periferfalos
dendrimeros de partida presentaron propiedadestaolerhiniscencia a temperatura ambiente
bajo irradiacion ultravioleta, una vez que se llew6cabo la funcionalizacion con los
carboranos esta propiedad se perdid (EsquemaEh&ste contexto, la aplicacion de la ley de

Lambert-Beer nos permite establecer el nimero deadids metacarboranos unidos a la
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periferia, De esta manera, podemos estudiar |aetema de la absortividad molai) (nediante

la medicion de la absorcion UV-vis de las soluceorgue contienen el dendrimero

funcionalizado comparado con los compuestos delpart

J
. H
0. o 3Cs 0 Si,
P AN
O O Css

Karted cat./50°C/THF

o

\L\

.
é Karted cat./50°C/THF

y

N H QA
12¢s| Co >si
\

Csiz | 7

Karted cat./50°C/THF

Cse

Esquema 2.8Reaccion de hidroxisililacion para obtener metatwtiimeros con 3, 6, y 9 unidades de

cobaltabisdicarbaluros en la periferia

En este trabajo se describe la sintesis y carzatédh de nuevas estructuras

dendriméricas de primera, segunda y tercera gdbaracon dos nucleos diferentes
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(tetrametileno y aromatico trisustituido), funcibpados en la periferia con grupos OH, alilos,

Cl, Br y éster como posibles plataformas en elraeaniento de farmacos.

En primera instancia, con la finalidad de aproveclss ventajas de la sintesis
convergente, se obtuvieron tres nuevas dendrota®iesles para su posterior acoplamiento
a dos nucleos diferentes. Sin embargo, los incaoemtes presentados nos dejaron ver que la
sintesis divergente es mas adecuada en este géisalpa Por esta via, cuatro dendrimeros
de primera y segunda generacion con nudcleo demtetitano y cuatro mas, con nucleo

aromatico trisustituido fueron sintetizados.

Una vez obtenidas las estructuras dendriméricasetobjetivo de aprovechar la carga
atil maxima de farmacos en los dendrimeros, coaselwy la monodispersidad, una estructura
bien definida, y teniendo en cuenta las ventajasladeconjugacién covalente en la
administracion de farmacos se llevé a cabo la siltee diversos conjugados esteroidales
dendriméricos para explorar la posibilidad de potenla actividad citotoxica de &7
etinilestradiol y 1d@-estradiol, en lineas celulares cancerigenas. rrarak, se evalud la
actividad citotéxica de los conjugados esteroiddirgdriméricos obtenidos en lineas celulares
de leucemia crénica (CEM), adenocarcinoma de sBt@©F{) y carcinoma cérvico uterino

(HelLa) y en células normales de fibroblastos (Bdya@ control.

Adicionalmente se presenta un protocolo prelimipara la obtencién de una micela
unimolecular dendrimérica a partir de los dendromersteroidales con alquinos terminales y
dos dendrimeros funcionalizados con grupos alifogmsible aplicacion en el tratamiento del

cancer.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Disefiar y establecer una ruta de sintesis pardtencién de nuevos compuestos
dendriméricos tipo Fréchet partiendo de diferemigésleos y con una funcionalidad
adecuada para acoplar compuestos de interés wolégn posible aplicacién en el

tratamiento del cancer.

3.2 Objetivos Especificos

>

Llevar a cabo la sintesis de compuestos dendrio®ribe primera y segunda
generacion con ndcleo de tetrametileno y nlcleanil® bencénico trisustituido.
Probar las estrategias sintéticas divergente y ergewmte en la obtencion de los
conjugados y determinar las mejores condicionesrdesis.

Funcionalizar los dendrimeros de primera y segugéaeracion con nucleo de
tetrametileno y nudcleo de anillo bencénico trigugto con unidades de &7
etinilestradiol y 1d@-estradiol para la obtencion de conjugados estalesd
dendriméricos

Evaluarin vitro la actividad citotoxica de los diferentes conjummcesteroidales
dendriméricos en lineas celulares cancerigenageyndi@ar la influencia que ejercen
los diferentes ndcleos y el nidmero de generacidect@e dendrimérico) de los
conjugados esteroidales dendriméricos en la aetiv@itotoxica

Realizar la sintesis de micelas unimoleculares ameelila funcionalizacion de los
conjugados esteroidales dendriméricos con fragmetito PAMAM unidos por
unidades de triazol como posibles profarmacos eeneapsulamiento de farmacos
anticancerigenos.

Sintetizar dendrimeros con funcionalidades adecugma el acoplamiento con

carboranos.
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CAPITULO 4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Sintesis de las unidades de ramificacion.

La naturaleza quimica del dendrimero depende tdetdas ramificaciones que lo
conforman como de los grupos terminales presemtés periferia, por lo que el primer paso
para la obtencion de los dendrimeros fue la elacdé las unidades de ramificacion
dependiendo de las necesidades requeridas emlatesd.

En este sentido, los dendrimeros disefiados sorFtgchet por lo que las unidades de
ramificacion seleccionadas fueron anillos arométitsustituidos con un punto focal y dos
ramas de crecimiento. Los conjugados dendrimégidasmicela unimolecular estan formados
por la unidad de ramificacion del derivado del adiehidroxiisoftalico y los dendrimeros para

su incorporacion de carboranos con el derivad@cidb dihidroxibenzoico (Figura 4.1).

i Unidades
de Repeticion ot
o
o +0
~ O—\z
CONJUGADOS
ESTEROIDALES
M INCORPORACION DE
MICELAS CARBORANOS
UNIMOLECULARES

Figura 4.1 Unidades de ramificacion o repeticion para léesis de los dendrimeros.

La obtencién de la unidad de ramificacion ftalaéo5dhidroximetilo 2) (Esquema 4.1),
gue forma los conjugados esteroidales dendrimérszosealizé por esterificacion del acido 5-
hidroxiisoftalico () en presencia de,80, bajo reflujo de metanoton un rendimiento del
97%.
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En el Esquema 4.1 también se muestra la sinteds uieidad de ramificaciéd con el
grupo hidroxilo protegido, partiendo del acido 8rbiiisoftalico (1) para su posterior
esterificacion 2),*° seguido de la proteccién del hidroxilo con bromu® alilo @), la
reduccién de los grupos ésterds{a hidroxilos y finalmente el cambio de grupo fumsil al
halogenuro para su posterior acoplamieB)d{ A partir de la unidad de ramificacié fue

posible la obtencion d&por la reduccion de los grupos ésteres presentksraolécula.

Q e
0 o~
H2804 B[ /
HO
MeOH K2C04 / LiAlH,
(o) Acetona
I N THF {anh})
2

LiAIH,

THF (anh)

OH

Cl
OH SOC|2.|’P)’
1] 8] CHQC'Q (anh}
4
5 Cl

Esquema 4.1Sintesis de las unidades de ramificacién paratiengion de los dendrimeros y

HO

dendronas.

4.2 Dendronas tetrafuncionalizadas, 8 y 9.

4.2.1 Sintesis y caracterizacién espectroscopitasdgendronag, 8 y 9

En la sintesis de los dendrimeros, el método cgemee ofrece ventajas sintéticas para la
obtencion de productos de altas generaciones, gaabjgonstruir macromoléculas de bajo
peso molecular conocidas cominmente como dendrgnpesteriormente acoplarlas a un
ndcleo, se disminuye el niumero de reacciones sadasden cada paso, reduciendo la

formacién de subproductos y en consecuencia logrargjorar la purificacion.
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En este contexto se planteé la sintesis de derglrona grupos funcionales que
permitieran el acoplamiento con unidades estereédgl finalmente la activacion del punto

focal para acoplarlo al nucleo.

En el Esquema 4.2 se muestra la ruta sintéticalpaatencion de las dendrongs8y 9
la cual inicia con el acoplamiento de las unidadkesamificaciérb y 6 con KCQOs, fluoruro
de tetrabutilamonio (FTBA) en reflujo de acetoneaapabtenei7 con el punto focal protegido
por el fragmento alilico evitando la competencireetos grupos funcionales OH vy la posible
formacion de subproductos en reacciones futurasteRormente se realizé el cambio de
grupo funcional el cual consistié en la halogenaaié los alcoholes bencilicos con S@CI

obteniendo la dendror®een un rendimiento del 65%.

El tener cloruros en la periferia permite dos pdidédes sintéticas: 1) seguir con el
crecimiento del dendrimero mediante el acoplamidetotra unidad de ramificacion; o 2) el
acoplamiento de la unidad esteroidal (farmaco derés) a la dendrona seguido por la

activacion del punto focal y finalmente el acoplemto con el nicleo.
La ruta alterna mostrada en el Esquema 4.2, muestiatencion de la dendroBacon el

punto focal activado la cual se obtiene a partiladgliminacion del grupo alilo de la dendrona
7.
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Cl OH
/40 . HOC{
/ OH
5 Cl 6
K,CO3/FTBA
Acetona
HO
HO
Q
7
Q
SOCI,/Py

CH,Cl, (Anh)

Cl

o
b
3

Cl

Esquema 4.2Ruta de sintesis para las dendronas tipo Fréchet.

En el espectro de RMN d#f de la dendrond (Figura 4.2) se observan nueve sefiales
para los diferentes protones presentes en la maléqureciando la sefial en 5.00 ppm para H-

8 la cual corrobora la formacion del compuesto a&@i el enlace CHO-, el proton del

alcohol bencilico en la periferia (H-13) se obseera 4.53 ppm y las tres sefiales del
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fragmento alilico, en 6.01 ppm la sefial multiplerespondiente a H-2, los protones H-1a y H-
1b como sefiales dt en 5.36 (H-1a) ppm tams= 17.3 y2J = 1.3 Hz, y 5.42 (H-1b) ppm con
3Js = 10.5 y2J = 1.3 Hz respectivamente y el protén H-3 (CH=CH»CH como un dd en
4.49 ppm cortd = 5.3 y 1.5 Hz. En la regi6n aromatica se puedesewar 4 sefiales que

corresponde a los anillos aromaticos que formagdasraciones de la dendrona.

10 a8 AB &Y AB A5 64 63 62 &1 &0 L& 8 &7 G655 54 53 52 51 S0 4% 48 47 4 45 44

—
5
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13
1—J2 oH T o
10 c n
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Ho 2 N7 %
I # T
- Ie d
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o\, | T
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Figura 4.2 Espectro de RMNH de las dendronas 8y 9.
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Del mismo modo, las dendron8sy 9 fueron caracterizadas por RMN 8¢ y *°C en
donde para la dendror&a(Figura 4.2) se aprecia la pérdida del fragmeniiecaly en 4.54
ppm la sefial correspondiente al nuevo alcohol fem6Para la dendron@, el cambio de
grupo (OH a ClI) se corroboré por la desapariciéradsefnal para el alcohol bencilico de
(Figura 4.2); sin embargo, esto es mas claro essméctro de RMN d&C, observandose el
corrimiento de la sefial del C-13, en 45.9 ppm £CH con respecto al compuesioCH,-
OH) en 63.7 ppm.

4.2.2 Andlisis por difraccion de rayos-X de lasdtenas tetrafuncionalizad@s8y 9.

Las dendronag, 8y 9 son solidos quese lograron cristalizar adecuadamente para su
andlisis por difraccion de rayos-Ka dendron&/ cristaliz6 mediante la evaporacion lenta de
metanol a temperatura ambiente en un sistemantdelP-1 con dos moléculas por unidad
asimétrica, mientras que las dendroBag 9 cristalizaron en un sistema monoclinico con
grupo espacidP2;/n con cuatro moléculas por unidad asimétrica (Figdna

13 o1
\6)( e
03 ClOV 0Ol Cc3

C11
" C9 02 ;
Ui(_ﬁ »

e

W

o
Figura 4.3 Estructura de rayos-X de las dendronas tetrafunatizadas.
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En el andlisis de la estructura del cristal dese observan enlaces de hidrogeno
intermoleculares (Tabla 4.1) por la interaccionaB2H3- - - O3A [ds...03a= 2.707 Al y en la
dendrona8 por la interaccién de O3-H3:.--03Acfd.osa= 2.718 Al y O1A-H1A.--0O3
[doia...03= 2.721 A], considerados como enlaces de hidrogeno fuertesuerdo con lo

reportado por Steiner y Desiraja?®

Tabla 4.1 Geometria de Enlaces de hidrégeno Intemulares (&%) del compuest@ y 8.

Compuesto D-HA D-H H-A D---A D-H--A
7 03-H3:-0O3A 0.839 1.898 2.707 161.59
8 03-H3--03A 1.167 2.59 2.718 164.25
8 O1A-H1A--0O3 0.819 1.932 2.721 161.60

En la Figura 4.3 se puede observar la estructuta dendron& con cuatro cloros en la
periferia con una longitud del enlaeatre los atomos C13—Cl de803(3) A y el angulo de
torsion formado entre los atomos C12—C11—C13—Qlees74.1°(3). Esto denota que cada
cloro se encuentra en posicion anti con respeattr@len cada anillo aromatico, reduciendo el

impedimento estérico para la formacion de las daral esteroidales (Figura 4.3).

El andlisis de la estructura del cristal y del eguysdamiento de la dendrofamuestra la
presencia de un enlace de hidrogeno intramolecotaclasico por la interaccion de
C(5H(5)~0(1) [doa...co= 2.692(3) A]considerados como enlaces de hidrégeno fuerte de

acuerdo con lo reportado por Steiner and Desitajd.

La estructura supramolecular del compuésteevela que el empaquetamiento cristalino
es dirigido por la interaccion Cklformadas por C13-H13:--centroide 3 con una distate
3.555(4) A y el angulo formado por esos atomos2ik,Icon codigo de simetria [4544] = X,-

1/2-y,-1/2+z que refuerza la estructura columnlarlargo del eje “a” (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Arreglo cristalino dé.

4.3 Conjugados esteroidales derivados del d-&tinilestradiol y del 17a-estradiol.

Actualmente existen en el mercado diversos compsessteroidales con un amplio
espectro terapéutico en enfermedades cutaneas, aatintdflamatorios e inmunosupresores.
Algunos estrdégenos sintéticos como ed-Efinilestradiol y 1d@-estradiol se han utilizado para
prevenir o reducir los sintomas de la menopausia el control natal, asi como también en el
tratamiento de enfermedades crénicas como el c&lecseno, prostatico, colon y leucemia

entre otras (Figura 4.5).
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Control natal
Actividad citotéxica

HO
17a—Etinilestradiol 17a—Estradiol
o OH
Antiinflamatorio
HO wOH Inmunosupresor
Enfermedades cutaneas
(@)

Metilprednisolona

Hidrocortisona
Figura 4.5. Ejemplos de compuestos esteroidales con activetagéutica.

Debido al amplio efecto terapéutico, la quimicalake esteroides ha alcanzado nuevos
horizontes al encontrar en la ciencia de materiales nueva area de oportunidad en el
desarrollo de conjugados dendriméricos, como sasdete liberacion de farmacos al mostrar
alta biocompatibilidad, larga vida media y bajaitaad en el organismt;*>®*’ademas de

gue pueden ser empleados como agentes citotOxiegyimioterapia.

La gran cantidad de grupos funcionales en la p&jfeace a los dendrimeros moléculas
idéneas para la conjugacién con numerosos farmddoa. vez que es administrado el
farmaco, la liberacion dentro del organismo puedarrd via quimica o enzimaticamente.
Cuando el farmaco es encapsulado o unido al deadsippor medio de interacciones
electrostaticas, la liberacion del farmaco en ghorsmo es rapida por el simple cambio de
pH, y el efecto terapéutico es menor que cuandongeel farmaco por medio de enlaces

covalentes.

Un ejemplo de esto es el publicado por Kandaré. &t an el cual describe la sintesis de
un conjugado dendrimerico con doce moléculas dépmeginisolona. Sin embargo al tener un

dendrimero con alto impedimento estérico para acoploléculas voluminosas como los
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esteroides, no se logra la carga maxima del edter@ebido a la dificultad de incorporar
farmacos en la estructura dendrimérica con altoedipento estérico, en este trabajo se
realizé la sintesis de estructuras dendrimérigas EHréchet que puedan contrarrestar los

efectos estéricos en la conjugacion de farmacasniobsos.

Teniendo en cuenta el efecto terapéutico que pEsesl 17a-etinilestradiol y 1@-
estradiol se realizé la sintesis de tres dendresgsoidalesl(0, 11y 12) y ocho conjugados
esteroidales dendrimeéricos de los cuales cuatémdetmados por ftalato de 5-hidroximetilo
(2) como unidad de ramificacién y un ndcleo de te&@eno flexible de primera2Q, 21) y
segunda generacioBqy 23), y los otros cuatro conjugados con nucleo beroénisustituido
de GO R7,28) y G1 @9, 30).

De esta forma, al tener estructuras dendriticasddfenentes caracteristicas estructurales
es posible evaluar el efecto del nucleo y el efetdndrimérico (multivalencia, tamafio y
estructura bien definida) en la actividad citotéxdel 14-etinilestradiol y el ld@-estradiol,

aun cuando los alcances de este trabajo no implipnebas de liberacion.

4.3.1 Sintesis de las dendronas esteroidales 10y 12

La sintesis de las dendronas esteroidales (EsqdeB)ase llevdo a cabo mediante el
acoplamiento de la dendrona tetraclor@deon cuatro equivalentes de ambos esteroides en
K,COs;, FTBA, a reflujo de acetonitrilo, obteniendo lagndronas derivadas de ot7

etinilestradioll0 y 17u0-estradiolll en un rendimiento del 94 % en ambo casos.

Una vez obtenidas las dendronas esteroidalesjweknte paso de reaccion propuesto fue
la activacion del punto focal, por la eliminacioal dragmento alilico de ambas dendronas
esteroidaled0 y 11 mediante la adicion de acetato de paladio (0) coatalizador, P{P y
una mezcla de acido férmico:trietilamina en etaswho disolvente. Al tener el punto focal
activado, se obtiene la posibilidad de acoplarldffeaentes nucleos reduciendo la formacién
de subproductos y en consecuencia facilitar suipacion. Sin embargo, solo se obtuvo la

desproteccion de la dendrona esteroidglobteniéndose a la dendrofd para posteriores
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acoplamientos a diversos nucleos en un rendimidatd61%. En el caso de la dendrona
derivada del ld-etinilestradiol £0) no se obtuvo la desproteccion del grupo hidrod#ébido
a que existe una competencia entre el triple erpaesente en el esteroide y el doble enlace

del grupo alilo.
cl

Cl :
8]
J
(8]
o 9 K;CO4/FTBA
Acetonitrilo
C 4 unidades 17 -estradiol

K;CO4/FTBA
Acetonitrilo
4 unidades

17 cc-etinilestradiol cl
R R
0 6]
o /40 1
7 / A
O
R R’
EtaN/Ac. Férmico
activacion del
EtsN/Ac. Férmico < | - activacién del punto focal PPhy/Pd{OAc),
PPhy/Pd(OAC), . puntc focal EtOH
EtOH
R
@R'
O
HO
12

\
A

Esquema 4.3Ruta de sintesis para las dendronas esteroidales.
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4.3.1.1 Caracterizacion espectroscépica de la deadesteroidalO derivada del 1da-

etinilestradiol.

La caracterizacion de la dendrob@se realiz6 por comparacion de los desplazamientos
de RMN de las dendronas y precursores asi comestimioide de partida. En la Tabla 4.1 se
comparan algunos desplazamientos quimicos de ldralem tetraclorad®, la dendrona
esteroidall0 con cuatro unidades de etinilestradiol en la peaifg el esteroide de partida,
notando en cada caso los principales cambios dasplazamiento de las sefiales del C3’ del

anillo aromatico del esteroide y del C13 de la dend, involucrados en la conjugacion.

Tabla 4.1 Desplazamientos quimicégppm) de'H y *C a 500 y 125 MHz de las dendronas
9, 10y el 17-etinilestradiol.

Compuesto  17a-etinilestradiol 9 10

Posicion H(®C) H(=C) H(C)

1 - la 5.42 la 5.28

ﬁigjv' D 1b 5.30 1b 5.41
10 E 2 - 6.05(133.1)  6.05(133.1)
; Wa ?o N 3 - 457(69.0)  4.55(68.9)
Hﬁ_g . : D 5 - 6.97(113.5)  6.96(113.4)
8 R 7 - 7.07(118.7)  7.04(118.7)
G o 8 - 5.04(69.9) 5.04(69.9)
N 10 - 6.96(115.1)  7.00(113.2)
A 12 - 7.02(121.3)  7.07(118.8)
\ o 13 - 454(45.8)  5.00(69.8)
E 1' 7.20(126.3) - 7.20(126.5)
S 2 6.71(111.5) - 6.76(112.4)
T 3 (157.4) - (156.7)
E 4 6.63(113.8) - 6.70(114.9)
R 6' 2.85(29.8) - 2.85(29.9)

o)

| 17" (79.8) - (79.9)
18' 0.88(12.7) - 0.88(12.8)
E 20’ 2.60(74.0) - 2.60(74.1)
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El espectro de RMN d&H de la dendrona esteroidHD (Figura 4.4) exhibe tres sefiales
gue corresponden al anillo aromatico del esterade7.20 (H-1'), en 6.76 ppm (H-2') y en
6.70 (H-4’). En 2.60 y 0.87 ppm se aprecian lasakssique corresponde al alquino (H-20") y
al metilo (H-18"), los cuales coinciden con los atéss en la literatura para el esteroide de

partida®®°

La sefial para el proton H-13, proporciona evidedelkbacoplamiento del esteroide a la
dendrona ya que la sefial en 4.54 ppm en la dendepartida se desplaza a 5.00 ppm por la
formacion del enlace GHD. Se observan también las sefiales del fragméilito ay los
protones correspondientes a la dendrona, mantergénids desplazamientos similares con

respecto a la dendrona tetraclor@da

\\\ OH

H18'

L

. :
606 600
T1 (ppam)

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 S0 458 44 44 4.1_2(4.0)3.8 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 146 14 12 14 08
1 (pam

5.3

H

=%
H-1b
H-1a

Figura 4.4. Dendrona esteroidal derivada deti¥tinilestradioll0.
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En la Figura 4.5| se muestra el espectro de dosmdiiones COSY, el cual resulta de
utilidad para la asignacion de algunas sefialesogeptotones aromaticos del fragmento

esteroidal y los alilicos de la dendrdita

(wdd) 14

0.5

1.0

1.5

2.0

3.0

T
3.5

2 (ppm)

T
4.5

6.0

Figura 4.5 Espectro COSY de la dendrob@a 500 MHz en CDGI
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La asignacion de las sefiales en el espectro de &MRC paral0 se realiz6 mediante el
empleo simultaneo de experimentos DEPT 90°, 13%ui@ 4.6) y técnicas en dos
dimensiones como HETCOR (Figura 4.7). En el espaterRMN de**C obtenido por DEPT
90° se observan once sefiales en fase positivaoguesgonden a los diez CH presentes en la
molécula, mientras que en el espectro DEPT 133fAwssstran doce sefales en fase positiva
correspondientes a los once metinos y un metik clales comparando con el espectro de
DEPT 90° permiten determinar la sefial del metitw. ®ra parte se observan diez sefiales en

fase negativa que corresponden a los metilenosmqiessen la dendrori®.
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Figura 4.6 Espectrd®C, DEPT 90° y 135° de la dendrata 125 MHz en CDGI
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Por medio del espectro en dos dimensiones HETCOgur@ 4.7) se determinaron
inequivocamente las correlaciones heteronucleares anlace déH-*C para las sefiales
correspondientes al anillo aromatico del estergigara los dos fenilos de la dendrdrta

{Ldd) 1y

r1o
rLs
2.0
r25
3
4,
5
5
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7.0

T
70
f2 (ppm)

80

T
50

T
100

110

T
120

H-3

H-1a

-1b
H-2

H-6
H-13

H-18'

H-20"

Figura 4.7 Espectro HETCOR de la dendrotiaa 125 MHz en CDGI
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4.3.1.2 Caracterizacion espectroscopica las dendresteroidale$l y 12 derivadas del
17a-estradiol.

La caracterizacion de las dendronas esteroiddles12 se realiz6 de manera analoga a
10. En el espectro de RMN dél para la dendronal (Figura 4.8), se observan las sefiales
caracteristicas del grupo alilo asi como las seft@erespondientes al fragmento esteroidal,
en la region alifatica. La sefial en 4.99 ppm patEHindica la formacion de la dendrona por

el nuevo enlace CHO, lo cual se corrobora en el espectro de R¥Ncon la sefial para C-13
en 69.8 ppm.

La activacion del punto focal para la obtencioriadéendrond 2 se pudo corroborar en el

espectro déH (Figura 4.8) el cual no muestra las sefiales spomdientes al fragmento
alilico.

4.0
f1 {ppm}

Figura 4.8 Espectros d&H para las dendrondd y 12 derivadas del IZzestradiol
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En esta parte del trabajo se determiné que lacanaergente para la obtencion de los
conjugados esteroidales, no es la mas eficientgugasolo se pudo obtener la dendrona
derivada del ld-estradiol con el punto focal activo, no lograndducir el nimero de pasos
de reaccion, ni mejorar los rendimientos. Por pade al intentar el acoplamiento del nucleo
con la dendrond?2, la reaccién no procedié después de 5 dias. Pemestivo, se exploro la

sintesis de los conjugados esteroidales por eldoétivergente.

4.3.2 Sintesis de los conjugados esteroidales deintricos por el método divergente.

Debido a que por la metodologia convergente nopfusble obtener los dendrimeros
deseados, se recurrio a la sintesis divergentesiduien presenta mas posibilidad de defectos
estructurales, para las generaciones alcanzadastentrabajo no se observaron, como se

discute a continuacion.

4.3.2.1 Sintesis y caracterizacion de los denddmdipo Fréchet con nucleo de

tetrametileno de primera (G1), segunda (G2) y tar(@83) generacion.

Como se menciond, en la estructura dendriméricateleo determina la forma y el
impedimento estérico presente, promoviendo unadasfiérica o elipsoidal. Es este contexto,
el dendrimero PAMAM (poliamidoamina) de primera getion con ocho grupos NKiL.430
KDay 22 A) adopta una forma esférica que incremémtigidez molecular y por lo tanto el
impedimento estérico conforme aumenta la generaagomplicando el acoplamiento de
farmacos o moléculas activas en la perifétigor lo anterior, se planted la sintesis de dos
familias dendriméricas con diferentes nucleoscledes fueron modificadas para su posterior
conjugacion (acoplamiento del farmaco en la peafenediante enlaces covalentes) con
unidades esteroidales conocidas por su activideddmal y actividad citotoxica ante diversas
lineas celulares cancerigenas. Teniendo entoncelineros con diferentes caracteristicas
estructurales como posibles plataformas para @lacgento de farmacos, se puede evaluar el

efecto dendrimérico en la actividad biologica deghds conjugados.
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La primera familia dendrimérica consistio de unleade tetrametileno con el objetivo de
promover una forma elipsoidal y tratar de redutiefecto estérico al acoplarse las unidades
esteroidales logrando obtener dendrimeros de paiif8r 14 y 15), segundal6, 17y 18) y
tercera generacioni9). La segunda familia fue disefiada con un nuclecémco trisustituido
(tres puntos activos de crecimiento) lo cual gen@aestructura mas globular que la anterior

y por lo tanto mas compacta y con mayor rigidez.

Como se ha mencionado con anterioridad, los deerdosrson sintetizados por medio de
métodos iterativos o en cascada, logrando conttalastructura, el tamafio y los grupos
funcionales durante la sintesis. La nomenclaturgpleada para asignar el nimero de
generacion es diferente segun el autor. En algoasss se considera a la primera capa como
GO, sin embargo autores como Tomalia considerasaaG® como G1. En este trabajo se
sintetizaron dendrimeros de primera, segunda Yy ern@rcgeneracion con diversas
funcionalidades empleando la nhomenclatura propyestd omalia para asignar el nUmero de

generacion.

La sintesis de los diferentes dendrimeros repostatioeste trabajo se llevo a cabo por
medio de sustituciones nucleofilicas entre la whidie repeticion y los halégenos en el nicleo
o dendrimero correspondiente. El grupo alcohol gmes en el mondmero actia como
nucledfilo para formar los nuevos enlaces, ya quecendiciones béasicas el alcohol es

desprotonado antes de actuar como nucleéfilo.

Una vez obtenida la unidad de repetici®ge llevd a cabo la sintesis de los dendrimeros
tetrafuncionalizados de primera generacion (Gl)g¢Emsa 4.4) a partir de la reaccion
estequiométrica entre el compuety el 1,4-dibromobutano para obtener el compuesio ¢
cuatro grupos éstet3'°!! con un rendimiento del 98%. Posteriormente, séizéeda
reduccién con LiAlH para obtener el compuestd con rendimiento del 66 % y finalmente la

00,101

bromacion con EBOy/HBr para obtener el compuesit con un rendimiento del 55 %.
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Los dendrimeros G2 (Esquema 4.4) se sintetizaguiesido las mismas condiciones de
reaccion que se utilizaron para la obtencion dedesdrimeros G1, comenzando con el
acoplamiento de cuatro equivalentes de la unidadregeticion 2 con el dendrimero
tetrabromadd.5 en presencia de KOs, obteniendo 46 (Esquema 4.4¢n un rendimiento del
82 %. Posteriormente se realizo la reduccion dgv@éster al hidroxilo, con LiAliHen THF
anhidro obteniendo 47 con ocho hidroxilos terminales en un rendimientd 5& % vy
finalmente el cambio de grupo funcional con SO#i CHCI, anhidro condujo al dendrimero

18 con ocho cloros en la periferia, en un rendimielgo67 %.

Para la obtencion del dendrimero @3)(con 16 grupos hidroxilo en la periferia se optd
por el método convergente con el objetivo de dismila formacion de subproductos y por lo
tanto facilitar la purificacion, por lo que la sdsis consistid en el acoplamientoXecon la
dendrona (Esquema 4.4) conX KOz y FTBA en reflujo de acetona. El compuetfse aislo
de la mezcla de reaccion mediante la filtracionsiddido formado, en un rendimiento del 42
%.

Los compuestos obtenidos se caracterizaron de foretmivoca mediante la técnica de
RMN de'H y *C utilizando experimentos en dos dimensiones COS¥EJCOR asi como
experimentos DEPT 90° y 135°.

La obtencion de los dendrimeros de primera ger@race corrobord con los
desplazamientos quimicos de RMN ‘tey *C publicados en la literatuf@*°* El espectro
de RMN'H de 14, muestra la sefial en 4.42 ppm para H-7 correspotedal enlace CHOH
formado de la reduccién del grupo éster del compues; asi como en 3.35 ppm la sefial para
el OH obtenido.

La formacion de la segunda generacion consisti¢eleaumento de una unidad de
ramificacion en cada punto reactivo del dendrimeoo, respecto a la generacion anterior y su
posterior modificaciéon de grupo funcional como ssalibié para los dendrimeros G1. Lo

anterior se pudo determinar poreflisis de RMN d&H y °C para los compuestds, 17, 18
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(G2) y19 (G3). Las estructuras fueron asignadas tomandaientz la multiplicidad de las

sefales, sus desplazamientos quimicos, pero smhyeor la integracion de las sefales.

En la Tabla 4.2 se hace un comparativo de las eeitakacteristicas de los dendrimeros
de primera y segunda generacion, mostrado lasipailes diferencias en los desplazamientos

al cambiar de grupos funcionales.

R

11

j']?\ R
13 R= 4078 16R= ﬁ‘t}ko/w
R
14 R = CH;0OH 17 R = CHOH
7 12
15 R = CH28I’ 18 R= CH2C|
7 12

Tabla 4.2 Comparativo de los desplazamientos quimicosIpareompuesto$3al 18.

Compuesto 13 14 15 16 17 18
1H(lSC) 1H(13C) 1H(13C) lH(lSC) 1H(13C) lH(lSC)
Posicion
1 2.01(25.8) 1.84(25.9) 1.98(25.8) 2.00(26.0) 1.8RpP5  1.99(26.0)
2 4.11(68.0) 3.99(67.4) 4.04(67.5) 4.08(67.6) 4.05(67.6) 4.07(67.6)
3 (159.0) (159.0) (159.3) (159.7) (159.2) (159.6)
4 7.71(119.8) 6.73(111.0) 6.85(115.2) 6.96(113.3) 6.85(113.2)  6.94(113.2)
5 (131.8) (144.3) (139.6) (138.1) (139.4) (138.5)
6 8.24(123.0) 6.82(116.9) 6.99(121.8) 5.10(118.5) 7.18(118.9) 7.06(118.5)
7 (166.2) 4.42(63.2) 4.42(32.9) 7.08(70.2)  04%69.3) 5.04(69.9)
8 3.91(52.4) - (158.7) (158.7) (159.2)
9 - - 7.81(120.1) 6.82(111.3)  6.95(115.0)
10 - - (131.9) (144.4) (139.4)
11 8.27(123.4) 7.08(117.3)  7.01(121.3)
12 (166.1)  4.44(63.3) 4.53(45.8)
13 3.92(52.5)
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Para el compuestb6 (Figura 4.9) con ocho grupos éster en la perifeaobservaron
nueve sefales para los diferentes protones presentda molécula, de las cuales cuatro
sefiales corroboran el acoplamiento de la nuevaadrdé ramificacion con el compuedtd
para formar la segunda generacion. Dos sefales mgibn de aromaticos en 8.27 ppm para
H-11 como una sefial triple c8h= 1.5 Hz.y en 7.81 ppm como una sefial doble pa@acbh
3J = 1.5 Hz. En la regién alifatica se observa urfeakeimple en 3.92 ppm para H-13, que

corresponde al grupo metilo del éster.
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Figura 4.9 Espectros dé&H para los dendrimesal6, 17y 18.

H-11

H-4
2

1

H-6
o
H-2
H

53



Discusicn de Resultados

La reduccién del grupo éster para la obtencionlde(Figura 4.9) se confirm6 con la
desaparicion de la sefial para el grupo carbondelymetilo en RMN, observandose solo la
seflal para H-12 en 4.48 ppm, correspondiente alonealace CHOH. Finalmente, la
halogenacion del compuest@, para obtenel8 fue confirmada por la sefial del enlace,CH
Cl en el espectro de RMN dé&C en 45.8 (C-12) indicando un desplazamiento aiércias
bajas debido a un efecto de proteccion al ser alnCaitomo menos electronegativo que el
oxigeno. El desplazamiento del resto de las sefsdemantiene constante con las de su

precursor (Tabla 4.2).

Los espectros de masas de alta resolucion fuertemidbs utilizando la metodologia ESI-
TOF para los compuestdss y 17 que mostraron el [M+N&](m/z) = 1153.3315 (calc.
1153.3317) pard6y paral7 [M+Na]" (m/z) = 929.3720 (calc. 929.372), mientras quel@or
técnica de MALDI TOF se encontrd el ion moleculargd8 [M+H]* (m/z) = 1050.1887 (calc
1051.1194).

El dendrimero G3 con 16 grupos hidroxilo en lafpea (19) se obtuvo como un sélido
insoluble en metanol y acetato de etilo y con bajabilidad en DMSO y DMF, que se aislo
de la mezcla de reaccion. La formacion del compusstcorrobora facilmente por la relacion
de los valores de integracién en el espectro de RMKFigura 4.10). Un ejemplo ilustrativo
se observa en las sefales de la region aromatiadgsaprotones de los anillos que forman las
generaciones en donde para el anillo de la tegararacion se observan dos sefiales en 7.17
y 6.93 ppm para H-16 y H-14 con el triple de intéad en relacidon al anillo aromético de la

primera generacion.

Asi mismo, en la region alifatica se pueden obseres sefiales correspondientes a los
tres enlaces CHO- de las diferentes generaciones en el dendrirearb.21 ppm se encuentra
H-7 de la primera generacién la cual es la evidgedeique se llevo a cabo el acoplamiento de
la dendrona, en 5.10 ppm la sefial para H-12 dedarsla generacion y en 4.55 ppm la sefial
para H-17 del enlace GHDH con el triple de intensidad comparada con H7dadprimera

capa.
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Figura 4.10. Espectro de RMN d# para el dendrimero GI®.

4.3.2.2 Determinacion estructural por difraccionralgos-X de los compuest@8y 15.

De los intermediarios de sintesis de los dendrisneom nucleo de tetrametiled8 y 15
se lograron obtener cristales adecuados para disiar@or difraccion de rayos-X. Ambos
compuestos, cristalizaron por evaporacion lentacbeuro de metileno a temperatura
ambiente, en el sistema monoclinico con grupo éslp@2;/c y con dos moléculas por unidad

asimétrica.

Del andlisis de la estructura se puede observar ejueompuestol3 adopta una
conformacion plana (Figura 24) con los carbonileslals grupos ésteres en la periferia,
mientras que el compuestd muestra cada bromo en posicemti-clinal con respecto a otro
con una longitud del enlac@-Br de1.967 (10) A y el angulo formado entre los atoiG@s—
C6—Br es de 110.7° (6), de esta forma se reducepeldimento estérico (Figura 4.11).
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Figura 4.11Estructura de rayos-X para los compue&®6zq) y 15(der).

La estructura supramolecular del compuds3pmuestra que las moléculas se asocian a
través de interaccionespor medio de desplazamientos paralelos, con wtandia del C7-
O1---centroide 1 (C1) de 3.730(2) A, con un andal@0.70(13) °, asi como el apilamiento
7 cara a cara entre anillos bencénicos con unandist entre el centroide 1 (C1) y el
centroide 2 (C2) de 4.29 A (Figura 4.12).

Figura 4.12La estructura cristalina d& muestra el apilamienta-x a lo largo del eje “a” con cédigo
de simetria: 1+x, y, z y para el enlace de hidrédér= 1-x, -1/2+y, 1/2-z y (ii) = 2-x,1/2+y,1/2-
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En el analisis de la estructura del cristal lese observan dos enlaces de hidrégeno
intermoleculares no-clasicos (Tabla 4.2) por leratcion de C2-H2B---02dd..co2=
3.442(3) Al and C10-H10A---O4 {...ci10= 3.375(4) A], considerados como enlaces de

hidrégeno débiles de acuerdo con lo reportado f®n& y Desiraji>*®

Tabla 4.2 Geometria de Enlaces de hidrogeno Intermolecu(&ed del compuestads.

D-H-A DH H-A D+-A D-H-A

C2-H2B-02  0.95(2) 2.59(2) 3.442(3) 150.8(18)
C10-H10A-0O4 0.91(3) 2.48(3) 3.375(4) 170.0(3)

Una examinacion detallada de la estructura supesular del compuestib revela que el
empaquetamiento cristalino esta dirigido por lanatcion fuerte Br---Br con distancia de
enlace de 3.6767(17) A y el angulo formado de P6&& como por las interacciones @H-
formadas por C11-H11A. - -centroide 2 con una digtate 3.518(10) A y el angulo formado
por esos atomos es de 191°, con cdédigo de simdisi4b] = x,-1+y,z, que refuerza la

estructura columnar a lo largo del eje “b”(Figura3).

Figura 4.13Empaguetamiento del compueif las lineas punteadas indican la interaccionBBr
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4.3.2.4 Sintesis y caracterizacion de los conjugadteroidales dendriméricos G1y G2
con nucleo de tetrametileno derivados del-&finilestradiol 20, 22) y del 1&-estradiol
(21, 23

Los conjugados esteroidales dendriméricos de paigeneracion (G1J0y 21 con cuatro
unidades esteroidales en la periferia, fueron tnaidos por substitucion nucleofilica del
compuesto tetrabromadtb con el grupo hidroxilo localizado en la posiciond8 ambos
estrogenos aromaticos (ieétinilestradiol y 1d@-estradiol), en presencia de®0; y FTBA en
acetonitrilo, obteniéndose para ambos casos udosainarillo claro, en rendimientos del 74 y

80 %, respectivamente (Esquema 4.5).

Siguiendo el mismo procedimiento de reaccion, séiz@ la sintesis de los conjugados
dendriméricos esteroidales de segunda gener2@§?23 (Esquema 4.5) con ocho unidades
de 1a-etinilestradiol o ld-estradiol. EI compuesto final se pudo separaradenézcla de
reaccion filtrando el sélido formado y haciendoaddes con agua, obteniéndose un solido
amarillo tenue con un rendimiento del 75 y el 89e¢4pectivamente, lo cual representa un

incremento en el rendimiento al eliminar pasosut#ipacion por cromatografia en columna.

Los conjugados dendriméricos G1 y G2 derivadosldeletinilestradiol y ld-estradiol
son compuestos solubles en una variedad de digetsenganicos como cloroformo, cloruro
de metileno, acetato de etilo, dimetilsulfoxidandtil formamida, acetona, tetrahidrofurano y
en menor cantidad en metanol y etanol. La solwddlide los compuestos sintetizados es

determinada por los grupos funcionales terminalesggneracion del dendrimero.
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Esquema 4.5Ruta sintética para la obtencién de los conjugaeéosliriméricos esteroidales G1 y G2.
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Es importante notar que cuando se lleva a caboopl@amiento con los esteroides, para la
obtencion de los conjugados de @0,y 21, la sefial del proton H-7 (4.42 ppm) €6 (CH,-
Br) se desplaza a 4.98 ppm (£6) debido a la formacion del conjugado esteroifiilgura
4.14). En el espectro déC el C-7 del5 (CH,-Br) se encuentra en 32.9 ppm y cuando se

forma el conjugad@0y 21 la sefial para C-7 se desplaza a 69.9 ppm.

En el espectro diH para ambos conjugados esteroidales G1, tambipnesten observar
cinco sefiales en la regidbn aromatica, tres de elmesponden al anillo aromatico del
esteroid®®® y dos méas para el anillo aromético del dendrimgue forman la primera

generacion H-6 y H-4 como una sefial ancha en 78083/ppm, respectivamente.

La caracterizacion de los conjugados &2y 23 se realiz6 por comparacion de los
espectros de RMN d&i y **C con sus precursores. El espectro de RMRHIgFigura 4.14)
muestra las sefiales correspondientes al anillo @iwonde los esteroides para ambos
conjugado22 y 23 sin mostrar cambio significativos en sus desplazatos. En la region
aromética se observan las sefales de los anibmsaticos que forman la primera y segunda
generaciéon del dendrimero en 7.06 y 7.05, parayH-4#6 del anillo que forma la primera

generacion y en 6.99 y 6.93 para H-9 y H-11 paemio de la segunda generacion.

De forma similar, se llevd a cabo la caracterizaaél conjugado esteroidal derivado
del 17-estradiol,observandose en el espectos veinticinco carbonos diferentes que se
esperaban, de los cuales, los tres carbonos condigptes al anillo aroméatico del esteroide

coinciden con el compues?® asi como el fragmento del dendrimero.
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Figura 4.14Espectro de RMN dtH del conjugado esteroidal dendrimerico ZRly G222 con
nucleo de tetrametileno derivados dedEfinilestradiol.

Los espectros de masas de alta resolucion confirmiar obtencion de los conjugados
esteroidales G1 y G2 utilizando la técnica APCI-Taa los compuest@) y 21, mostrando
[M+Na]® (m/z) = 1497.8284 (calc. 1497.8309) y [M+Na]m/z) = 1401.8315 (calc.
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1401.8304), respectivamente. Por la técnica de MIALDF se observd [M+Na+N§" (m/2)
= 3171.7646 (calc. 3171.7355) paa

4.3.2.4 Sintesis y caracterizacion de los denddsn2b y 26 con nucleo bencénico

trisustituido.

La sintesis de la segunda familia de dendrimereggpados en este trabajo comenzo con
el acoplamiento del 1,3,5-trilboromometil)benceno does unidades de repeticid@) en
presencia de carbonato de potasio, obteniéndasergduest®5 como un solido blanco en un
rendimiento del 46 %. A continuacién se llevé accabcambio de grupo funcional con S@CI
en cloruro de metileno anhidro obteniendo el denelrd con seis cloros en la perife@en

un rendimiento del 38 % (Esquema 4.6).

HO cl

fé "o f& cl
HO 0N cl o
_ 6 N\ \ B
Br N CBr \/w \O/d &\\ o
%J KaC O3 FFTBA OH Py _ o
O'/J

SOCly/
—_——— ‘
CH,Cl (anh) o

Acetona
Br 25 2%
24
HO on o cl

Esquema 4.6Sintesis de los dendrimer2sy 26 con nucleo bencénico trisustituido.

El espectro de RMN déH para el dendrimer@5 (Figura 4.15)muestra en la regién
aromaética tres sefales, de las cuales, una con@s@ protén del nicleo @45 ppm como
sefial simple y dos mas para los protones de ladmd ramificaciéon en 6.90 y 6.88 ppm para
H-7 y H-5. Finalmente, la sefial en 5.07 ppm (H-8) @H-O confirma la formacién del
dendrimero. El cambio de grupo funcional para ktion de26 se confirmo por la sefal del
C-8 la cual se desplazé a frecuencias bajas (485 C-8) con respecto2s (63.71 ppm, C-
8). El resto de las sefales para el nucleo y ldaghile ramificacidbn permanecen constantes.
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Figura 4.15Espectros de RMN d#&l para los dendrimer@sy 26.

4.3.2.5 Sintesis de los conjugados esteroidaleslridegricos con nucleo bencénico
trisustituido de GO y G1 derivados deld&tinilestradio y 1d-estradiol.

Conforme a lo planteado en este trabajo se reddizintesis de la segunda familia de
conjugados esteroidales dendriméricos de gener@cf{Bresteroides) y primera generacion (6

esteroides) con nucleo bencénico trisustituido.

En el Esquema 4.B8e muestra lasintesis de los conjugados, que consisti6 en el
acoplamiento de los esteroides antes mencionadbs,&Htris(bromometil) bencen@4) en

presencia de ¥CO; y FTBA en acetonitrilo. Al término de la reaccide filtrd el soélido

63



Discusicn de Resultados

precipitado y se lavé con cloruro de metileno. 8aperaron los disolventes a sequedad
obteniendo a27 y 28 como solidos de color beige en un rendimiento @ly 92 %,

respectivamente.

Los conjugados esteroidales dendriméricos G1 carleaudbencénico trisustituido, se
obtuvieron del acoplamiento entre el dendrim28o/ seis unidades de d-&tinilestradiol y
170-estradiol en presencia de®0O; y FTBA en acetonitrilo. Los conjugad@® y 30 se
aislaron en un rendimiento del 89 y 88 %, respantente (Esquema 4.7

6.3.4.4 Caracterizacion espectroscopica de losugadps dendriméricos con nucleo
bencénico trisustituido GO y G1.

Teniendo en cuenta la asignacion de los conjugagkisroidales con nucleo de
tetrametileno antes mencionados, se llevd a caboatacterizaciéon de los conjugados
esteroidales de G027, 28) y G1 @9, 30), notando en todos los casos las sefiales
caracteristicas ya descritas para los esteroidpeantia, variando solo la sefial para el nucleo
H-1 en 7.5 ppm del anillo bencénico trisustituido.
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Esquema 4.7Sintesis de los conjugados esteroidales denddos6G0 y G1 con nucleo

bencénico trisustituido.
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El incremento de generacion se determind por léidasthde metilenos observados en los
espectros de RMN diH y *C, mediante la integral de las sefiales y los desplEntos

quimicos para los diferentes conjugados.

Se confirmd entonces que en el conjugado G1 sabbserva una sefal para el proton del
metileno H-3 en 5.04 ppm mientras que para el gaga G2 se observan dos sefales
correspondientes a los protones de los metilenedaqman las dos generaciones H-3 y H-8
en 5.09 y 4.90 ppm con el doble de intensidad (BigLuL6).

H-18'

H-2¢'

‘ ‘ : : : : -—Y————————————
75 0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 {ppm}

Figura 4.16 Espectros de RMN d#l de los conjugados esteroidales dendriméricos2@0y(G1 @9)
derivados del ld-etinilestradiol.
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4.3.3 Evaluacion in vitro de los conjugados esteroidales dendriméricos como

anticancerigenos.

Los dendrimeros, gracias a la capacidad de uniéculas en los grupos funcionales de la
periferia, se convierten en dispositivos con unemidad de funciones. Asi los dendrimeros
son disefiados no solo para contener un farmaccaangrigeno, si no que también moléculas
gue permitan el reconocimiento de células cancsresatapas tempranas, o la identificacion

de cambios celulares como la sobreexpresion de &iido o de receptores especificos.

Considerando la actividad citotoxica descrita palrd 7u-estradiol en el tratamiento de
cancer, se evaluaron los diferentes conjugadosrideéricos derivados del sifetinilestradiol
y del 1&-estradiol frente a tres lineas celulares canceafgjdeucemia cronica linfoblastica T
(CEM), adenocarcinoma de seno (MCF-7) y adenocarcinmenacal (HeLa). Como control

se utilizé la linea celular de linfoblastos epitds BJ).

Evaluacién de citotoxicidad celular mediante el eray/o de calceina AM

Los estudios de viabilidad celular se llevaron laocatilizando el kit comercial Calceina-
AM (Molecular Probel Este procedimiento permite la identificacion lde células vivas
cuando estas son incubadas en presencia de laneatoedificada. Esto es debido a que la
calceina-AM que tiene suprimida su capacidad flemerte, puede ser recuperada tras su
metabolizacion intracelular, lo cual sélo puedeesiec cuando las células estan vivas. Este
proceso promueve una fuerte emision de fluoresaermide, de tal manera que la actividad
anticancerigena del compuesto evaluado es inverdgampeoporcional a la intensidad de la

fluorescencia emitida al interior de las células

Los conjugados esteroidales dendrimérie06s23 y 27-30 fueron disueltos en DMF y
afladidos a los cultivos celulares. De acuerdo@gaiimiento usual se obtuvo lasiGTabla
4.3) que es el indicador de la concentracion autd el 50 % de las células mueren. Cabe
sefialar que los conjugados de primera generaciénnéaleo de tetrametilen20 y 21

presentaron buena actividad citotoxica (menoresS@eM) frente a la lineaCEM. En
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contraste con los precursores esteroidales y deadride partida, los conjugad2@y 21 son
buenos candidatos para ser evaluadosvo (en animales de laboratorio) ya que se requieren
valores de Ig menores a 1nM. El conjugado22 presenta buena actividad frente a la linea
HelLa sin embargo no es selectivo, ya que tambiésepta actividad frente CEM y MCF-7

afectando las células control.

Tabla 4.3 ICsp de compuestos esteroidales evaluados frente a limeas celulares

cancerigenas.

Compuesto Lineas celulares
(umol/l) CEM MCF7 Hela BJ
EE 19.1+1.7 >50 1.4+0.1 >50
oE 22.615.1 >50 14.8+1.1 >50
T Dendrimero G1 14 >50 >50 >50 >50
N TE Conjugado
g i Esteroidal 20 5.6/3.5+1.3 >50/>50 >50 >50/>50
E Y Gl 21 2521502 >50/>50  >50  >50/>50
° 1 Dendrimero G2 17 >50 >50 >50  3.3%1.2
:; Conjugado
g esteroidal 22 26.8+4.6 34.6x4.9 5.540.1 5.1+1.3
G2 23 >50 >50 >50 >50
B Dendrimero
N I\El 25 >50 >50 >50 >50
U c
E ’5 Conjugado 27 >50 >50 35.6x£1.7 21.3
s Gl 28 >50 >50 >50 25.9
© Conjugado 29 >50 >50 27.545.1 22.1
G2 30 >50 >50 >50 28.4

& Las células fueron tratadas por 72 h con los gajus. Los experimentos se realizaron por tripticad
usando 1d-etinilestradiol (EE), 1d-estradiol ¢E), 14, 17 y 25 como control frente a tres lineas
celulares cancerigenas: leucemia crénica linfolost (CEM), adenocarcinoma de seno (MCF-7) y

adenocarcinoma cervical (HelLa), y la linea celdiatinfoblastos epiteliale8() como control.
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Es importante mencionar que la actividad anticdgeaa mostrada por los conjuga@@s
y 21 es selectiva al no ejercer ningun efecto toxidwesdas células epitelialeBJ) control en
concentraciones mayores a @@ (Tabla 4.3). Esta actividad se incrementa cuaselforma
el conjugado esteroidal en comparacion con el@sede partida.

Al comparar los resultados de las dos familias @gugados esteroidales con diferentes
ndcleos (Tabla 4.3), se puede notar la influeneiaak factores en la actividad citotoxica: el
efecto del nacleo y el efecto dendrimérico. Enrghpr caso se observa que los conjugados
GO y G1 con nucleo bencénico no presentan activittatbxica frente a CEM, en contraste
con los conjugados con nucleo de tetrametileno.

De esto se puede concluir que existe una influetheiianticleo en la actividad citotoxica,
ya que a pesar de tener la misma unidad esterodse tiene el mismo efecto bioldgico en los
derivados con nucleo de tetrametileno y bencétisto se debe a que al tener un nicleo mas
pequefio el dendrimero tiende a formar estructutaBulpres compactas, y con mayor
impedimento estérico para interactuar con la célda otro lado, el nucleo de tetrametileno

favorece la obtencion de estructuras menos impedist&ricamente.

En contraste con lo esperado, al incrementar largeidn del dendrimero y tener mayor
carga esteroidal en la periferia, la actividadtoiteca se pierde2R y 23) debido a que la
estructura del conjugado G2 tiende a adoptar umaafanas globular y por lo tanto mas
impedida, lo que genera menor contacto con la&élul

Analisis conformacional de los conjugados esteroitks dendriméricos

Con la finalidad de estudiar el efecto del nucletepdrimérico en la actividad citotoxica
de ambas familias de conjugados esteroidales,atigdain analisis conformacional en agua
utilizando el algoritmo de Monte-Carlo en Spart@n Para el andlisis se hicieron cambios al
azar en los angulos de torsion, respetando laeesfeimica del esteroide durante la busqueda.

Los conférmeros de energia minima28e23 y 27-30se optimizaron en el nivel AM1%
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Del andlisis conformacional se lograron obtenergemé&s del arreglo 3D de todos los
conjugados, en donde se puede observar que patanglgado G121 con nuacleo de
tetrametileno derivado del d+stradiol los esteroides se encuentran mas expuest
comparacion a los de GZB. Esto se debe a que al incrementarse la generdogmnillos
aromaticos del esteroide interactian a través dieng@ipnton-n formando una estructura mas
compacta y globular en la cual el sitio de recomiento del esteroide (OH-C17’) queda mas

impedido para la interaccion con los receptoresiaeds (Figura 4.17).

Este comportamiento también se observo para Igsigaos20 y 22 derivados del 1o-
etinilestradiol.

Figura 4.17 Estructura 3D de los conjugados esteroidales @madco21 (a) y23 (b) con nucleo
de tetrametileno derivados deldt&stradiol.
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Con respecto al analisis de los conjugados corealm#ncénico trisustituido se determind
gue el conjugado GBP8, en donde se tienen solo tres unidades esteroidalés periferia, la
estructura al ser mas pequefia favorece la int@raegitre el anillo aromatico del esteroide y
el anillo del nucleo, adoptando una forma globufads impedida estéricamente en
comparacion con el conjugado (Figura 4.18)y con los conjugados de nucleo de
tetrametileno.

De estos resultados podemos concluir que las difere estructurales en el dendrimero
(tipo de nucleo o ramificacion) influyen en la actad citotdéxica. En particular, al tener
estructuras mas compactas o globulares, la adiivietoxica disminuye debido a que el sitio
de reconocimiento en los esteroides (OH-C17’) smiemira mas impedido para interactuar

con los receptores celulares.

Figura 4.18 Estructura 3D de los conjugados esteroidales deédrcos28y 30 con nicleo
aromético trisustituido derivados delot@stradiol.

Actividad de la caspasa 3/7

La funcién de la caspasa 3 es romper e inactivaoliADP-ribosapolimerasa (PARP) que
es la enzima involucrada en la reparacion del Apridyocando un incremento en el dafio del
ADN, seguido por la fragmentacion a través de aoaritrolada actividad de la endonucleasa

lo que provoca apoptosi®'®Una vez que se establecié que los conjugatiby 21
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presentan buena actividad citotoxica se determiefeeto de la actividad de las caspasa 3y 7
(3/7) en células CEM usando un substrato fluoraggrmc-DEVD-AMC y un inhibidor de la
caspasa 3/7 (Ac-DEVD-CHO).

Las células fueron tratadas con diferentes commentres de los conjugados excediendo
su valor 1Gp tomando entonces 5, 25 y 50 uM durante 24 h. kssltados de esta prueba
muestran que el conjuga@d derivado del 1d-estradiol incrementa 4.3 veces la actividad de
la caspasa 3/7 después de 24 h a concentracion2s d& y 50 uM comparadas con el
control. Por otra parte el conjugagdsolo induce 2.5 veces la actividad de la caspaspues

de 24 h a mayores concentraciones (Figura 4.19).
20
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Figura 4.19Actividad de la caspasa de los conjuga2@g 21 en células CEM
Western Blot

El analisis de Western Blot es usado para deteatabios en la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis. La linea celularledeemia CEM fue tratada con los
conjugados esteroidal@® y 21 durante 24 h en concentraciones de 5, 25 y 50Q@dvho se
muestra en la Figura 4.20, a 25 y|8@ los conjugados dan lugar a un aumento en laidativ
de la caspasa 3 lo cual induce el bloqueo de iadad de la proteina PARP que se encuentra

en el nucleo celular y tiene como funcion el detect reparar los dafios en el ADN,
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correlacionado mediante la disminucién de los eiwelle procaspasa 3. Asi, también se
observo la expresion de una proteina supresoraréipe3 en las células CEM. La expresion
de las proteinas p53 y Mdm2 se incrementé fuerttandespués del tratamiento con 25 uM
de 21, sin embargo a 50 uM disminuy0 la expresion deptageinas. Para ambos conjugados
(20y 21) en 50 uM, después de 24 h se observa una disidimen la expresion de proteinas

antiapoptéticas Mcl-1 y Bcl-2, lo que indica el denro de la apoptosis.

Como se informé anteriormente, Mcl-1 es necesaaen pa viabilidad celular y su
disminucion podria ser la causa de la muerte celata células CEM. Esta proteina
antiapoptoética Mcl-1 tiene un papel crucial endgulacion de la apoptosis de las células T.
Cabe mencionar que la apoptosis esta mediada pamtilzacion de la cascada de caspasas
bloqueando la activacion de la proteina PARP, ke da como resultado la degradacion del

ADN vy la muerte apoptotica.

Finalmente, el incremento observado en la expred@éra caspasa 3/7 (Figura 4.20) en
conjunto con los datos de fragmentacion del ADNg@Fa 4.19) confirman que ambos
conjugados esteroidales dendriméricos de primerargeion son capaces de inducir apoptosis
en las células cancerosas de leucemia (CEM) incrgmeose la actividad citotoxica

comparada con los esteroides y el dendrimero diel@antes de su conjugacion.

20 21

0 5 25 50 5 25 50 M
- el - e 53
- AR SS EEss s Mdm2

-~ — Mcl-1

— e ey e e - Bcl-2

S

S S S e S == @ procaspase 3

— e aEbaE

Figura 4.20Analisis de Western Blot d20y 21.
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En resumen, con los resultados de la actividadcamterigena de los conjugados
esteroidales dendriméricos G1 sintetizados se puedeponer como una nueva clase de

compuestos prometedora en el tratamiento contraneler.
4.4 Dendrimeros hibridos tipo Fréchet-PAMAM como mcelas unimoleculares.

4.4.1 Sintesis y caracterizacion de los dendrimkitmsdos tipo Fréchet-PAMANMBG6 y
37

Con la finalidad de sintetizar micelas unimolecedara partir de los dendrimeros
esteroidales previamente obtenidos se realizé ftess$ de dendrimeros hibridos por la
combinaciéon de fragmentos tipo Fréchet-PAMAM unido® unidades de triazol como
micelas unimoleculares. La sintesis partié de terdén de las ramificaciones tipo PAMAM
mediante la adicion de Michael del 3-amino propdBd) al acrilato de terbutilo. Los grupos
tert-butil éster terminales se hidrolizaron para ohbteée€idos carboxilicos como grupos
terminales no téxicos, para da8;°® posteriormente el punto focal -OH fue transformatio
grupo ioduro conylen presencia de imidazol y4Ph

Finalmente se preparé la azidd con NaN en DMF a 70°C (Esquema 4.8) para poder

llevar a cabo la formacion del anillo de triazoldiamte una reaccién de cicloadicién

\/U\O/\ O. _O PhsP, Imidazol, I, 0._0

32 CH,Cly, 1h, rt
HaN_~_ OH - @ @ @ 0.
31 MeOH XO\(\/N _~_OH ;ro\"/\/N N
O a3 °© 34
NaN3
DMF, 20h, 70°C
O\i)
O\H/\/N o~ Ns

Esquema 4.8Sintesis de la dendro3& con grupo azida como punto focal.
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Teniendo en cuenta las caracteristicas de las asiaghimoleculares, se sintetizé una
micela dendrimérica con tres elementos importanjesn nucleo lipofilico que puede ser
ampliado progresivamente favoreciendo la encapgulate moléculas lipofilicas, ii) tener al
170-etinilestradiol como enlazador, ya que puede pranta afinidad hacia otros compuestos
esteroidales (sitio de reconocimiento), y iii) tige superficie hidrofilica PAMAM con &cidos
carboxilicos como grupos terminales. Efectivamemds, dendrimeros con componentes
anionicos han demostrado ser menos toxicos y méeawliticos que sus contrapartes
cationicost®®*%"1% os grupos terminales carboxilicos fueron sometiaina reaccion acido-

base con NaOH para producir los correspondientbexiatos.

Una vez obtenida la dendror® se llevo a cabo el acoplamiento con el conjugado
esteroidal27 con tres unidades de d-@tinilestradiol como nucleo lipofilico, medianta |
reaccion de cicloadicion entre los grupos alquiabesteroide y la azida de la dendrona tipo
PAMAM de generacion 0.5 con grupos terminales é@Equema 4.9). Se siguieron las
condiciones de reaccién establecidas por Shad,8.@bteniendo 87 en rendimiento del 77
%. Una vez que se logré el acoplamiento, los grugster se hidrolizaron en &cido
trifluoroacético obteniéndose la micela dendringdon grupos carboxilicos terminal&3)(

El dendrimero hibrido resultante fue completamesaieble en soluciones buffer de pH 7.0,
7.4,y 8.0.

Estos dendrimeros pueden ser de gran aplicaciorel emansporte de compuestos

bioactivos como farmacos en donde se protegen geolsta degradacion en el organismo

liberandose por cambios de pH.
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Esquema 4.9Sintesis de la micela unimolecuft.
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La formacion de la micela dendrimérica fue confidaapor la comparacion de los

espectros de RMN d#i del dendrimero esteroid2¥ con el espectro d&6. En el espectro de

'H de36 se puede notar la ausencia del protén en 2.61gopraspondiente al grupo alquino

en su precursd7y en7.63 (H-20") ppm aparece una nueva sefial que coradh formacion

del triazol. En el espectro del las sefiales correspondientes a la dendrona ApoARI se

traslapan con las sefiales correspondientes al émstgmesteroidal. Adicionalmente en el

espectro de RMN d¥C (Figura 4.21) las sefiales correspondientes a (G179’ y C-20’ se

desplazan debido al nuevo ambiente quimico partadcion del triazol.

H-28'

H-18'

H-3
H-24'

H-21"

T T T T T T T T T T
5 4.4 i5 10 25 20 1.5 10 05
1 {ppr)

Figura 4.21 Espectro de RMN d&H del dendrimero hibrido Frechet-PAMABSG
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4.5 Dendrimeros tipo fenilalil éter (APE) de primer (47) y segunda (49) generacion

con nucleo de fluoroglucinol.

En esta parte del trabajo, se describe la sinflesisuevos dendrimeros tipo fenilalil éter
con fluoroglucinol como nadcleo y al 3,5-dialiloxitl alcohol como unidad de ramificacion
funcionalizados en la periferia con seis grupdsslpara la primera generacion y doce para la
segunda por medio de ambos métodos (divergenteweogente). Los grupos alilo son utiles
para incorporar carboranos en la periferia, misngrge la eliminacion selectiva de los mismos
nos permite continuar el crecimiento del dendrimBe esta forma, se pudieron comparar las
dos rutas sintéticas y establecer el mejor métaglesidtesis para la obtencion de dicho

dendrimero.

4.5.1 Sintesis de la unidad de ramificacl@y de la dendrond4

Para la obtencion tanto de la unidad de ramifica@@)*°

como de la dendrona G24)
(Esquema 4.10), se partio del acido 3,5-dihidraxdidéco 38) para su posterior esterificacion
con HSO, en metanol obteniéndose el compue88).(La proteccion de los grupos hidroxilo
con bromuro de alilo en acetor#), reduccion del grupo éstetl] y la sustitucion por cloro

condujo a la unidad de ramificaci®#2] como una miel ambar.

La sintesis de la dendrona de segunda generad®ff 6e llevé a cabo mediante la
sustitucion nucleofilica de dos equivalentes dehmoestds con el 3,5 dihidroxibencilalcohol
en acetona. La obtencion de dichos compuestosrsaood con los datos de RMN descritos

en la literaturd® 11°
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Esquema 4.1(Bintesis de la unidad de ramificacéily de la dendrona de segunda generadiicon

grupos alilo en la periferia.

4.5.2 Sintesis y caracterizacion de los dendrimeraslfenil éter 47 y 48

Una vez obtenidas la unidad de ramificackhy la dendronad4 se llevd a cabo la
preparacion del dendrimero de segunda generacidlame grupos alilo en la periferid9j
mediante el método divergente (Esquema 4.11). iglgorpaso de la sintesis consistié en el
acoplamiento al fluoroglucinol4p) como ndcleo, con tres equivalentes de la unidad d
ramificacion @2) en DMF/THF para obtener el dendrimero G1 con aldiss en la periferia

(47) como un aceite color ambar en un rendimient®aélo.

Cabe mencionar que esta reaccién se llevo a cadddezantes disolventes como acetona
y acetonitrilo, sin embargo, bajo estas condiciodesreaccion se obtenian subproductos
derivados de sustituciones incompletas aun en tisrdp reaccion muy largos, encontrando la

mezcla de DMF/THF como Optima para la sintesisicleod compuestos.
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Posteriormente, para continuar con el crecimiensd dendrimero siguiendo la
metodologia divergente, se llevd a cabo la remodéfos grupos alilo del compuegtd con
Pd(OAc) en EtOH, obteniendo al compuest8, con hidroxilos como grupos terminales
(Esquema 4.11). Cabe mencionar gl se utilizo directamente en el siguiente paso de
acoplamiento, debido a que no fue posible purificaisando soportes como silica gel y
florisil ya que el compuesto se retiene. Finalmeet@endrimero de segunda generacion con
doce alilos 49), se obtuvo por el acoplamiento d2 sobre48 empleando una mezcla de
DMF: THF como disolvente. EI compuesAd se purificé mediante cromatografia en placa
preparativa, usando hexano:acetato de etilo (70B)ocfase movil, obteniéndose en un

rendimiento del 30 %.

Por otro lado, con la metodologia convergenteirtesis consistié en el acoplamiento de
tres equivalentes de la dendrona432al nucleo45 en acetona y fluoruro de tetrabutilamonio
(FTBA) como catalizador para dar el compued® con un rendimiento del 40 %. Es
importante resaltar que al comparar las dos rutdétisas para la obtencion del compuesto
49, el método convergente ofrece mayores ventajasuanto al método de purificacion, ya
gue el producto final se aislé facilmente, debida diferencia en los pesos moleculares de los
subproductos que se forman en el transcurso dedasiones y de este modo se incrementd
un 10 % el rendimiento final. En el Esquema 19 ié@mke muestra la ruta de sintesis para la

obtencién del compuest®™* modificando la ruta reportada para dicho compuesto
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Esquema 4.11Ruta sintética divergente y convergente paratenadn del dendrimero G29)

con 12 alilos en la periferia.
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Caracterizacion espectroscopica de los dendrinfendglil éter47y 49,

La formacion de los compuestos en cada etapa deidease corrobord por varias
técnicas espectroscopicas identificando los praiegpcambios en los grupos funcionales en

cada paso de reaccion.

Una de las caracteristicas principales de los dieedos es que pueden presentar un alto
grado de simetria, lo cual representa una ventajaraaracterizados por la técnica de RMN
debido a la obtencion de espectros sencillos dgnasi En la Tabla 4.4 se presenta el
comparativo en los desplazamientos quimicos’tdeand *C para los dendrimeros de
generacion 1, 1.5 y 27, 48y 49) que parten de un nucleo trivalente, presentamdejel de
rotacionCs y tres planos verticales) de simetria por lo que se observa solo un teteita

molécula.

En el espectro de RMN d# para el dendrimero G47 con seis grupos alilos en la
periferia (Figura 4.22), se observan ocho tipopmi¢ones diferentes. En la region aromatica
se encuentran tres sefales, en 6.59 y 6.46 ppmspondientes al proton H-5 y H-7, como
una sefial doble y una triple respectivamente, cad & 2.2 Hz, debido al acoplamiento entre
ambos protones, y en 6.24 ppm una sefal simplegb@r@ton H-1 correspondiente al protdn
del nucleo. Asi mismo, se observan las sefialestesisticas para los cuatro protones del
fragmento alilico, donde el protén H-9 aparece coma sefial ddt en 6.05 ppm, ctans =
17.2,3Js = 10.5 y3J = 5.3 Hz, los protones H-10a y H-10b como sefidlesn 5.29 (H-10a)
con3Jis = 10.5 y2) = 1.3 Hz, y 5.42 ppm COtyans = 17.2 y2J = 1.3 Hz, y el protén H-8
como un dt en 4.52 ppm cdd = 5.3 Hz, finalmente la sefial simple en 4.92 plagual
demuestra la formacion del enlace 8Pl del acoplamiento entre la unidad de ramificadidn

con el nuclealb.

El paso siguiente de la reaccion consistio en leimhcion de los grupos alilo,
observandose en el espectro‘depara el compuest#8 (Figura 4.22) solo cuatro sefiales, lo
cual corrobora la pérdida del fragmento alilicolféa4.4) y un corrimiento de las sefiales a

frecuencias bajas de los protones H-7 y H-5 copelts a las observadas para el compuesto
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de partida. Para el dendrimero @2con doce alilos en la periferia (Figura 4.22) bsesvan
diez sefales, de las cuales cinco se encuentrém regién aromatica, y corresponden a los

protones de los anillos
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H-10b

H-7

66 65 64 63 6 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 S0 49 48 47 48 45
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Figura 4.22 Espectros de RMN d#l para los dendrimere, 48y 49.
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aromaticos que forman la primera generacion H-5% éh 6.66 y 6.54 ppm respectivamente
y en 6.58 y 6.44 ppm los protones H-10 como unalsddble y H-12 como una sefial triple
conJ = 2.2 que forman la segunda generacién del deedoinha sefial en 4.95 ppm para H-8
corrobora la formacién del nuevo enlace €8 debido la sustitucion nucleofilica del protdn

fendlico del dendrimero (A7 y la unidad de repeticiof?.

Tabla 4.4 Comparativo en los desplazamientos quimiedsdé *H (500 MHz) y**C (125
MHz) de los dendrimero&7, 48y 49.
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Compuesto 47 48 49
Posicién H(*C) H(*C) H(*C)
1 6.24(90.0) 6.23(94.9) 6.25(94.9)
3 4.92(70.0) 4.92(71.3) 4.93(70.0)
5 6.59(106.2) 6.44(106.0) 6.66(106.5
7 6.46(101.4) 6.31(102.2) 6.54(101.7)
8 4.52(68.9) 4.95(70.0)
9 6.05(133.2) (139.1)
10 10a 5.29 (117.8) 6.58(106.2)
10b 5.42
12 6.44(101.4)
13 4.50(68.9)
14 6.03(133.1)
15 15a 5.27 (117.9)

15b 5.40

84



Discusicn de Resultados

La espectroscopia UV-vis ha sido empleada parallealel nimero de unidades terminales
y corroborar el nivel de funcionalizacién y caraiz@cion para metalodendrimer8sLa
interaccion entre las unidades periféricas en ustauctura dendritica es relativamente
pequeiia en el estado basal, de modo que cada upigede ser excitada de forma
independiente y el espectro de absorcion del dmedoi seré el resultado de la suma de las
unidades periféricas, dando lugar a la ampliaciéod efectos*? De tal manera, es posible
correlacionar el numero de grupos unidos en ldgr&ipor su respuesta de emisién, incluso

aun si estos grupos tienen una emision de fluonesceébil.

Los espectros de absorcion y emision para el nudeofluoroglucinol 45), y los
compuestosi6, 47 y 49 se determinaron empleando una concentracién del@°xM en
acetonitrilo y los datos obtenidos se resumen ehalda 4.5.A excepcion del ndcleo, los
compuestog6, 47 y 49 muestran una banda de absorcion fuerte en elaitede 268 y 278
nm debido al cromoéforo fendlico, y la intensidad ldeabsorcion incrementa conforme

aumenta la generacion (Figura 4.23).

Tabla 4.5 Datos de absorcidén y emision electronica paradospuestog6, 47y 49 con 3,

6 y 12 grupos alilo respectivamente en acetonitrilo

Compuesto  Amax (abs) Amax (Em) €max
[nm] [nm] [dm® mol™* cm™]
268 127
268 324 5912
277 326 8877
11 278 307 20880

®Todas las soluciones fueron preparadas en unamiacién de 3x18" a
25°C.
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Figura 4.23a) Espectro de absorcion; b) espectro de emisidosicompuesto$6, 47 y 49 a 3x10°

M en acetonitrilo

Basados en los datos obtenidos por espectroscepif/evis se aplicé la ley de Lambert-
Beer como método de caracterizacion de los dendsgraeterminando el nUmero de grupos
funcionales en la periferia. Tomando en cuenta lgueantidad de radiacion absorbida es
proporcional al nimero de moléculas que absorbeadecion, siendo ésta la absortividad

molar €ma),™** se estimé el nimero de grupos alilo terminalea pada dendrimero mediante

la comparacion de los coeficientes de absorciéran{p) de los dendrimero47 y 49 con la

obtenida para el compuest6 con tres grupos alilo en la periferg)(

En la Tabla 4.6 se muestran los valores de abgtativnolar €) para los dendrimeros y el
namero de grupos alilo terminales calculados meelinley de Lambert-Beer. Haciendo una
correlacion linear entre ambas variantes se puéderear que el nimero de grupos alilo
calculados coinciden con el numero de alilos tedticorroborando que la espectroscopia

UV-vis es una técnica que puede servir como uneaiméenta importante para estimar el

namero de grupos terminales mediante el uso dgyldd Lambert-Beer.
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Tabla 4.6 Grupos alilo terminales empleando la ley de LatmBeer para los compuestds,
47y 49

Compuesto  Amax (Abs) Grupos alilo esperados gmax Grupos alilo
[nm] [dm? mol™ cm™] calculadog
268 3 g = 5182.45
277 6 10324.50 5.98
11 278 12 20402.91 11.81

2[(e/e0)(3)]: representa el nimero de grupos alilo caldo$ mediante la ley de Lambert-Beer.

En resumen, en esta parte del trabajo se prepasamaracterizaron dendrimeros de
primera y segunda generacion con seis y doce graljosen la periferia. EI dendrimero de
segunda generacion se obtuvo empleando las dasgiatéticas concluyendo que el método
convergente para este tipo de dendrimeros no imereenel rendimiento, ni reduce defectos

estructurales que se pueden presentar al emplestetio divergente.

Estos dendrimeros seran usados como plataformaslgancorporaciéon de carboranos
como posibles farmacos en el tratamiento del cah@eincorporacion de los carboranos se
realizara en el grupo de la Dra. Rosario Nufiezl émsétuto de Ciencia de Materiales, CSIC,
Campus U.A.B., 08193, Barcelona, Espafia, DepartemtenQuimica.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

1. Para la obtencion de los conjugados se probarorutas convergente y divergente,
encontrando que la ruta convergente no ofrece jasntiado que no se logran reducir
los pasos de reaccion, ni se mejoran los rendiwseror lo anterior, se obtuvieron

los conjugados esteroidales por el método diveegent

2. Por el método divergente se obtuvieron dos famdegsdriméricas, la primera formada
por un nucleo de tetrametileno flexible, obtenieddadrimeros de primera3, 14 y
15), segundal6, 17y 18) y tercera generacion9). La segunda familia con un nucleo
aromatico trisustituido2b y 26). A partir de los resultados de las pruebas de la
actividad citotoxica se concluye que el nucleo etleametileno al ser mas flexible

favorece la interaccién del conjugado esteroidallaacélula.

3. Se llevé a cabo la funcionalizacion de los dendrdsi€on 1é@-etinilestradiol y 1@-
estradiol, conocidos por su actividad citotoxiaa a carga maxima del farmaco en el
dendrimero obteniendo en buenos rendimientos ceatrugados G120, 21) y G2
(22, 23) con nucleo de tetrametileno y cuatro conjugadas oon nucleo aromatico
trisustituido GO 27, 28) y G1 @9, 30) que seran evaluados frente a diferentes lineas

celulares cancerigenas.

4. Los conjugados esteroidal28-23 y 27-30 fueron evaluado@ vitro mostranda20 y
21 buena actividad citotoxica frente a lineas ceéfarancerigenas: CEM (leucemia
cronica). Dicha actividad demostré ser selectivapaaatacar a células humanas no
cancerigenas en concentraciones menoreu&50
Se encontrd que el conjugadd presenta buena actividad frente a la linea Heba, s
ser selectivo ya que en menor grado también presetividad frente CEM y MCF-7
afectando las células control.
Se determiné que el efecto del ndcleo y el dendioménfluyen en la actividad

citotoxica ya que al tener un ndcleo mas pequegbigcrementar la generacion, el
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dendrimero tiende a formar estructuras globularesipactas, y con mayor
impedimento estérico para interactuar con la célula

5. Se sintetiz0 un dendrimero hibrido del tipo Fredd&MAM 37 como micela
unimolecular con potencial aplicacion en el enchgmsiento de farmacos. El disefio

de esta micela permite modular su solubilidad eraagediante reacciones acido-base
de los grupos carboxilicos terminales.

6. Se llevo a cabo la sintesis de nuevos dendrimeradilténil éter de primera y segunda
generaciéon por medio de los métodos divergente rweargente. Esto permitid

establecer que el método convergente no ofreceajasnpara la sintesis de estos
derivados debido a que no se obtienen mejoresmagmtios.

89



Perspectivay

CAPITULO 6. PERSPECTIVAS

Dado que los resultados de la actividad anticageeéd de los conjugados esteroidales
dendriméricos G120y 21) fue buena, se propone continuar con las pruebrasatoldgicas y

de liberaciorin vitro, como una nueva clase de compuestos en el trattmgentra el cancer.

Realizar la funcionalizacion de los dendrimeros ampos que incrementen su

solubilidad en agua para la aplicacion en sistdn@agicos.

Evaluar las propiedades del dendrim&® como posible capsula molecular en el
|acarreamiento de farmacos lipofilicos; asi comaluar la afinidad para encapsular otros

compuestos esteroidales (sitio de reconocimiento).

Realizar la incorporacion de carboranos en los memtos47 y 49, para su posible
aplicacion como profarmacos en el tratamiento éeter. La incorporacion de los carboranos
se realizard en el grupo de la Dra. Rosario Nuiffieel dnstituto de Ciencia de Materiales,
CSIC, Campus U.A.B., 08193, Barcelona, Espafa, epanto de Quimica.
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CAPITULO 7. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

7.1 Materiales y métodos

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMNina y dos dimensiones de 'H, 13C,
COSY, HETCOR, DEPT 90° y 135° se determinaron greasdmetros JEOL ECA 500,
JEOL Eclipse 400 y Bruker 300 Avance, utilizandméiilsulfoxido (DMSO-g), cloroformo
(CDCl), metanold, y acetonads como disolventes y tetrametilsilano (TMS) comeerehcia
interna. Los valores de los desplazamientos quBni@ose expresan en partes por millon
(ppm), mientras que para las constantes de acagptaon{l) se presentan en Hertz (Hz). Para
la asignacion de las sefales se utilizaron lasesitgs abreviaturas: s = sefal simple, d = sefial

doble. t = sefial triple, dd = sefal doble de dobles

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaroneespectrometro Varian FT-IR Series 640
ATR. Los datos se expresan en longitudes de orta?)(para los maximos principales de

absorcion.

Los espectros de alta resolucion obtenidos portdesicas de ESI-TOKElectron Spray
lonization time of flight o APCI-TOF Atmosferic Pressure Chemical lonization Time of
Flight) fueron determinados con un espectrometro Agileethnologies LC/MSD TOF
acoplado a un cromatografo de liquidos (HPLC) nowddl00. Los espectros obtenidos por la
técnica MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorptidonizaton Time of-Flight) se
obtuvieron en un espectrometro Applied Biosysterogager DE-STR MALDI-TOF.

Los puntos de fusion fueron determinados empleahdquipo Electrothermal 9200.

La determinacién de las estructuras cristalinasianégl el analisis de difraccion de rayos-X se
realiz6 en un difractémetro Enraf Nonius-Fr Kagh@b (¢MoKoa = 0.71073 A, con
monocromador de grafito), CCD modo de escaneo dgenes rotatorias . El refinamiento de

las estructuras se llevé a cabo con el programal¥HB7 incluido en el programa WinGX
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version 1.80.05. Los hidrogenos se colocaron gawraétiente. Las figuras y las interacciones
supramoleculares se graficaron en el programa DIANRMG@ MERCURY.

La purificacion de los compuestos se realizo pomatografia en columna empacadas con gel
de silice grado 60(70-230 mallas), utilizando ma&zctle disolventes como eluyente. El
seguimiento de las reacciones asi como la purezdosigproductos se determino por
cromatografia de capa fina (TLC), utilizando pladasscm x 2.5 cm cubiertas por silica gel
de 0.2 mm de espesor, provistas de un factor aggadw s, Para el revelado de las placas se

utilizé una lampara de luz ultravioleta de ondaa¢254nm) y vainillina.

Los siguientes reactivos y disolventes fueron attips en la casa comercial Aldrich: acido 5-
hidroxiisoftalico, 1,4-dibromobutano, fluoruro detrabutil amonio (FTBA), 18-corona-6,
Hidruro de litio y aluminio (LiAlH;), acido sulfdrico (HSQy), acido bromhidrico (HBr),
carbonato de potasio §KO;), benzofenona, cloruro de amonio, bicarbonatoodioshidruro

de calcio (Cak), dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF)tetrahidrofurano
(THF), diclorometano (CKCl;), metanol (MeOH), acetato de etilo (EtOAc); acétda
(CH3CN), hexano, acetona. El THF para la reaccion dea@én de esteres, se seco a reflujo
con sodio/benzofenona y se destild a presion rddubajo atmosfera de nitrégeno para
garantizar las condiciones anhidras necesariagloflro de metileno se seco con GaH
reflujo y se destilo a presion reducida bajo atm@stle nitrogeno.

92



Desawrollo-experimental

7.2 Sintesis de las dendronas tetra funcionalizadas

7.2.1Dendrona 3,5-Bis(3,5-bis(hidroximetil)fenoximetdjfilalil éter(7)

En un matraz balén de 100 mL se colocaron 1.508 (S imol)
de 3,5-bis(hidroximetil)fenold), 4.43 g (32.10 mmol) de X O;
y 1 mg de FTBA en 60 mL de acetona bajo agitaciagmatica.

Después de 15 min se adicionaron 1.12 g (4.87 md®l3,5-
bis(clorometil)aliloxibenceno 5), la mezcla de reaccién se
mantuvo a reflujo durante 48 h. Al término de lac@on se
filtraron las sales, se lavo con acetona y se cunz@ presion

reducida para obtener una miel ambar que se puribior

columna cromatografica empleando una mezclaGMeOH
(90:10) obteniendo & como sélido color blanco (1.51g, 66%) p. f. 1IBC. IR ¢ma/cmi’):
3191 (OH), 2896, 2866 (C-H), 1595 (C=C), 1445, 13B6794(0-C), 1153, 1066, 1027, 964,
932, 840, 755, 702, 683, 674, 571. RMMN(CD;0D, 500 MHz)dy: 7.05 (1H, sefial ancha, H-
7), 6.92 (2H, seial ancha, H-12), 6.90 (2H, sefaha, H-5), 6.87 (4H, sefal ancha, H-10),
6.01 (1H, m, H-2), 5.36 (1H, di,= 17.3, 1.6 Hz, H-1a), 5.21 (1H, dt= 10.5, 1.6 Hz, H-1b),
5.00 (4H, s, H-8), 4.53 (8H, s, H-13), 4.49 (2H, X% 5.3, 1.6 Hz, H-3). RMN°C (CD;0D,
125 MHz)3¢: 159.0 (C-9, C-4), 143.1 (C-11), 139.2 (C-6), #3&-2), 118.3 (C-7), 117.5 (C-
5), 116.3 (C-1), 112.7 (C-12), 111.8 (C-10), 6928), 68.4 (C-3). HRMS (APCI) (m/2):
calculada para £H340/N [M + NH4]" 484.2335, encontrada 484.2328 [M + JiH

7.2.2 Dendron8,5-bis(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)metilfenil¢s).

En un matraz de 50 mL se adicionaron 0.68 g (1.A®nde
la dendrona 3,5-bis(3,5-bis(hidroximetil) fenoximyé&nilalil
éter 7), 0.09 g (0.36 mmol) de BB, y 5 gotas (0.19

mmol:0.19 mmol) de una mezcla de acido formicetitamina

(1:1) en etanol como disolvente. La mezcla de iéacse
desgasifico por 30 minutos con,N/ se agregaron 0.05 g de
acetato de paladio (II). EI crudo de reaccion sefipd por
columna cromatografica empleando una fase moévil de
CH,Cl,:MeOH (98:2), obteniendo & como un sdlido blanco
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(0.400 g, 54 %) p f. 104-106 °C. IRf/cm?): 3358, 3207 (OH), 2898, 2861, 1593, 1447,

1363, 1294, 1252 (OH fendlico), 1168, 1145 (C-OH)35, 1012, 989, 935, 868, 840, 749,
678, 599, 573. RMNH (CDs0OD, 500 MHz)dy: 6.96 (1H, sefial ancha, H-7), 6.91 (2H, sefial
ancha, H-12), 6.88 (4H, sefal ancha, H-10), 6.81, &nal ancha, H-5), 5.01 (4H, s, H-8),

4.54 (8H, s, H-13). RMN®C (CD;OD, 125 MHz)¢: 159.1 (C-9), 157.6 (C-4), 143.1 (C-11),

139.2 (C-6), 117.5 (C-12), 117.0 (C-7), 113.3 (CHB)1.8 (C-10), 69.3 (C-8), 63.7 (C-13).

HRMS (APCI) (m/z): calculada para:4E.s0/Na [M + Na] 449.1576, encontrada 449.1323
[M + Na]".

7.2.3 Dendrona 3,5 Bis (3,5-bis(clorometil)fenoxiiyenilalil éter (9).

En un matraz balén de 50 mL se adicionaron 1.0@.#4(

mmol) de la dendron& en 60 mL de CKCl, anhidro bajo
atmosfera de nitrdgeno, posteriormente se adicdon@r70 mL
(9.43 mmol) de piridina seca y después de 15 min se
adicionaron lentamente 0.76 mL (9.43 mmol) de SOC&
reaccion permaneciO a temperatura ambiente en ceygita
magneética por 48 h. Al término de la reaccion se@y agua

para detener la reaccién y se realizaron extraesiooon

CH.CI,/H,0, la fase organica se secO sobre;3Ma y se
concentro a presion reducida obteniendo una miglsgupurifico por columna cromatografica
utilizando una mezcla de hexano:EtOAc (95:5) oletetdd a8 como un sélido blanco (0.85 g,
73%) p. f. 82-84°C. IRv{/cmi’): 3082 (C=C), 3010, 2908, 2865 (C-H), 1593 (C=12)49,
1389, 1330, 1299, 1225, 1173, 1149, 1061, 1038, 993, 938, 857, 839, 745, 706 (C-CI),
672, 601, 561. RMNH (CDCk, 500 MHz)dy : 7.07 (1H, sefial ancha, H-7), 7.02 (2H] &
1.3Hz, H-12), 6.97 (2H,d] = 1.3 Hz, H-5), 6.96 (4H, sefial ancha , H-10)561H, ddt,J =
17.2, 10.5, 5.3 Hz, H-2), 5.42 (2H, dij= 17.3, 1.6 Hz , H-1a), ), 5.30 (2H, dg, J= 105,
Hz , H-1b), 5.04 (4H, s, H-8), 4.57 (2H, dt= 5.3, 1.6, H-3), 4.54 (8H, sefial ancha, H-13).
RMN C (CDCk, 125 MHz)dc: 159.2 (C-4), 159.1 (C-9),139.5 (C-11), 138.5 (C¥33.0
(C-2), 121.3 (C-12), 118.7 (C-7), 110.0 (C-1),116011), 113.4 (C-5), 69.9 (C-8), 69.0 (C-
3), 45.8 (C-13). HRMS (APCI) (m/z): calculada pa@H»;Cl4O; [M+H]" 539.0714,
encontrada 539.0707, 541.0685, 543.0668, 545.044] .
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7.3 Sintesis de las dendronas esteroidales derivaddsl 17u-etinilestradiol y del 17a-

estradiol

7.3.1 Dendrona esteroidétrivada del 7a-etinilestradiol(10).

En un matraz balén se colocaron 0.18 g (0.59
mmol) de 14é-etinilestradiol, 0.27 g (1.96
mmol) de KCO; y 1 mg de FTBA en
acetonitrilo bajo agitacibn magnética. Una vez
disueltos los componentes se adicionaron 0.08 g
(0.15 mmol) de9, la reaccion se mantuvo a 70
°C durante 48 h. Al término de la reaccion se
filtraron las sales y se lavaron con &M, se
evaporaron los disolventes a sequedad

obteniendo un solido café, que se purifico por

columna cromatogréfica con fase moévil de
hexano:acetato de etilo (98:2) obteniend®@omo un solido amarillo claro (0.22 g, 94 %) p.
f. 122-124 °C. IR {ma/cm): 3480 (O-H) 3239 (C=C), 2928, 2868 (C-H), 159&:CJ, 1496,
1454, 1379, 1323, 1290, 1230, 1145, 1046, 1018, 829, 820, 786, 654, 614, 586, 556.
RMN H (CDCl;, 500 MHz)dy: 7.20 (4H, d, J=8.6, H-1'), 7.07 (2H, sefial andHd,2), 7.04
(1H, sefnal ancha , H-7), 7.00 (4H, sefial anchd0}6.96 (2H, sefal ancha , H-5), 6.76 (4H,
dd,J= 8.6, 2.4 Hz, H-2"), 6.70 (4H, d,= 2.4 Hz, H-4’), 6.05 (1H, ddg = 17.4, 10.4, 5.3 Hz,
H-2), 5.41 (1H, dtJ = 17.4, 1.0 Hz, H-1a), 5.28 (1H, dt= 10.4, 1.0 Hz, H-1b), 5.04 (4H, s,
H-8), 5.00 (8H, s, H-13), 4.55 (2H, d= 5.3, H-3), 2.84 (8H, m, H-6"), 2.60 (4H, s, H*RO
0.88 (12H, s, H-18"). RMN®C (CDCE, 125 MHz)3¢: 159.2 (C-9), 159.2 (C-4), 156.6 (C-3"),
139.3 (C-11), 138.8 (C-6), 138.1 (C-5’), 133.1 (z-£33.0 (C-10"), 126.5 (C-1’), 118.8 (C-
12), 118.7 (C-7), 117.9 (C-1), 114.9 (C-4’), 11835), 113.2 (C-10), 112.3 (C-2'), 87.6 (C-
19", 79.9 (C-17"), 74.1 (C-20’), 69.8 (C-8), 6%Z-13), 68.9 (C-3), 49.5 (C-14"), 47.2 (C-
13", 43.6 (C-9'), 39.4 (C-8’), 39.0 (C-16’), 32(€-12"), 29.9 (C-6"), 27.3 (C-7"), 26.4 (C-
11’), 22.9 (C-15"), 12.8 (C-18’). HRMS (ESI) (m/a)alculada para fg/H122011N [M+ NH4]"
1596.9018, encontrada 1596.9022 [M+ 4\H
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7.3.2Dendrona esteroidalerivada del 7a-estradiol 11).

En un matraz balén se colocaron 0.27 g (0.98
mmol) de l1ld-estradiol, 0.45 g (3.26 mmol) de
Ko,CO; y 1 mg de FTBA en acetonitrilo bajo

agitacion magnética. Una vez disueltos los
componentes se adicionaron 0.13 g (0.25 mmol)
de9, la reaccion se mantuvo a 70 °C durante 48 h.
Al término de la reaccion se filtraron las salesey
lavaron con CbBCl,, se evaporaron los
disolventes a sequedad obteniendo un sdélido

amarillo que se purificO6 por columna

cromatogréafica con una mezcla &H,/CH;OH
(99:1), obteniendo a la dendrohda como un solido color amarillo claro (0.34 g, 94) %.f.
131-133°C. IR {ma/cm™): 3418 (O-H), 2929(C=C alqueno), 2869(C-H), 286598 (C=C
aromético), 1495, 1454, 1377, 1321, 1294, 1231 JCiD54, 1101, 1073, 1053, 1035, 969,
932, 844,817, 788, 723, 643, 620, 581. RN’IN(CDClg, 500 MHz)dy: 7.20 (4H, dJ = 8.5,
H-1), 7.07 (2H, sefial ancha, H-12), 7.00 (4H, $eifieha, H-10), 6.95 (2H, sefial ancha, H-
5), 6.75 (4H, ddJ = 8.5, 2.4 Hz, H-2'), 6.70 (4H, d,= 2.4 Hz, H-4"), 6.01 (1H, m, H-2), 5.41
(1H, dt,J = 17.3, 1.6 Hz, H-1a), 5.21 (1H, dt= 10.6, 1.6 Hz, H-1b), 5.04 (4H, s, H-8), 4.99
(8H, s, H-13), 4.49 (2H, d,= 5.1, 1.6 Hz, H-3), 3.80 (4H, d= 5.9 Hz, H-17"), 2.84 (8H, m,
H-6"), 0.69 (12H, s, H-18). RMNC (CDC}, 125 MHz)dc: 159.2 (C-9), 159.2 (C-4), 156.6
(C-3’), 139.3 (C-11), 138.8 (C-6), 138.2 (C-5"),313 (C-2), 133.1 (C-10", 126.4 (C-1),
118.7 (C-12), 117.9 (C-1), 114.9 (C-4"), 113.3 (5-BL3.2 (C-10), 112.3 (C-2’), 80.1 (C-17),
69.8 (C-8), 69.8 (C-13), 68.9 (C-3), 47.8 (C-141%.6 (C-13’), 43.7 (C-9), 39.1 (C-8), 32.5
(C-127), 31.5 (C-16’), 30.0 (C-6), 28.1 (C-7), & (C-11"), 24.3 (C-15’), 17.1 (C-18).
HRMS (ESI) (m/z): calculada paraodEli»2011N [M + NH4" 1500.9018, encontrada
1500.9012 [M + NH]".
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7.3.3Dendrona esteroidalerivada del 7a-estradiol con punto focal acti\(@?2)

En un matraz balon de 100 mL se disolvio 0.20 g
(0.14 mmol) de la dendrond1), 0.008 g (0.03
mmol) de PBP y 5 gotas de una solucion de
acido formico:trietilamina (0.19 mmol: 0.19
mmol) en 20 mL de etanol, la solucion se
desgasifico con nitrégeno por 30 min,
posteriormente, se adiciond0 1 mg de acetato de
paladio (I) y la mezcla de reaccion permanecio a
reflujo por 48 h. Terminada la reaccion se

adicion0 agua y se realizaron extracciones con

EtOAc evaporando la fase organica a presion
reducida para obtener una miel ambar que se pupfic columna de silice con una mezcla de
CH,CI,/CH3;0H (99:1) obteniendo 42 como un solido amarillo tenue.1®4 g, 51.14 %) p.f.
117-119 °C. IR\(na/cmY): 3345(0-H), 2391, 2866(C-H), 1597(C=C aromatid#)96, 1455,
1377(CH), 1322, 1296(C-O éter), 1230(0-H fenol), 1155, ,0867, 941, 844, 783, 720,
686, 627, 607, 586, 561. RMNH (CDCL, 500 MHz)dy: 7.20 (4H, d,J = 8.6, H-1"), 7.07
(2H, senal ancha, H-12), 7.03 (4H, sefal ancha),8-99 (4H, sefal ancha, H-10), 6.85 (2H,
sefial ancha, H-5), 6.75 (4H, db= 8.5, 2.4 Hz, H-2), 6.70 (4H, d, = 2.4 Hz, H-4'), 5.02
(4H, s, H-8), 4.99 (8H, s, H-13), 3.80 (4H,H= 5.7 Hz, H-17’), 2.84 (8H, m, H-6"), 0.69
(12H, s, H-18"). RMN*C (CDC}, 125 MHz)dc: 159.1 (C-9, C-4), 156.6 (C-3'), 139.4 (C-
11), 139.2 (C-6), 138.2 (C-5'), 126.4 (C-1), 11§®B-12), 114.9 (C-4"), 113.8 (C-5), 113.1
(C-10), 112.3 (C-2'), 80.1 (C-17’), 69.7 (C-13),.69C-8), 47.8 (C-14"), 45.6 (C-13'), 43.7
(C-9), 39.1 (C-8’), 32.5 (C-12"), 31.5 (C-16’), ID(C-6"), 28.1 (C-7’), 26.3 (C-11"), 24.3 (C-
15), 17.1 (C-18)).
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7.4 Sintesis de los dendrimeros de G1, G2 y G3 auircleo de tetrametileno

7.4.1. Dendrimerd,4-bis(3,5-bis(carboximetil)fenoxi)butafb3).

En un matraz balén se colocaron 4.29 g (20.41 mmol)
de2y 8.29 g (59.98 mmol) de K O; en acetonitrilo,

se adiciono lentamente 1.1 mL (9.26 mmol) de 1,4-

dibromobutano y 1 mg de 18-corona-6 y la reaccion
se mantuvo a 70 °C durante 72 h. Al término de la

reaccion se filtraron las sales y se lavaron con

CH.CI,. Los disolventes se evaporaron a sequedad

obteniendo a3 como un sélido beige (4.30 g, 98 %) p.f. 152-1631°t%°1%) 152-153 °C).

IR (vma/cmi): 2951, 2852, 2360, 1725 (O-C=0), 1596, 1453, 14337, 1312, 1238 (C-0),
1111 (C-O), 1050, 1018, 1000, 902, 875, 753, 628, RMN'H (CDCL, 400 MHz)dy: 8.24
(2H, t,J = 1.5 Hz, H-6), 7.71 (4H, d, = 1.5 Hz, H-4), 4.11 (4H, m, H-2), 3.91 (12H, s8N
2.01 (4H, m, H-1). RMN®C (CDCk 100 MHz) dc: 166.2 (C-7), 159.0 (C-3), 131.8 (C-5),
123.0 (C-6), 119.8 (C-4), 68.0 (C-2), 52.4 (C-8,&(C-1). HRMS (ESI) (m/z): calculada
para GsHo7010[M + H]" 475.1604, encontrada 475.1583 [M + H]

7.4.2Dendrimero 1,4-bis(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)bota(14).

Siguiendo el procedimiento general para la redunccio

de ésteres, se prepard una suspension de 3.082y (6.
mmol) de LiAIH, en THF anhidro bajo atmosfera de
N2 y se adicioné lentamente la solucion de 1.52 g
(40.00 mmol) del3 en THF anh. La mezcla de

reaccion se mantuvo bajo agitacion magnética a

temperatura ambiente durante 24 h. Al término deekccion se enfrid y se adiciono
lentamente una solucion saturada de cloruro de iamsa filtraron las sales y se lavaron con
EtOAc. Los disolventes se evaporaron a sequedahiebtiol4 como un solido color blanco
(1.52 g, 56 %) p.f. 147-149 °C. IR.&/cm?): 3291 (OH), 3170, 2943, 2873, 2853, 1595,
1449, 1297, 1265, 1168, 1064, 1027 (C-O), 979, 848, 701, 677, 607. RMRH (DMSO-

ds, 300 MH2z)dy: 6.82 (2H, seial ancha, H-6), 6.73 (4H, sefial aneh4), 4.42 (8H, s, H-7),
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3.99 (4H, m, H-2), 3.35 (OH), 1.84 (4H, m, H-1). RM’C (DMSO-a, 75 MHz)dc: 159.0

(C-3), 144.3 (C-5), 116.9 (C-6), 111.0 (C-4), 6{42), 63.2 (C-7), 25.9 (C-1). HRMS (ESI)
(m/z): calculada parasgH260sNa [M + NaJ 385.1627, encontrada 385.1609 [M + Na]

7.4.3Dendrimerdl,4-bis(3,5-bis(bromometil)fenoxi)butands).
En un matraz balén se colocaron 1.28 g (3.53 md®l)

14, posteriormente se adiciono lentamente una salucié
de HBr:HSO; (2:1) 66.66 mL (2,306.88 mmol) y
33.33 mL (625.30 mmol). La mezcla de reaccién se

mantuvo bajo agitacibn magnética y a temperatura de

110 °C durante una hora, se dej6 enfriar a temp@rat
ambiente y se vertié sobre agua fria, la fase dargée extrajo con Ci€l./solucion saturada
de NaHCQ, (3x150 mL), se secO sobre J$&, y los disolventes se evaporaron a sequedad
para obtener un sélido color beige que se purpmocolumna cromatografica en silice 60 PF
empleando una mezcla hexano:EtOAc (99:1) obtenieridp como sélido color blanco (1.84

g, 84 %) p.f. 126-128 °C, IRfa/cm™): 2928, 2871, 1593, 1452, 1388, 1328, 1296 (C-O),
1166 (C-O-C), 1055, 1019, 940, 870, 848, 732, 691, 648 y 633 (C-Br). RMRH (CDCl,

300 MHz)4du: 6.99 (2H, sefial ancha, H-6), 6.85 (4H, sefal ajtid), 4.42 (8H, s, H-7), 4.04
(4H, m, H-2), 1.98 (4H, m, H-1). RMRC (CDCE, 75 MHz) dc: 159.3 (C-3), 139.6 (C-5),
121.8 (C-6), 115.2 (C-4), 67.5 (C-2), 32.9 (C-B,&(C-1).

7.4.4Dendrimerdl,4-bis(3,5-bis(3,5-bis(carboximetil)fenoximetiljiexi)butano(16).

En un matraz baldn se colocaron 0.13 g (0.62
mmol) de2 y 0.30 g (2.17 mmol) de KOs

en 20 mL de acetonitrilo, bajo agitacion

magnética. Posteriormente se adicion6 0.10 g
(0.16 mmol) del5, transcurridos 5 min se

agregdb 1 mg de FTBA y la mezcla de
reaccion se mantuvo a 70 °C durante 72

horas. Al término de la reaccién se filtraron

las sales y se lavaron con &Hp, el filtrado
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se secO sobre MNaQyy se evapord a vacio, para obtenek6acomo un sélido color blanco
(0.15 g, 82 %) p. f. 176-177 °C. IRicm™): 2954, 1721 (O-C=0), 1597, 1431, 1339, 1311,
1239 (C-0), 1170, 1113, 1064, 1043, 1000, 907, 836, 792, 752, 721, 682, 564.. RMN
(CDCls, 400 MHz)oy: 8.27 (4H, sefial ancha, H-11), 7.81 (8H, sefiahandi-9), 7.08 (8H,
sefal ancha, H-6), 6.96 (4H, sefial ancha, H-4Q &H, s, H-7), 4.08 (4H, sefial ancha, H-2),
3.92 (24H, s, H-13), 2.00 (4H, sefial ancha, H-MINR™C (CDC}, 100 MHz)dc: 166.1 (C-
12), 159.7 (C-3), 158.7 (C-8), 138.1 (C-5), 131910), 123.4 (C-11), 120.1 (C-9), 118.5 (C-
6), 113.3 (C-4), 70.2 (C-7), 67.6 (C-2), 52.5 (Q;156.0 (C-1). HRMS (ESI) (m/z): calculada
para GoHsgO2:Na [M+ NaJ 1153.3317, encontrada 1153.3315 [M+ Na]

7.4.5Dendrimerdl,4-bis(3,5-bis(3,5-bis(hidroximetil))fenoximetigioxi butand17).
En un matraz balén de dos bocas de 100

mL se colocaron 0.04 g (1.05 mmol) de

LIAIH ; en THF anhidro bajo atmdsfera

de N y se adiciondé lentamente la

suspension de 0.10 g (0.09 mmol) &

en THF anhidro. La mezcla de reaccién
se mantuvo a temperatura ambiente bajo
agitacion magnética durante 24 h. Al

término de la reaccion, se enfrio y se

adicion6 lentamente una solucion
saturada de cloruro de amonio hasta que dejé deioar. Posteriormente se agregé EtOAc
y agua hasta que la reaccion fue nula. Se filtrdasnsales y se lavaron con EtOAc, los
disolventes se evaporaron a sequedad obteniefi@da@mo un solido color blanco (0.042 g,
53 %).y p.f. 146-147 °C. IR-ATRvfa/cm™): 3317 (OH), 2918, 2850, 2359, 1720, 1595,
1451, 1375, 1294, 1256, 1154, 1110, 1021 (C-O), 863, 752, 684. RMNH (DMSO-d;,
300 MHz) oy: 7.18 (2H, sefnal ancha, H-6), 7.08 (4H, seial anéh11), 6.85 (4H, sefial
ancha, H-4), 6.82 (8H, sefial ancha, H-9), 5.04 @H{-7), 4.44 (16H, s, H-12), 4.05 (4H,
sefial ancha, H-2), 2.48 (8H, sefial ancha, OH), (48, sefial ancha, H-1). RMNC
(DMSO-d;, 75 MHz) éc: 159.2 (C-3), 158.7 (C-8), 144.4 (C-10), 139.45);118.9 (C-6),
117.3 (C-11), 113.2 (C-4), 111.3 (C-9), 69.3 (C6M.,6 (C-2), 63.3 (C-12), 25.8 (C-1). HRMS
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(APCI) (m/z): calculada paras@ssOisNa [M + NaJ 929.3724 encontrada 929.3720 §V

NaJ".

7.4.6 Dendrimero 1,4-Bis(3,5-Bis(3,5-Bis(cloromgtdnoximetil) fenoxibutang18)
En un matraz balén se disolvio 0.75 g
(0.83 mmol) del7 en 60 mL de CKCl,

anhidro en atmosfera de,Nse inyectaron

0.59 mL (7.28 mmol) de piridina seca y
0.52 mL (7.28 mmol) de SO£Idejando

la reaccion bajo agitacion magnética por
48 h monitoreando por TLC. Al término
de la reaccion se adicion0 agua lentamente

y la fase organica se extrajo con

CH.CI,/H,0, evaporando a sequedad. El
compuesto fue separado de la mezcla de reacciomamedavados con agua y hexano
obteniendo a8 como un sélido beige (0.58 g, 67 %) p.f.107-109 IFT (vmadcm): 2957,
2876 (C-H), 1729, 1594(C=C), 1259 (C-O éter), 148326, 1300, 1259, 1158, 1043, 958,
842, 708 (C-Cl), 674, 583. RMM (CDCk, 500 MHz)dy: 7.06 (2H, sefial ancha, H-6), 7.01
(4H, sefial ancha, H-11), 6.95 (8H, sefial ancha),8-94 (4H, sefal ancha, H-4), 5.04 (8H, s,
H-7), 4.53 (16H, s, H-12), 4.07 (4H, sefial anch&®)HL.99 (4H, sefial ancha, H-1). RMiC
(CDCls, 175 MHz) dc: 159.6 (C-3), 159.2 (C-8), 139.4 (C-10),138.5 (C-B21.3 (C-11),
118.5 (C-6), 115.0 (C-9), 113.2 (C-4), 69.9 (C&),6 (C-2), 45.8 (C-12), 26.0 (C-1). MALDI
MS TOF calculada parasgsiClgOs [M + H]"1051.1194, encontrada 1050.18874Mi]".
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1,4-Bis(3,5-Bis(3,5-Bis(3,5-bisfloximetil))fenoximetil)fenoximetil)

En un matraz baléon de 50 mL se
colocaron 1.00 g (2.34 mmol) de la
dendrona8, 1.06 g (7.74 mmol) de

K,CO; y FTBA en 30 mL de

acetona. Posteriormente se
adicionaron 0.35 g (0.58 mmol) de
15, manteniendo la mezcla de
reaccion a reflujo durante 48 h. Al
término de la reaccion se observo la
formacion de un una miel ambar
que se lavé con acetona, y se

precipitdé con una solucion MeOH/

hexano, para obtener 2 como un solido amarillo (0.490 g, 42 %) p.f. 1&*F1°C. IR
(vma/cmil): 3305 (OH), 2931, 2873, 2622, 1737, 1645, 16 BR4{C=C aromatico), 1447,
1393, 1370, 1324, 1292, 1228 (C-O éter), 1149, 1988, 830, 701, 661, 596, 560. RMN
(DMSO-d;, 300 MHz) 04: 7.24 (2H, seial ancha, H-6), 7.23 (4H, seial anehl11), 7.17
(8H, seial ancha, H-16), 7.11 (8H, sefal ancha), 93 (16H, sefal ancha, H-14), 5.21
(8H, s, H-7), 5.10 (16H, s, H-12), 4.55 (32H, s1%; 4.13 (4H, sefal ancha, H-2), 1.95 (4H,
sefial ancha, H-1). RMAC (DMSO-d, 75 MHz)dc: 159.2 (C-3), 159.2 (C-8), 159.0 (C-13),
144.5 (C-15), 139.6 (C-10), 139.3 (C-5), 119.3 |4 9.2 (C-11), 117.2 (C-9), 113.4 (C-
16), 111.3 (C-14), 69.7 (C-7), 69.3 (C-12), 67.7AC63.7 (C-17), 26.0 (C-1).
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7.5 Conjugados esteroidales dendriméricos de (G1)X§2) con nucleo de tetrametileno

7.5.1. Conjugadesteroidal dendrimérico G1 derivado debdZtinilestradiol(20).

En un matraz balén se colocaron 0.19 g (0.64
mmol) de 14é-etinilestradiol, 0.30 g (2.17
mmol) de KCO; y 1 mg de FTBA en

acetonitrilo, bajo agitacibn magnética. Una

vez disueltos los componentes se adiciono
0.1 g (0.16 mmol) delf). La reaccion se
mantuvo a 70 °C durante 72 horas. Al
término de la reaccion se filtraron las sales y
se lavaron con Ci€l,, se evaporaron los

disolventes al vacio obteniendo un solido

color amarillo que se purific6 por columna
cromatogréfica en silica 60 PF con una mezcla he@®Ac (60:40) para obtener2@ como
sélido color amarillo claro (0.18 g, 74 %) p.f. 1281 °C. IR {ma/cm™): 3282 EC-H), 2923,
2855, 2161 (€C), 1716, 1662, 1601, 1496, 1456, 1377, 1289, 12339, 1058, 1021, 844,
734, 624. RMN'H (CDCl, 500 MHz)6y: 7.20 (4H, dJ = 8.6 Hz, H-1"), 7.05 (2H, sefial
ancha, H-6), 6.92 (4H, sefial ancha, H-4), 6.76 @) = 8.6, 2.7 Hz, H-2"), 6.70 (4H, d,=
2.7 Hz, H-4'), 4.98 (8H, s, H-7), 4.05 (4H, sefiatha, H-2), 2.60 (4H, sefal ancha, H-20’),
0.87 (12H, s, Me-18'). RMN®C (CDCk, 125 MHz)dc: 159.5 (C-3), 156.7 (C-3"), 139.2 (C-
5), 138.1 (C-5'), 132.9 (C-10"), 126.5 (C-1'), 15§C-4), 114.9 (C-4), 112.9 (C-6), 112.4 (C-
2'), 87.6 (C-19'), 79.9 (C-17"), 74.2 (C-20'), 69(€-7), 67.6 (C-2), 49.5 (C-14'), 47.2 (C-
13", 43.6 (C-9), 39.4 (C-8'), 39.0 (C-16), 32(&-12") 29.9 (C-6), 27.3 (C-7"), 26.4 (C-
11", 26.0 (C-1), 22.9 (C-15"), 12.8 (C-18") HRME&SI) (m/z): calculada para;§H1140:0Na
[M + NaJ 1497.8304, encontrada 1497.82844Nia]J .
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7.5.2Conjugadcesteroidal dendrimerico G1 derivado ded-Eétradiol(21).

En un matraz balén se colocaron 0.18 g
(0.66 mmol) de 1« estradiol, 0.30 g (2.17
mmol) de KCO; y 1 mg de FTBA en
acetonitrilo, bajo agitacion magnética. Una

vez disueltos los componentes se
adicionaron 0.10 g (0.16 mmol) d& vy la
reaccion se mantuvo a 70 °C durante 72 h.
Al término de la reacciéon se filtraron las
sales, se lavaron con GQEl, y se

evaporaron los disolventes a sequedad

obteniendo un sdlido amarillo que se
purificé por columna cromatografica con una meZekCl,:MeOH (90:10), obteniendo al
conjugado esteroida@ll como un sélido color amarillo claro (0.18 g, 8084) 154-156 °C. IR
(vmadcmi?): 3399, 2929, 2865, 2162, 2029, 1978, 1602, 15896, 1454, 1376, 1285, 1231,
1156, 1100, 1033, 968, 940, 844, 784, 665, 609. RMNCDCl, 300 MHz)dy: 7.20 (4H, d,
J=8.6 Hz, H-1"), 7.04 (2H, sefnal ancha, H-6), 6(8H, sefial ancha, H-4), 6.75 (4H, dd;
8.6, 2.6 Hz, H-2"), 6.70 (4H, d,= 2.6 Hz, H-4’), 4.99 (8H, s, H-7), 4.05 (4H, skéacha, H-
2), 0.70 (12H, s, Me-18'). RMN®C (CDCE, 75 MHz) 5c: 159.5 (C-3), 156.7 (C-3'), 139.2
(C-5), 138.1 (C-5"), 133.1 (C-10"), 126.4 (C-1')14.4 (C-4), 114.9 (C-4’), 112.9 (C-6), 112.3
(C-2, 80.1 (C-17"), 69.8 (C-7), 67.5(C-2), 478-(4"), 45.6 (C-13"), 43.7 (C-9), 39.1 (C-
8", 32.5 (C-12), 31.5 (C-16’), 30.0 (C-6"), 28(C-7’), 26.3 (C-11"), 26.0 (C-1), 24.3 (C-
15), 17.1 (C18). HRMS (APCI) (m/z): calculada pa€H1140:10Na [M + Na] 1401.8304,
encontrada 1401.8315 [M + Na]
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7.5.3. Conjugaddendrimérico esteroidal G2 derivado debtinilestradiol(22)
En un matraz balon se

colocaron 0.56 g (1.90 mmol)
de l@-etinilestradiol, 0.86 ¢
(6.3 mmol) de KCO; y 1 mg
de FTBA en acetonitrilo, bajo
agitacion magnética. Una vez
disueltos los componentes se
adiciono 0.25 g (0.24 mmol) de

18 y la reaccion se mantuvo

bajo agitacion magnética a 70
°C por 72 h. Al término de la

OH
"'«§

reaccion se observo la
formacién de un solido amarillo, se decant6 elitigue la reaccién y el sélido se lavd con
H,O y hexano obteniendo 22 como un solido beige (0.56 g, 75 %) p.f. 175-1€7 R
(vmax/cm'): 3285, 2930, 2868, 1598, 1496, 1454, 1291, 12345, 1050, 1020, 843, 786,
571. RMN 1H (CDd, 500 MHz)4dy: 7.18 (8H, dJ = 8.6 Hz, H-1"), 7.06 (4H, sefal ancha,
H-11), 7.05 (2H, sefal ancha, H-6), 6.99 (8H, sanaha, H-9), 6.93 (4H, sefial ancha, H-4),
6.75 (8H, ddJ = 8.6, 2.5 Hz, H-2'), 6.68 (8H, d,= 2.5 Hz, H-4"), 5.01 (8H, s, H-7), 4.97
(16H, s, H-12), 4.05 (4H, sefial ancha, H-2), 285, m, H-6"), 2.59 (8H, s, H-20"), 0.86
(24H, s, H-18"). RMN®C (CDCk, 125 MHz)dc: 159.6 (C-3), 159.2 (C-8), 156.7 (C-3)),
139.3 (C-10), 138.8 (C-5), 138.1 (C-5'), 132.9 (€}1126.5 (C-1"), 118.8 (C-11), 114.9 (C-
4'), 113.23 (C-9), 113.16 (C-4), 112.4 (C-2), 81®-19"), 79.9 (C-17"), 74.2 (C-20'), 69.9
(C-7), 69.7 (C-12), 67.6 (C-2), 49.5 (C-14"), 4712-13"), 43.6 (C-9"), 39.4 (C-8), 39.0 (C-
16'), 32.8 (C-12") 29.9 (C-6), 27.3 (C-7"), 26.€£411"), 26.0 (C-1), 22.9 (C-15'), 12.8 (C-
18). MALDI-MS TOF calculada para f&H»3/0.)NNa [M + Na + NH]® 3171.7355,
encontrada 3171.7646 [MNa + NH]".
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7.5.4Conjugadadendrimerico esteroidal G2 derivado ded-Eétradiol(23).

En un matraz balén se colocaron
0.045 g (0.17 mmol) de &7
estradiol, 0.07 g (0.50 mmol) de
K.CO; vy 1 mg de FTBA en

acetonitrilo, bajo agitacion

magnética. A la suspension
formada se adicionaron 0.02 ¢
(0.02 mmol) delg, la reaccion se

mantuvo a reflujo durante 48

horas monitoreando por TLC. Al

término de la reaccién se observo

la formacion de un solido amarillo, se decantdlitio de la reaccion y el sélido se lavo con
H,O y hexano obteniendo 28 como un solido beige (0.05 g, 89 %) p.f. 169-1Z1 IR
(vmadcmi'): 3451(0OH), 2928, 2864 (CH), 1598 (C=C), 1496, 3,45376, 1295, 1233, 1155,
1036, 846, 788, 710, 5734 RMN (CDChk, 300 MHz)dy: 7.19 (8H, dJ = 6.9 Hz, H-1'), 7.07
(4H, seial ancha, H-11), 7.03 (2H, sefial ancha),$-69 (8H, sefial ancha, H-9), 6.94 (4H,
sefial ancha, H-4), 6.75 (8H, = 6.9 Hz, H-2), 6.69 (8H, s, H-4’), 5.02 (8H,4;7), 4.05
(4H, sefial ancha, H-2), 2.82 (16H, m, H-6'), 0.88H, s, H-18). RMNC (CDCE, 75
MHz) Jc: 159.5 (C-3), 156.7 (C-3’), 139.2 (C-5), 138.1¢-133.1 (C-10"), 126.4 (C-1),
118.8 (C-11), 118.4 (C-4), 114.9 (C-4’), 112.9 (5-612.3 (C-2'), 80.1 (C-17"), 69.9 (C-7),
69.8 (C-12), 67.6 (C-2), 47.8 (C-14"), 45.6 (C-134B.7 (C-9), 39.1 (C-8), 32.5 (C-12),
31.5 (C-16’), 30.0 (C-6"), 28.1 (C-7), 26.3 (C-)126.0 (C-1), 24.3 (C-15"), 17.1 (C-18)).
MALDI-MS TOF: calculada para fgeH23402:Na [M + NaJ 2962.7089, encontrada 2962.8896
[M + Na]".
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7.6 Sintesis de los conjugados dendriméricos conaléio bencénico trisustituido.

7.6.1 Dendrimero 1,3,5-tri (3,5-bis(hidroximetibfixi)benceno2b).

En un matraz balon de 100 mL se adicion6 1 g (2.80
mmol) de6, 2.32 g (1.68 mmol) de KOs y 1 mg de
FTBA en acetonitriio como disolvente, al paso de 15

minutos se adicion6 1.29 g (8.4 mmol) de 1,3,5-
trilboromometil)benceno2d) y la reaccibn se mantuvo a
70 °C durante 48 h. Al término de la reaccion keafon

las sales y se concentré a presion reducida obtdmie

una miel ambar la cual se purific6 por columna
cromatogréfica con una fase mévil de LH:MeOH (95:5) para obtenerZb como un sélido
blanco (0.926 g, 58 %) p.f. 136-139 °C. R4/cm™): 3305 (OH), 2919, 2875, 1595, 1453,
1428, 1401, 1374, 1327, 1290, 1238, 1154, 1016 0/, 956, 928, 860, 824, 711, 638,
606, 582. RMN'H (CDsOD, 500 MHz)dy: 7.45 (3H, s, H-1), 6.90 (3H, sefial ancha, H-7),
6.88 (6H, sefial ancha, H-5), 5.07 (6H, s, H-3)34®H, s, H-8). RMN"*C (CD;OD, 125
MHz) éc: 159.0 (C-4), 143.1 (C-6), 138.1 (C-2), 125.6 (C117.6 (C-7), 111.8 (C-5), 69.2
(C-3), 63.7 (C-8).

7.6.2 Dendrimero 1,3,5-tri (3,5-bis(clorometil)feienceno 26).
En un matraz balén de 50 mL se disolvieron 0.30.52

mmol) de25 en 60 mL de CKCl, anhidro en atmosfera
de N, posteriormente se adicion6 0.45 mL (6.24 mmol)
de piridina seca, seguido de la adicion lenta 883mL
(6.24 mmol) de SOGI La mezcla de reaccion se
mantuvo bajo agitacibn magnética a temperatura

ambiente durante 48 h monitoreando por TLC. Al

término de la reaccién se agregd agua para detaner
reaccion, se realizaron extracciones con,@} se secd sobre PBO, y se concentré a
presion reducida obteniendo una miel ambar la segurificé por columna cromatografica

con una mezcla hexano:EtOAc (85:15) para obteng6 aomo un solido amarillo tenue
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(0.290 g, 38 %) p. f. 124-126 °C. IRmk/cm?): 2921,2867(C-H), 1596(C=C aromatico),

1446, 1330, 1301, 1259(C-O éter), 1177, 1045, 858, 709 (C-Cl), 669, 594, 569. RMM
(CDCl3, 500 MHz)oy: 7.48 (3H, s, H-1), 7.02 (3H, sefial ancha, H-A/§6H, sefal ancha,
H-5), 5.11 (6H, s, H-3), 4.54 (12H, s, H-8). RMRC (CDC}, 125 MHz)dc: 159.1 (C-4),
139.5 (C-6), 137.6 (C-2), 126.2 (C-1), 121.3 (C4/M5.0 (C-5), 69.8 (C-3), 45.8 (C-8).

7.7. Sintesis de los conjugados esteroidales demdéricos GO y G1 con nucleo bencénico

trisustituido

7.7.1 Conjugadaendrimérico esteroidal GO con nucleo aromaticsustituido derivado del
170-etinilestradiol 27).

En un matraz balén de 25 mL se adicionaron 0.49

N\, on
g (1.68 mmol) de lo-etinilestradiol, 0.77 g (5.54
% oy mmol) de KCOz; y 1 mg de FTBA en acetonitrilo,
O“pi%o--' N i " posteriormente se adicionaron 0.2 g (0.56 mmol)
o e de 1,3,5-tris(oromometil) benceno24. La

reaccion se mantuvo bajo agitaciéon magnética a 70
°C durante 48 h. Al término de la reaccion se

e filtraron las sales y se lavaron con £LHp, se

W\

evaporaron los disolventes a presion reducida
obteniendo @27 como un sélido beige (0.51 g, 91 %) p.f. 142-185IR (vma/cm™): 3287,
2927, 2867, 2360, 2341, 1667, 1607, 1574, 14965,14%78, 1279, 1251, 1230, 1160, 1101,
1059, 1012, 968, 861, 816, 785, 749, 654, 607, BRAN *H (CDCk, 500 MHz)dy: 7.44 (3H,

s, H-1), 7.21 (3H, dJ = 8.6 Hz, H-1"), 6.77 (3H, dd] = 8.6, 2.8 Hz, H-2'), 6.71 (3H, d,=
2.8 Hz, H-4), 5.04 (H, s, H-3), 2.83 (6H, m, H-62.60 (H, s, H-20"), 0.88 (9H, s, H-18).
RMN *3C (CDCk, 125 MHz)dc: 156.7 (C-37), 138.2 (C-2), 138.1 (C-5), 133.0-{0"), 126.5
(C-1), 125.9 (C-1), 114.9 (C-4), 112.4 (C-2"), 87(C-19’), 77.4 (C-17"), 74.1 (C-20’), 69.8
(C-3), 49.5 (C-14"), 47.2 (C-13), 43.6 (C-9'), 39(C-8"), 39.0 (C-16"), 32.8 (C-12"), 29.9 (C-
6"), 27.3(C-7"), 26.5 (C-11"), 22.9 (C-15"), 12.818"). HRMS (APCI) (m/z): calculada para
CsoH7806 [M] © 1002.5798, encontrada 1002.5728 M]
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7.7.2 Conjugad@steroidal GO con nucleo bencénico trisustituidaveddo del 1é-estradiol
(28)

En un matraz balon de 25 mL se adicionaron
0.25 g (0.93 mmol) de nfestradiol, 0.38 g

(2.78 mmol) de KCO; y 1 mg de FTBA en

acetonitrilo, posteriormente se adicionaron 0.05
g (0.124 mmol) de 1,3,5-tris(bromometil)benceno
(24). La reaccion se mantuvo bajo agitacion
magnética a 70 °C durante 48 h. Al término de la

reaccion se filtraron las sales y se lavaron con

CH.Cl,, se evaporaron los disolventes a vacio
obteniendo @8 como un sélido beige (0.120 g, 92 %) p.f. 140-2@3IR {ma/cmi’): 3320
(OH), 2928, 2864, 2162, 2021, 1606, 1575, 1496414832, 1378, 1279, 1230, 1157, 1100,
1075, 1036, 1011, 970, 943, 918, 856, 818, 786, 68%, 580. RMN'H (CDCk, 500 MHz)
on: 7.44 (3H, s, H-1), 7.21 (3H, d,= 8.6 Hz, H-1"), 6.77 (3H, ddl = 8.5, 2.4 Hz, H-2’), 6.71
(3H, d,J = 2.4, H-4"), 5.04 (6H, s, H-3), 3.81 (3HJt= 3.15 Hz , H-17"), 2.85 (6H, m, H-6"),
0.69 (9H, s, H-18). RMN®C (CDCE, 125 MHz)dc: 156.6 (C-3'), 138.2 (C-2), 138.2 (C-5'),
133.2 (C-107), 126.5 (C-1'), 125.9 (C-1), 114.9 4Q; 112.3 (C-2"), 80.1 (C-7’), 69.8 (C-3),
47.8 (C-14’), 45.6 (C-13’), 43.7 (C-9'), 39.1 (C}B32.5 (C-12'), 31.6 (C-16’), 30.0 (C-6),
28.1 (C-77), 26.3 (C-11"), 24.3 (C-15’), 17.1 (C:L8HRMS (APCI) (m/z): calculada para
CeaH770s [M - OH]" 913.5849, encontrada 913.5766 [M - OH]
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7.7.3 Conjugadoesteroidal G1 con nucleo bencénico trisustituidaivddo del 14-
etinilestradiol(29).

En un matraz de 25 mL se
adicionaron 0.26 g (0.88 mmol) de
etinilestradiol, 0.20 g (1.40 mmol)
de KCO3; y 1 mg de FTBA en
acetonitrilo.  Posteriormente  se
adicionaron 0.05 g (0.07 mmol) de
26, la reaccion se mantuvo bajo
agitacion magnética a 70 °C durante
ﬁ 48 h, observando la formacion de un

sélido amarillo, se decanto el liquido

de la reaccién y el solido se lavo copCHy hexano obteniendo 20 como un solido beige
(0.11 g, 89 %) p.f. 178-180 °C. IR L/cm?): 3477(0-H), 3293 (EC-H), 2928, 2867(C-H)
2162, 2107, 2040, 1600, 1576(C=C aromético), 14953, 1379(C-O éter), 1330, 1290,
1245, 1231, 1158, 1146, 1046, 1019, 969, 860, 848, 783, 648, 622, 573, 55RMN H
(CDCl3, 500 MHz) 6y: 7.48 (3H, s, H-1), 7.19 (6H, d,= 8.5 Hz, H-1"), 7.08 (3H, seiial
ancha, H-7), 7.02 (6H, sefal ancha, H-5), 6.76 @H,= 7.8 Hz, H-2’), 6.70 (6H, s, H-4'),
5.10 (6H, s, H-3), 4.99 (12H, s, H-8), 2.82 (12kfia ancha, H-6’), 2.60 (6H, s, C-20), 0.87
(18H, s, H-18"). RMN"C (CDCk, 125 MHz)dc: 159.2(C-4), 156.7 (C-3'), 139.4 (C-6), 138.1
(C-5), 137.8 (C-2), 133.0(C-10"), 126.5 (C-1’),8.2 (C-1) 118.9 (C-7), 114.9 (C-4’), 113.2
(C-5), 112.4 (C-2), 87.6 (C-19), 79.9 (C-17’), .24(C-20’), 69.7 (C-8, C-3), 49.5 (C-14),
47.2 (C-13’), 43.6 (C-9"), 39.5 (C-8’), 39.0 (C-1632.8 (C-127), 29.9 (C-6), 27.3 (C-7),
26.5 (C-11’), 22.9 (C-15’), 12.8 (C-18’). MALDI-M3OF: calculada para;gHi6s01sNa [M

+ NaJ" 2268.2281, encontrada 2268.3494 [M +Na]
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7.7.4 Conjugadesteroidal G1 con nucleo bencénico trisustituidivddo del estradiol30).

En un matraz balén de 25 mL se adicionaron
0.50 g (1.68 mmol) de tifestradiol, 0.76 g
(5.54 mmol) de KCOs;y 1 mg de FTBA en
acetonitrilo. Una vez disueltos los
componentes se adiciond 0.05 g (0.07 mmol)
de 26 manteniendo la reaccion bajo

agitacion magnética a 70 °C durante 48 h,

observando la formacién de un soélido

amarillo, se decanto el liquido de la reaccion
y se lavo con kD y hexano obteniendo3® como un sélido beige (0.120 g, 88 %) p.f. 171-
173 °C. IR {madcm’): 3438 (O-H), 2930, 2863(C-H), 2166, 1599(C=C-ahtiov), 1496,
1453, 1376(C-O éter), 1286, 1231, 1155, 1100, 1088, 941, 845, 784, 721, 691, 647, 590.
RMN *H (CDCh, 500 MHz)dy: 7.48 (3H, s, H-1), 7.19 (6H, d,= 8.4 Hz, H-1'), 7.08 (3H,
sefial ancha, H-7), 7.01 (6H, sefial ancha, H-5% @HA, d,J = 8.1 Hz, H-2"), 6.69 (6H, sefal
ancha, H-4'), 5.09 (6H, s, H-3), 5.01 (12H, s, H&BO (6H, d,J) = 8.1 Hz, H-17), 2.83 (12H,
sefial ancha, H-6"), 0.68 (18H, s, H-18"). RMRC (CDCk, 125 MHz)dc: 159.2 (C-4), 156.7
(C-3), 139.4 (C-6), 138.2 (C-5"), 137.8 (C-2), 133C-10"), 126.5 (C-1"), 126.1 (C-1), 118.8
(C-7), 1149 (C-4), 113.2 (C-5), 112.3 (C-2"), BOC-17"), 69.8 (C-8, C-3), 47.8 (C-14"),
45.6 (C-13’), 43.7 (C-97), 39.1 (C-8’), 32.5 (C-)231.6 (C-16"), 30.0 (C-6’), 28.2 (C-7),
26.3 (C-11’), 24.4 (C-15’), 17.2 (C-18’). MALDI-M3OF: calculada paraigHi6s01sNa [M

+ NaJ 2124.2481, encontrada 2124.3460 [M +Na]
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7.8 Sintesis de los dendrimeros hibridos

7.8.1 Tert-butil 3-[(2-tert-butoxicarbonil-etil)-(3-hidroxi-fpil)-amino]-propionatd33)

El compuesto 33 fue sintetizado de acuerdo al piiogento

A/B reportado en la literatuf®. FT-IR (cm-1): 3442 (OH), 2976,
0.0 2933, 2825 (C-H), 1724 (C=0); RMM (CDCl, 500 MHZz)6::

6
4.14 (-OH), 3.72 (2H, t) = 5.6 Hz, H-1), 2.73 (4H, §= 7.3 Hz,

54
xo\n/\/“'\s/z\fo” H-4), 2.61 (2H, tJ = 5.6 Hz, H-3), 2.38 (4H, § = 7.3 Hz, H-5),
° 1.67 (2H, dtJ = 10.7, 5.6 Hz, H-2), 1.43 (18H, s, H-8). ). RMN
%C (CDCE, 125 MHz)dc: 171.8 (C-6), 80.6 (C-7), 63.1 (C-1), 53.0 (C-89,3 (C-4), 33.3
(C-5), 28.4 (C-2), 28.1 (C-8). HRMS (ESI) (m/z)lmdada para GHs3N:Os+H", 332.2432;
encontrada 332.2438.

7.8.2 tert-Butyl 3-[(2-tert-butoxicarbonil-etil)-(3-iodo-praf-amino]-propionato §4). En un
matraz balén con 4 mL de GEl, anhidro bajo atmosfera de,N
se adicionaron 0.39 g (1.50 mmol) defP0.10 g (1.5 mmol) de

06 0o imidazol y al paso de 5 min se adicionaron 0.38.5§0 mmol,)

e

SN4 ) de iodo. Posteriormente se adicioné una soluci6i0.88 g (1
o) N | . .,
x\rf\/ \3/\1/ mmol) de 33 en 1 mL de CKCl, anhidro. La reaccién se
(0]
mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura emtdi

durante 1 h. Al término de la reaccion el oxiddrifenilfosfina se filtro del crudo de reaccion
y el producto se purificé por columna cromatogi@fampleando una mezcla hexano:EtOAc
(70:30) para obtener 34 (0.35 g, 80.01 %) como una miel amarillR. (vma/cmi'): 2975,
2930, 2817 (C-H), 1724 (C=0). RMM (CDCL, 500 MHz)dy: 3.20 (2H, tJ = 6.7 Hz, H-1),
2.68 (4H, tJ =7.1 Hz, H-4), 2.47 (2H, ] = 6.4 Hz, H-3), 2.34 (4H, ] = 7.1 Hz, H-5), 1.91
(2H, q,J = 6.4 Hz, H-2), 1.42 (18H, s, H-8). RMNC (CDCE, 125 MHz)dc: 172.0 (C-6),
80.4 (C-7), 53.5 (C-3), 49.5 (C-4), 33.9 (C-5),B(C-2), 28.2 (C-8), 5.3 (C-1). HRMS (ESI)
(m/z): calculada para@z,N10411 [M]* 442.1448, encontrada 442.1454 [M]
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7.8.3 Tert-butil-3-[(2-tert-butoxicarbonil-etil)-{&8zido-propil)-amino]-propionat(85).

)

0._0O

5N 4
2
O N~ N3
T

En un matraz balése adicionaron 0.29 g (0.68 mmol) 3en

10 mL de DMF anhidro, seguido de 0.09 g (1.35 mmale

6 NaN;. La suspension resultante se mantuvo bajo agitacio
magnética, en atmosfera de; il 60 °C durante 20 h. La
suspension se concentrd bajo presion reducidgoyodlucto se

extrajo en 20 mL de Ci€l, y se lavd con kD hasta lograr la

eliminacion del DMF. La fase organica se seco6 sbla&0, y se concentré para obtene3®
(0.20 g, 85 %) como una miel amarilla. R.{/cm™): 2976, 2932, 2819 (C-H), 2094 N\
1725 (C=0). RMN'H (CDCl, 500 MHz)dy: 3.30 (2H, tJ = 6.7 Hz, H-1), 2.68 (4H, t] =
7.1 Hz, H-4), 2.44 (2H, 1 = 6.7 Hz, H-3), 2.32 (4H, § = 7.1 Hz, H-5), 1.68 (2H, quind,=
6.7 Hz, H-2), 1.42 (18H, s, H-8). RMNC (CDCk, 125 MHz)dc: 172.0 (C-6), 80.4 (C-7),
50.5 (C-3), 49.4 (C-4), 49.3 (C-1), 33.7 (C-5),128C-8), 26.8 (C-2). HRMS (ESI) (m/z2):
calculada para GH3)N4O4 [M]* 357.2496, encontrada 357.2497 [M]

7.8.4 Dendrimero hibridd6

En un matraz balon se adicionaron 0.02 g
(0.10 mmol ) de ascorbato de sodio, 0.06 g
(0.48 mmol) de acido benzoico y 0.008 g
(0.05 mmol,) de CuSO5H,O a una
solucion de tert-butil alcohol: @ (6 mL,
2:1 v/). Posteriormente se adicionaron
0.07 g (0.07 mmol,) d&7 y 0.09 g (0.24
mmol,) de35. La reaccién se mantuvo bajo
agitacibn  magnética a temperatura
ambiente durante 48 h. Al término de la
reaccion se adicionaron 10 mL deHy
20 mL de CHCI,, la fase orgéanica se lavo

con una solucion saturada de NaHG®x

15 mL) y se seco sobre pBO,. El disolvente se evaporé a presion reducidapraducto se

disolvié en CHCI, (minima cantidad) y se precipité con hexano hksi@desaparicion de la
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azida. El sélido obtenido se secé a presion redyaéata obtener 36 (0.1119 g, 75 %) como
un sélido amarillo, p.f. 76-78 °C. IRa/cm™): 2974, 2928, 2866 (C-H aliph.), 1722 (C=0).
RMN *H (CDCk, 500 MHz)dy: 7.62 (3H, s, H-20"), 7.42 (3H, s, H-1), 7.11 (3H,J = 8.6

Hz, H-1"), 6.72 (3H, ddJ = 8.6, 2.2 Hz, H-2'), 6.68 (3H, d,= 2.2, H-4'), 5.01 (6H, s, H-3),
4.39 (6H, t,J = 6.8 Hz, H-21"). RMN"C (CDCk, 125 MHz)dc: 172.1 (C-26'), 156.6 (C-3"),
153.5 (C-19'), 138.1 (C-2), 138.1 (C-5’), 133.1 1G9, 126.4 (C-1"), 125.9 (C-1), 122.0 (C-
20), 114.8 (C-4), 112.2 (C-27), 82.3 (C-17"), &(C-27"), 69.7 (C-3), 50.1 (C-23"), 49.1 (C-
24’), 48.5 (C-14"), 47.8 (C-21"), 47.3 (C-13"), 3(C-9), 39.5 (C-8’), 37.8 (C-16’), 33.5 (C-
25’), 30.0 (C-12%), 29.9 (C-6"), 27.4 (C-11"), 26(B-15"), 23.4 (C-22'), 14.3 (C-18’). HRMS
(ESI) (m/z): calculada para;§gH174N1:0:1g+H", 2072.3142, encontrada 2072.2956. Calculada
para  GoHi7aN12O01gt2H™,  1036.6607, encontrada 1036.6588. Calculada para
CiaH17N12016+3H, 691.4429, encontrada 691.4423.

7.8.5 Dendrimero hibrid87.

En un matraz balén se agregaron 0.08 g
(0.037 mmol) de36, en 2 mL de TFA y 3
gotas de agua. Al término de la reaccion se
evapora el TFA a presion reducida para
obtener un aceite café, el cual fue triturado
con DCM;hexane (50:50) hasta la
eliminacion de TFA. El sélido obtenido se
seco al vacio para obteneB8a(0.0620 g, 93
%) como un solido beige con punto de
descomposicién a 330 °C. IRyh/cm):
3,600 a 2,220 (COOH), 2928, 2871 (C-H),
1715, 1667 (C=0). RMNH (DMSO-a;, 500
MHz) dn: 7.88 (3H, s, H-20"), 7.38 (3H, s, H-1), 7.04 (3HJd= 7.7 Hz H-1'), 6.65 (3H, s,
H-4"), 5.00 (6H, s, H-3), 4.38 (6H, 4,= 6.8 Hz,H-21"). RMN *C (DMSO-d, 125 MHz)dc:
172.3 (C-26’), 156.5 (C-3’), 154.7 (C-19’), 138G3-R), 138.0 (C-5"), 133.0 (C-10’), 126.7 (C-
1'), 126.4 (C-1), 123.1 (C-20"), 114.9 (C-4"), 1IAC-2), 81.6 (C-17"), 69.3 (C-3), 50.2 (C-
23'), 49.0 (C-24), 48.0 (C-14"), 47.3 (C-21"), £7(C-13’), 43.6 (C-9’), 39.7 (C-8'), 37.7 (C-

16"), 33.2 (C-12"), 30.7 (C-25"), 29.9 (C-6"), 27(6-7’), 26.5 (C-11’), 26.4 (C-15’), 24.0 (C-
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22), 14.8 (C-18). HRMS (ESI) (m/z): calculada paiCiooH174N12016+H", 2072.3142,

encontrada 2072.2956. Calculada para,d¢@i7N1:0:6+2H", 1036.6607, encontrada
1036.6588. Calculada paras174N12:0:g+3H"™, 691.4429, encontrada 691.4423.

7.9 Sintesis de los dendrimeros tipo fenilalilétefAPE) de primera (47) y segunda (49)
generacion con nucleo de fluoroglucinol

7.9.1 Dendrimero 1,3,5-Tri(3,5 Bis(aliloxi)bencilibencenq47).
En un matraz balén se colocaron 1.53 g (11.10 mmol)
de KCO; en 60 mL de DMF y 12 mL de THF. La

suspension se desgasific6 durante 1 h cen sd

adicionaron 0.20 g (1.23 mmol) de fluoroglucinol
(45). La reaccion se calentd a 70 °C, enseguida se
adicionaron 0.88 g (3.69 mmol) de cloruro de 3,5-
dialiloxibencilo manteniéndose en calentamiento

durante 24 h. Al término de la reaccién, se enf®,

vertio en hielo y se dejo bajo agitacion durante [k

fase organica se extrajo con £Hb/H,O obteniendo al compuesto como una miel ambar, que
se purificé por placa cromatografica (25x25 cm) kErapdo como fase mévil hexano:acetato
de etilo (8:2), para obtener 0.71 g (1.13 mmol)aehpuesto como una miel amarilla en un
rendimiento del 79 %. IR\/.(waJcm'l): 3384, 2966, 2932, 1715, 1595, 1446, 1376, 12982,
1149, 1045, 927, 829, 750, 684. RMN (CDCk, 500 MHz)dy: 6.59 (6H, dJ = 2.2 Hz, H-
5), 6.24 (3H, s, H-1), 6.46 (3H, 3,= 2.2 H-7), 6.05 (6H, ddf] = 17.3, 10.6, 5.3 Hz, H-9),
5.42 (6H, dtJ = 17.3, 1.3 Hz, H-10a), 5.29 (6H, dt= 10.5, 1.3 Hz, H-10b), 4.92 (6H, s, H-
3), 4.52 (12H, dt) = 5.3 Hz, H-8). RMNC (CDCl, 125 MHz)dc: 160.8 (C-2), 160.2 (C-6),
139.4 (C-4), 133.4 (C-9), 118.4 (C-10), 106.4 (CHH)1.6 (C-7), 95.1 (C-1), 70.2 (C-3), 69.1
(C-8). MS, m/z (%): 732 (M+), 513 (47), 363 (10297 (38), 242 (97), 203 (100), 121 (46),
81 (27), 41 (47).

115



Desawrollo-experimental

7.9.2Dendrimerdl,3,5-Tri(3,5 Bis(feniloxi)benciloxi)bencer(ds).

En un matraz balén se adicionaron 0.10 g (1.36 mmol
de 9, 0.01 g (0.034 mmol) de trifenilfosfina () y 5
gotas (0.41 mmol:0.41 mmol) de una mezcla de acido
formico-trietilamina (1:1) en etanol como disolventa
mezcla de reaccion se desgasifico por 30 min cgry N
se agregd 1 mg de acetato de paladio (ll) obteniend
0.063 g (0.136 mmol) dd8 como una miel café. El
crudo de reaccion se utilizo sin purificar paraitfuiente
reaccion de acoplamiento. IRmk/cm™): 3322, 2930, 1596, 1434, 1370, 1144, 1047, 997,
919, 842, 723, 682, 594. RMM (CDCls, 500 MHZz)4y: 6.44 (6H, sefial ancha, H-5), 6.31
(3H, sefial ancha, H-7), 6.23 (3H, s, H-1), 4.92,(6HH-3). RMN*C (CDCE, 125 MHz)dc:
161.1 (C-2), 159.0 (C-6), 140.0 (C-4), 106.0 (CH,(C-1), 71.4 (C-3).

7.9.3Dendrimerdl,3,5-Tri(3,5-Bis(3,5Bis(aliloxi)benciloxi) benckdbencenq49)

El compuestad9 se obtuvo por las dos

rutas sintéticas. Por la ruta divergente, en
un matraz balén se colocaron 0.589 ¢
(4.26 mmol) de KCO; en 30 mL de
DMF y 6 mL de THF. La suspensién se
desgasificO durante 1 h conjNse
adicionaron 0.10 g (0.203 mmol) dé&.

La reaccion se calento a 70 °C,
enseguida se adicionaron 0.145 g (0.609
mmol) de cloruro de 3,5-dialiloxibencilo

(5) manteniéndose en calentamiento

durante 72 h. Al término de la reaccion,
se dejo enfriar, se vertié en hielo y se mantuyjo bgitacion magnética durante 1 h. La fase
organica se extrajo con GEl,/H,O obteniendo al compuesto como una miel &mbar,sque

purificd por placa cromatogréafica (25x25cm) emptiarcomo fase movil hexano:EtOAc
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(7:3), para obtener49 (0.210 g, 30 %) como una miel amarilla. Métoda @& convergente)
en un matraz se agregaron 0.118 g (0.72 mmol)udedlucinol, 1.23 g (2.18 mmol) de la
dendrona 44), K,COs;y FTBA en DMF. La reaccion se mantuvo a reflujoatie 36 h, al
término de la reaccion el producto se extrajo céhC,:H,O y se secO sobre P8O, el
solvente se evaporo a presion reducida y se purgar columna cromatografica con una
mezcla de hexano:EtOAc (7:3) para obtend®40.505 g, 40 %) como una miel ambar. IR
(vma/cm®): 3080, 2867, 1591, 1447, 1372, 1295, 1142, 1082, 923, 829, 681 RMNH
(CDCls, 500 MHz)dy: 6.66 (6H, dJ = 2.2 Hz, H-5), 6.58(12H, dl = 2.2 Hz, H-10), 6.54
(3H, t,J = 2.2 Hz, H-7), 6.44 (6H, f] = 2.2 Hz, H-12), 6.25 (3H, s, H-1), 5.99-6.07 (12K
H-14), 5.40 (12H, dtJ = 17.3, 1.5 Hz, H-15a), 5.27 (12H, dt= 10.5, 1.5 Hz, H-15b),
4.96(12H, s, H-8), 4.93 (6H, s, H-3),4.50 (24H,X3% 5.3, 1.5 Hz, H-13). RMNC (CDCE,
125 MHz)c: 160.6 (C-2), 160.1 (C-6), 160.0 (C-11), 139.24)C139.1 (C-9), 133.1 (C-14),
117.9 (C-15), 106.5 (C-5), 106.2 (C-10), 101.77)¢101.45 (C-12), 94.1 (C-1), 70.1 (C-3),
68.9 (C-8). HRMS (ESI) (m/z): calculada pargd8i0d021 [M + H]* 1705.7417, encontrada
1705.7412 [M + H.

7.10 Evaluacion anticancerigena de los conjugadosteroidales dendriméricos.
7.10.1 Materiales

Se prepararon soluciones Stock (10 mM) de los gajas esteroidales dendriméricos,
disolviendo las cantidades adecuadas de cada cstoprreDMSO. Los medids12, DMEM
(medio modificado Dulbecco Eagle), el suero fetal lwbvino, L-glutamina, penicilina y
estreptomicina fueron adquiridos en la casa comle8igma, a su vez la calceina AM fue
adquirida en los Laboratorios PAA GmbH (Austria).

7.10.2 Cultivos celulares.

Las lineas celulares cancerigenas empleadB&s$/ (leucemia cronica linfoblastica T),

MCF-7 (adenocarcinoma de sendjleLa (adenocarcinoma cervical) $J (linfoblastos
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epiteliales normales) fueron obtenidos deAlaerican Type Culture CollectioVirginia,
Estados Unidos).

Las células de MCF-7 fueron cultivadas en medi@ Fralientras que el resto de las lineas
celulares fueron cultivadas en medio DMEM. A todims cultivos se les adicioné 10% de
suero fetal bovino inactivado por calor, 2 mM deglutamina y 1% de penicilina-

estreptomicina. Los cultivos celulares fueron iramds a 37° C en atmosfera himeda y 5% de
CO..

5.10.3 Evaluacion de citotoxicidad celular mediaitensayo de Calceina AM.

Suspensiones de aproximadamente 1.25 x 105/mL asélde cada linea celular
cancerigenaEM, MCF-7y HelLa) y células controlBJ) fueron depositadas en 96 pozos de
las placas de cultivo y después de 12 horas déaoadn se afiadieron las concentraciones
deseadas de los conjugados esteroidales, esterpideadrimeros de partida disueltos en
DMSO en concentraciones de 1 a 84 realizando el analisis por triplicado. Los cultsv
control BJ) fueron tratados Unicamente con DMSO. Despuéd®ias de incubacion se les
afadio a cada pozo de las placas de cultivo soly@@aM) de calceina AM y enseguida las
placas de cultivo fueron incubadas por una horai@whl. Al término de la hora extra de
incubacion se procedié a la cuantificacion de laorscencia de las células viables,
empleando un fluorometro Fluoroskan Ascent (Lalesgs) y las concentraciones citotoxicas
efectivas fueron calculadas y expresadas comg dCpartir de curvas dosis-respuesta. El

estudio de citotoxicidad fue realizado por triptioa

Las pruebas de citotoxicidad se realizaron en@@de investigacion del Dr. Miroslav

Strnad en la Facultad de ciencias de la UniversigaBalacky, Republica Checa.
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Tabla 9. Datos cristalograficos de rayos-X de las dends@n@y 9.

Compuesto 7 8 9
Datos del Cristal
Formula condensada 215704 Co7H>7 04 Co7Hoe C|403
Peso molecular (g mol 466.5 458.5 540.28
Tamafo del cristal (mm) 0.25x0.2x0
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico  Monoclinic
Grupo espacial P-1 P2/n P2/c
Parametros de la celda
alA 8.2400 (3) 17.0350 (7) 23.1300 (7)
b/A 9.0790(3) 4.7190(3)| = 13.3520 (5)
c/A 16.4280 (5) | 33.3975(9) 8.5090 (2)
a(®) 85.006 (2) 90.0(0) 90.0
B(*) 75.689 (2) 119.516(2) 99.441 (2)°
v(°) 84.693 (2) 90.0(0) 90.0000
VIA® 1183.12 (7) | 2336.33(30) 2592.26 (14)
Z 2 4 4
Densidad calculada (g ¢m 1.31 1.30 1.38
Coeficiente de absorciéon mim 0.094 0.097 0.484
F(000) 496 976 1120
Parametros de coleccién
Longitud de ondaij A 0.71073 0.71073 0.71073
Temperatura (K) 293 293 293
Reflecciones colectadas 17820 10912 15807
Ref. Ind. (Rint) 5361 (0.059) 4949(0.05P) 5868 (0.046)
Ref Observadas 3347 2775 3842
Refinamiento
GoF 1.019 1.023 1.064
Rw (todos los datos)) 0.191 0.206 0.174
Apmax/e K 0.351 0.399 0.54
Apmin/e A -0.338 -0.358 -0.50
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Tabla 10. Distancias de enlace, &ngulos de enlace y dilesdsalectos de la dendrona

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (°)
c2—C1 0.932 (16) C1—C2—C3 138 (2)
c3—C2 1.51(3) 01—C3—C2 106.0 (19)
C3—01 1.57 (3) C4—01—C3 109 (2)
C4—01 1.48 (3) 01—C4—C5 112.9 (10)
C5—C4 1.385 (3) C6—C5—C4 119.1 (2)
C5—C6 1.373 (3) C5—C6—C7 119.98 (19)
C6—C7 1.395 (3) C5—C6—C8 116.96 (19)
Cc6—C8 1.507 (3) C7—C6—Cs8 123.1 (2) C13
C8—02 1.416 (3) 02—C8—C6 109.98 (18)
C9—02 1.373 (2) C9—02—C8 117.70 (16)
C10—C9 1.384 (3) 02—C9—C10 115.23 (18)

C11—-C10 1.383 (3) C12—C11—C13 120.4 (2)
Cl11—-C12 1.392 (3) C10—C11—C13 120.8 (2
C11—C13 1.507 (3) C11—C13—-03 112.5(2)
C13—03 1.419 (3)
Angulos de torsion (°)
01—C3—C2—C1 -29 (4)
C2—C3—01—C4 -178.1 (16)
C5—C4—01—C3 -2 (2)
C5—C6—C8—02 173.4 (2)
C7—C6—C8—02 -6.9 (3)
C6—C8—02—C9 176.2 (2)
C10—C9—02—CS8 -172.4 (2)
C10—C11—C13—03 121.9 (2)
C12—C11—C13—03 -56.7 (3)
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Tabla 11.Distancias de enlace, angulos de enlace y dilreisalectos de la dendrdha

Distancias de enlace (A)

Angulos de enlace (°)

Cc4—01 1.368 (4) 01—C4—C5 122.4 (3)
Cc8—02 1.422 (3) 02—C8—C6 109.3 (2)
C9—02 1.370 (3) C9—02—C8 117.7 (2)
C11—C13 1.511 (4) 02—C9—C10 114.7 (3)
C13—03 1.410 (4) C12—C11—C13 122.1 (3)
C10—C11—C13 118.6 (3)
C11—C13—O03 114.3 (3)

Angulos de torsion (°)

C6—C8—02—C9 167.0 (2)
C5—C6—C8—02 9.4 (4)
C7—C6—C8—02 ~172.1 (3)
C10—C9—02—C8 ~161.0 (3)

C10—C11—C13—03 164.1 (3)

C12—C11—C13—03 -15.1 (5)
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Tabla 12 Distancias de enlace, &ngulos de enlace y dilesdsalectos de la dendrodia

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (°)
c2—C1 1.280 (6) C1—C2—C3 125.5 (5)
c3—C2 1.465 (5) 01—C3—C2 108.8 (3)
C3—01 1.421 (4) C4—01—C3 116.9 (2)
C4—01 1.380 (4) 01—C4—C5 116.0 (3)
C5—C4 1.390 (4) 0O1—C4—C5A 123.5 (3)
C5—C6 1.383 (4) C6—C5—C4 120.0 (3)
Cc6—C7 1.386 (4) C5—C6—C7 119.2 (3)
Cc6—C8 1.506 (4) C5—C6—C8 120.0 (3)
Cc8—02 1.428 (3) C7—C6—Cs8 120.8 (3)
C9—02 1.376 (3) 02—C8—C6 107.2 (2)
C10—C9 1.390 (3) C9—02—C8 118.2 (2)

C11—-C10 1.388 (3) 02—C9—C10 124.4 (2)
Cl11—-C12 1.378 (3) C12—C11—C13 119.8 (2)
C11—-C13 1.500 (3) C10—C11—C13 119.9 (2)
C13—Cl 1.803 (3) C11—-C13—ClI1 109.76 (19)
Angulos de torsion (°)
01—C3—C2—C1 127.3 (5)
C2—C3—01—C4 179.6 (3)
C5—C4—01—C3 178.0 (3)
C6—C8—02—C9 169.3 (2)
C5—C6—C8—02 -120.3 (3)
C7—C6—C8—02 58.8 (4)
C10—C9—02—C8 -4.1 (4)
C10—C11—C13—Cl1 105.4 (2)
C12—C11—C13—Cl1 -74.1 (3)
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Tabla 13. Datos cristalogréaficos de rayos-X de las dendrd3as15.

Compuesto 13 15
Datos del Cristal

Formula condensada Cu4H26010 Ca0H2:Br,0, 2(CH,Cl,)
Peso molecular (g mol 474.45 = 783.87
Tamafio del cristal (mm) 0.5x0.31x0.12 0.13 x 0.1 x 0.05
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P21/c P21/c
Parametros de la celda

alA 4.2921 (10) 17.5380 (12)
b/A 16.043 (4) = 4.4910(4)
c/A 17.167 (4) 20.795(1)
a(®) 900

B(°) 96.107 (8)° = 113.360(4)°
v(°) 90.0 90.0

VIA3 1175.4 (5) 1503.63(18)
z 2 2

Densidad calculada (g (%) 1.341 =1.731
Coeficiente de absorcigmm®)  0.105 5.726

F(000) =500 764
Parametros de coleccion

Longitud de ondai) A 0.71073 0.7103
Temperatura (K) 293 293
Reflecciones colectadas 7453 16012

Ref. Ind. (Rint)
Ref Observadas

Refinamiento

GoF

R, (todos los datos))
Apmax/eA®
Apmin/e A3

2053 (0.056)
1548

1.117
=0.163
=0.28
-0.28

3392 (0.073)
1779

1.049
=0.320
1.17
=-0.66¢e

130



Tabla 14. Distancias de enlace, angulos de enlace y dilesdsalectos del dendrimet8.

Distancias de enlace (A)

Angulos de enlace (°)

C1—C1i
Ci1—C2
Cc2—01
C3—01
C5—C7
C7—02
C7—03
C8—03

1.521 (4)
1.511 (2)
1.440 (2)
1.367 (2)
1.491 (3)
1.201 (2)
1.330 (2)
1.447 (3)

C2—C1—C1i
01—C2—C1
01—C3—C4
02—C7—C5
03—C7—C5
02—C7—03
C7—03—C8

114.1 (2)
107.45 (15)
115.06 (15)
124.12 (19)
112.27 (16)

123.6 (2)
116.77 (16)

Angulos de torsion (°)

C1i—C1—C2—01-
C1—C2—01—C3
C4—C3—01—C2
01—C3—C4—C5
C4—C5—C7—02
C4—C5—C7—03
C6—C5—C7—03

C5—C7—03—C10
02—C7—03—C10

59.8 (3)
~179.96 (15)
~172.62 (16)

179.62 (16)

~178.4 (2)

2.8 (3)
~177.05 (16)
~179.88 (19)

1.3 (3)
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P

Tabla 15. Distancias de enlace, &ngulos de enlace y dilesdsalectos del dendrimetb.

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (°)
C1—C1i 1.56 (2) C2—C1—C1i 111.7 (11)
ci1—C2 1.507 (14) 01—C2—C1 106.7 (9)
Cc2—o01 1.472 (12) 01—C3—C4 115.9 (9)
C3—o01 1.361 (11) C6—C5—C7 118.8 (8)
C5—C7 1.504 (13) C5—C7—Br1 110.4 (6)
C7—Br1 1.960 (9)

Angulos de torsion (°)
Cli—C1—C2—01 -60.5 (15)
C1—C2—01—C3 178.8 (9)
C4—C3—01—C2 -178.3 (9)
01—C3—C4—C5 179.1 (9)
C4—C5—C7—Br1 80.2 (10)
C6—C5—C7—Br1 -98.1 (9)
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We describe the synthesis of steroidal dendrimer conjugates of first and second generation with tetra-
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1. Introduction

More than 11 million people are diagnosed with cancer each
year and the incidence of this disease is projected to rise continu-
ously to 16 million by 2020 [1]. For this reason, the discovery of
new active drugs and the development of delivery devices capable
of improving the therapeutic index of biologically active molecules
and decreasing unwanted side effects [2] are of crucial importance.

Dendrimers are synthetic macromolecules possessing well de-
fined branching architectures in nanometric size that can be easily
tailored to endow specific properties [3-7]. They have attracted
great attention due to their potential in the delivery of anticancer
drugs because their high multivalency enhances cellular interac-
tions and promotes a faster endocytosis [8-11]. As drug delivery
systems, three strategies [12-14] have been employed: (i) forma-
tion of dendrimer networks around the drug; (ii) drug encapsula-
tion inside the dendrimer mediated by electrostatic and van der
Walls interactions; (iii) drug “conjugation” by covalent attachment
or electrostatic binding at the periphery. However, several reports
suggest [13,14] that, when a drug is encapsulated or electrostati-
cally attached to a dendrimer, it may be released prematurely in
the body as a result of a small pH change. Consequently, the ob-
served therapeutic effect is lower than one would expect. On the

* Corresponding authors. Tel.: +52 555 747 3725; fax: +52 555 747 3389 (R.
Santillan). Tel.: +420 585 634 850; fax: +420 585 634 870 (M. Strnad).
E-mail addresses: miroslav.strnad@upol.cz (M. Strnad), rsantill@cinvestav.mx (R.
Santillan).

0039-128X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.steroids.2013.09.001

contrary, the covalent conjugation, with or without the assistance
of target moieties, improves the selective drug accumulation, in-
creases the circulation time in the body, favoring a sustained liber-
ation [2,12,14] and inducing apoptosis [15-17].

Synthetic estrogens, such as 17a-ethynylestradiol and 17a-
estradiol have been used to prevent or reduce menopause symp-
toms, as oral contraceptives, in the treatment of alopecia, and in
neurodegenerative disorders such as Alzheimer and Parkinson dis-
eases [18]. Interestingly steroidal compounds have also shown
antiproliferative activity and the ability to induce apoptosis [19].
In particular, the cytotoxicity of 17a-estradiol toward human leu-
kemia Jurkat T cells has been attributed to apoptosis, mainly in-
duced in G2/M-arrested cells [20], while 17a-ethynylestradiol
has been evaluated with promising results as inhibitor of human
prostate [21] and colon cancer [22]. The combination of dendritic
compounds with steroidal derivatives has given rise to new archi-
tectures with a wide-range of biological effects when used as drug
delivery systems [23-26], including the treatment of malaria [27]
and in vitro in the lung inflammatory process [28].

With the aim to exploit the high drug payload of dendrimers
without loss of monodispersity and well defined structure, to
explore the possibility to enhance the cytotoxic activity of
17a-ethynylestradiol and 17a-estradiol, and bearing in mind the
advantages of covalent conjugation in drug delivery, four new ste-
roidal dendrimer conjugates were synthetized in this work. The
dendrimers were prepared using a flexible tetramethylene core,
and 5-hydroxy-isophtalic acid dimethyl ester as branching unit
modified to incorporate 4 units of 17o-ethynylestradiol or
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17a-estradiol for first generation (8 and 9) and 8 units for the sec-
ond (10 and 11). Their preliminary biological assays show that all
new dendrimers and dendrimeric conjugates of G1 are noncytotox-
ic against normal fibroblastic cells (BJ), but the conjugates of first
generation are able to induce apoptosis in leukemia cancer cells
(CEM) displaying a higher cytotoxic activity than the free drug.

2. Experimental
2.1. General

The 'H and '3C NMR spectra were recorded on JEOL 400 and
500, and Bruker 300 using CDCl3, DMSO-dg as solvent. Chemical
shifts are reported in parts per million (ppm) relative to internal
TMS. Mass spectra were recorded with an Agilent Technologies
MS TOF using the ESI(+) technique. IR spectra were recorded using
a Perkin-Elmer Spectrum GX FTIR spectrometer.

All reagents were commercially available. THF was refluxed
over sodium/benzophenone and distilled under reduced pressure
in a nitrogen atmosphere prior to use. Column chromatography
was carried out with silica gel (70-230 mesh). 5-Hydroxy-iso-
phthalic acid dimethyl ester (1) was synthesized following the lit-
erature [29]. Compounds 2 and 4 have been reported in the
literature, however, using the method described herein the yields
were optimized [30,31]. Unambiguous NMR spectral assignment
was attained using one and two dimensional spectra.

2.2. Synthesis of compounds

2.2.1. 1,4-Bis(3,5-bis(carboxymethyl)phenoxy )butane (2)

5-Hydroxy-isophthalic acid dimethyl ester (1) (4.29¢g,
20.41 mmol) and potassium carbonate (8.29 g, 59.98 mmol) were
stirred in acetonitrile, followed by slow addition of 1,4-dibromobu-
tane (1.1 mL, 9.26 mmol) and 18-crown-6 (1 mg). The mixture was
heated at 60 °C during 48 h, filtered and rinsed with CH,Cl,. The
solvent was removed under reduced pressure to obtain 4.30g
(9.06 mmol, 98%) of compound 2 as beige solid. M.p. 152-153 °C,
in agreement with the literature [24].

TH NMR (CDCls, 400 MHz) 6(ppm): 8.24 (2H, t, J = 1.5 Hz, H-6),
7.71 (4H, d, J = 1.5 Hz, H-4), 4.11 (4H, m, H-2), 3.91 (12H, s, H-8),
2.01 (4H, m, H-1). '3C NMR (CDCls, 100 MHz) 4(ppm): 166.2 (C-
7), 159.0 (C-3), 131.8 (C-5), 123.0 (C-6), 119.8 (C-4), 68.0 (C-2),
52.4 (C-8), 25.8 (C-1). IR (Vmax/cm™'): 2951, 2852, 2360, 1725
(0-C=0), 1596, 1453, 1433, 1337, 1312, 1238 (C-0), 1111 (C-0),
1050, 1018, 1000, 902, 875, 753, 671, 628. HR-ESI-TOF-MS (m/z):
calcd for Cy4H»6010[M+H]": 475.1604; found: 475.1583.

2.2.2. 1,4-Bis(3,5-bis(hydroxymethyl)phenoxy )butane (3)

A solution of tetraester 2 (1.52 g, 40.00 mmol) in dry THF was
added dropwise to a magnetically stirred suspension of LiAlH4
(3.00 g, 6.32 mmol) in dry THF under N,. The reaction was stirred
24 h at room temperature, and quenched by the slow addition of
a solution of ammonium chloride (10 mL) and ethyl acetate
(40 mL) with cooling. The aluminum salts were filtered and the sol-
vents were then removed under reduced pressure to give 1.52 g
(4.19 mmol, 56%) of compound 3 as a white solid. M.p. 147-149 °C.

H NMR (DMSO-dg, 300 MHz) §(ppm): 6.82 (2H, s, H-6), 6.73
(4H, s, H-4), 4.42 (8H, s, H-7), 3.99 (4H, brs, H-2), 3.35 (OH), 1.84
(4H, brs, H-1).">C NMR (DMSO-dg, 75 MHz) §(ppm): 159.0 (C-3),
144.3 (C-5), 116.9 (C-6), 111.0 (C-4), 67.4 (C-2), 63.2 (C-7), 25.9
(C-1). IR (vmax/cm™1): 3291, 3170, 2943, 2873, 2853, 1595, 1449,
1297, 1265, 1168, 1064, 1027, 979, 918, 841, 701, 677, 607. HR-
ESI-MS (m/z) caled for CyoHps0s[M+Na]*: 385.1627; found:
385.1609.

2.2.3. 1,4-Bis(3,5-bis(bromomethyl)phenoxy ))butane (4)

Compound 3 (1.28 g, 3.53 mmol) was dissolved in a 2:1 solution
of HBr: H,SO4 (100 mL), The mixture was heated at 100-110 °C for
1 h, allowed to cool and diluted with H,O (100 mL). The aqueous
solution was extracted with CH,Cl, (3 x 150 mL) and the com-
bined organic layers were washed with saturated aqueous NaHCO;
solution (100 mL), dried (MgSQ,), filtered and concentrated to
yield a brown solid. The crude product was purified by column
chromatography using hexane to obtain 1.84 g (3.01 mmol, 84%)
of 4 as a white crystalline solid. M.p. 126-128 °C.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6(ppm): 6.99 (2H, brs, H-6), 6.85 (4H,
brs,H-4), 4.42 (8H, s, H-7), 4.04 (4H, m, H-2), 1.98 (4H, m, H-1).13C
NMR (CDCl3, 75 MHz) §(ppm): 159.3 (C-3), 139.6 (C-5), 121.8 (C-6),
115.2 (C-4), 67.5 (C-2), 32.9 (C-7), 25.8 (C-1). IR (Vipax/cm ™ 1): 2928,
2871, 1593, 1452, 1388, 1328, 1296 (C-0), 1166 (C-0-C), 1055,
1019, 940, 870, 848, 732, 697, 671, 648 y 633 (C-Br).

2.2.4. 1,4-Bis(3,5-bis(3,5-bis(carboxymethyl)phenoxymethyl)
phenoxy) butane (5)

5-Hydroxy-isophthalic acid dimethyl ester (1) (0.13g,
0.62 mmol) and potassium carbonate (0.30g, 2.17 mmol) were
stirred in acetonitrile, followed by slow addition of 1,4-bis(3,5-
bis(bromomethyl)phenoxy)butane (0.10 g, 0.16 mmol) and tetra-
butylammonium fluoride (1 mg) of. The mixture was refluxed
72 h, filtered and rinsed with CH,Cl,. The solvent was removed un-
der reduced pressure to obtain 0.15 g (0.13 mmol, 82%) of com-
pound 5 as a beige solid. M.p. 176-177 °C.

TH NMR (CDCl;, 400 MHz) §(ppm): 8.27 (4H, s, H-11), 7.81 (8H,
s, H-9), 7.08 (8H, s, H-7), 6.96 (4H, s, H-4), 5.10 (2H, s, H-6), 4.08
(4H, brs, H-2), 3.92 (24H, s, COOMe), 2.00 (4H, brs, H-1). 13C
NMR (CDCl3;, 100 MHz) §(ppm): 166.1 (O=COMe), 159.7 (C-3),
158.7 (C-8), 138.1 (C-5), 131.9 (C-10), 123.4 (C-11), 120.1 (C-9),
118.5 (C-6), 113.3 (C-4), 70.2 (C-7), 67.6 (C-2), 52.5 (COOMe),
26.0 (C-1). IR (vmax/cm '): 2954, 1721 (0-C=0), 1597, 1431,
1339, 1311, 1239 (C-0), 1170, 1113, 1064, 1043, 1000, 907, 875,
836, 792, 752, 721, 682, 564. HR-ESI-TOF-MS (m/z): calcd for Cgo.
Hs50,,[M+Na]*™: 1153.3317; found: 1153.3315.

2.2.5. 1,4-Bis(3,5-bis(3,5-bis(hydroxymethyl)phenoxymethyl)
phenoxybutane (6)

A solution of 5 (0.10 g, 0.09 mmol) in dry THF was added drop-
wise to a magnetically stirred suspension of LiAlH; (0.04 g,
1.05 mmol) in dry THF under N,. The reaction was stirred 24 h at
room temperature, and quenched by the slow addition of a solu-
tion of ammonium chloride (10 mL) and ethyl acetate (40 mL) with
cooling. The aluminum salts were filtered and the solvents were
then removed under reduced pressure to give 0.04 g (0.05 mmol,
53%) of compound 6 as a white solid. M.p. 146-147 °C.

'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz) 6(ppm): 7.18 (2H, brs, H-6), 7.08
(4H, brs, H-11), 6.85 (4H, brs, H-4), 6.82 (8H, brs, H-9), 5.04 (8H,
brs, H-7), 4.44 (16H, brs, H-12), 4.05 (4H, brs, H-2), 2.48 (8H, brs,
OH), 1.87 (4H, brs, H-1). >C NMR (DMSO-dg, 75 MHz) §(ppm):
159.2 (C-3), 158.7 (C-8), 144.4 (C-10), 139.4 (C-5), 118.9 (C-6),
117.3 (C-11), 113.2 (C-4), 111.3 (C-9), 69.3 (C-7), 67.6 (C-2), 63.3
(C-12), 25.8 (C-1). IR (vmax/cm™1'): 3317 (OH), 2918, 2850, 2359,
1720, 1595, 1451, 1375, 1294, 1256, 1154, 1110, 1021 (C-0), 843,
801, 752, 684. HR-APCI-TOF-MS (m/z): calcd for CsyHsg014]-
M+Na]*: 929.3724; found: 929.3720.

2.2.6. 1,4-Bis(3,5-bis(3,5-bis(chloromethyl)phenoxymethyl)
phenoxybutane (7)

To a magnetically stirred solution of 6 (0.75 g, 0.83 mmol) in dry
CH,Cl; was added dry pyridine (0.59 mL, 7.28 mmol), followed by
dropwise addition of SOCI, (0.52 mL, 7.28 mmol) under N,. The
reaction was stirred 48 h at room temperature, and quenched by
the slow addition of water. The organic phase was extracted with
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CH,Cl,, and dried over Na,SO4. The product was purified by col-
umn chromatography using hexane:ethyl acetate (85:15) to give
0.58 g (0.55 mmol, 67%) of 7, as a white solid. M.p. 107-109 °C.
"H NMR (CDCls, 500 MHz) §(ppm): 7.06 (2H, brs, H-6), 7.01 (4H,
brs, H-11), 6.95 (8H, brs, H-9), 6.94 (4H, brs, H-4), 5.04 (8H, brs, H-
7),4.53 (16H, brs, H-12), 4.07 (4H, brs, H-2), 1.99 (4H, brs, H-1). 13C
NMR (CDCls, 125 MHz) §(ppm): 159.6 (C-3), 159.2 (C-8), 139.4 (C-
10),138.5 (C-5), 121.3 (C-11), 118.5 (C-6), 115.0 (C-9), 113.2 (C-4),
69.9 (C-7),67.6 (C-2), 45.8 (C-12), 26.0 (C-1). IR (Vpax/cm~1): 2957,
2876 (C-H), 1729, 1594(C=C), 1259 (C-0 eter), 1454, 1326, 1300,
1259, 1158, 1043, 958, 842, 708 (C-Cl), 674, 583. MALDI TOF MS
(m/z) calcd for Cs,Hs0ClgOg[M+H]": 1051.1194; found: 1050.1887.

2.2.7. 17a~-Ethynylestradiol-dendrimer conjugate of first generation
(8)

17a-Ethynylestradiol (0.19 g, 0.64 mmol) and potassium car-
bonate (0.30, 2.17 mmol) were stirred in acetonitrile. To this solu-
tion were added 4 (0.10 g, 0.16 mmol) and tetrabutylammonium
fluoride (1 mg). The reaction was refluxed 3 days, and rinsed with
CH,Cl,. The solvent was removed under reduced pressure and the
crude product was purified by column chromatography using
EtOAc in hexane to give 0.18 g (0.12 mmol, 74%) of 8 as a pale yel-
low solid. M.p. 153-155 °C.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) §(ppm): 7.20 (4H, d, ] = 8.6 Hz, H-1"),
7.05 (2H, s, H-6), 6.92 (4H, s, H-4), 6.76 (4H, dd, J,=8.6 Hz,
Jm=2.7Hz, H-2"), 6.70 (4H, d, J=2.7 Hz, H-4"), 4.98 (8H, s, H-7),
4.05 (4H, brs, H-2), 2.60 (4H, brs, H-20’), 0.87 (12H, s, Me-18").
13C NMR (CDCls;, 125 MHz) §(ppm): 159.5 (C-3), 156.7 (C-3"),
139.2 (C-5), 138.1 (C-5"), 132.9 (C-10"), 126.5 (C-1"), 118.5 (C-4),
114.9 (C-4’), 112.9 (C-6), 112.4 (C-2"), 87.6 (C-19’), 79.9 (C-17"),
74.2 (C-20"), 69.9 (C-7), 67.6 (C-2), 49.5 (C-14"), 47.2 (C-13’), 43.6
(C-9"), 39.4 (C-8’), 39.0 (C-16’), 32.8 (C-12") 29.9 (C-6"), 27.3 (C-
7'), 26.4 (C-11’), 26.0 (C-1), 22.9 (C-15"), 12.8 (Me-18"). IR (Vinax/
cm1): 3282 (=C-H), 2923, 2855, 2161 (C=C), 1716, 1662, 1601,
1496, 1456, 1377, 1289, 1231, 1159, 1058, 1021, 844, 734, 624.
HR-APCI-TOF-MS (m/z): calc for CigoH;14010[M+Na]*: 1497.8309;
found: 1497.8284.

2.2.8. 17a-Estradiol-dendrimer conjugate of first generation (9)

To a mixture of 17a-estradiol (0.18 g, 0.66 mmol), and potas-
sium carbonate (0.30 g, 2.17 mmol) in acetonitrile was added 4
(0.10g, 0.16 mmol) and tetrabutylammonium fluoride (1 mg).
The reaction was refluxed 3 days, the solvent was removed under
reduced pressure and the crude product was purified by column
chromatography using methanol/CH,Cl; to give 0.18 g (0.13 mmol,
80%) of 9 as a pale yellow solid. M.p. 154-156 °C.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6(ppm): 7.20 (4H, d, ] = 8.6 Hz, H-1"),
7.04 (2H, s, H-6), 6.92 (4H, s, H-4), 6.75 (4H, dd, J,=8.6 Hz,
Jm=2.6 Hz, H-2’), 6.70 (4H, d, J= 2.6 Hz, H-4"), 4.99 (8H, s, H-7),
4.05 (4H, brs, H-2), 0.70 (12H, s, Me-18"). '3C NMR (CDCls,
75 MHz) §(ppm): 159.5 (C-3), 156.7 (C-3’), 139.2 (C-5), 138.1 (C-
5", 133.1 (C-10’), 126.4 (C-1"), 118.4 (C-4), 114.9 (C-4’), 112.9 (C-
6), 112.3 (C-2"), 80.1 (C-17"), 69.8 (C-7), 67.5(C-2), 47.8 (C-14’),
45.6 (C-13"), 43.7 (C-9’), 39.1 (C-8), 32.5 (C-12’), 31.5 (C-16"),
30.0 (C-6), 28.1 (C-7’), 26.3 (C-11"), 26.0 (C-1), 24.3 (C-15"), 17.1
(C18"). IR (Vimax/cm™1): 3399 (OH), 2929, 2865, 1602,1496, 1231,
1156,1033, 609. HR-APCI-TOF MS (m/z): calcd for C92H114010[-
M+Na]*: 1401.8304; found: 1401.8315.

2.2.9. 170-Ethynylestradiol-dendrimer conjugate of second generation
(10)

170-Ethynylestradiol (0.56 g, 1.90 mmol) and potassium car-
bonate (0.86 g, 6.3 mmol) were stirred in acetonitrile. To this solu-
tion was added 7 (0.25 g, 0.24 mmol) and tetrabutylammonium
fluoride (1 mg). The reaction was refluxed 3 days, the solvent
was removed under reduced pressure and the crude product was

purified by column chromatography using EtOAc/hexane to give
0.56 g (0.18 mmol, 75%) of 10 as a pale yellow solid. M.p. 175-
177 °C.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) §(ppm): 7.18 (8H, d, ] = 8.6 Hz, H-1"),
7.06 (4H, s, H-11), 7.05 (2H, s, H-6), 6.99 (8H, s, H-9), 6.93 (4H, s, H-
4),6.75 (8H, dd, J, = 8.6, Jm, = 2.5 Hz,H-2"), 6.68 (8H, d, ] = 2.5 Hz, H-
4’), 5.01 (8H, s H-7), 4.97 (16H, s, H-12), 4.05 (4H, brs, H-2), 2.85
(16H, m, H-6"), 2.59 (8H, s, H-20"), 0.86 (24H, s, Me-18’). *C NMR
(CDCls, 125 MHz) §(ppm): 159.6 (C-3), 159.2 (C-8), 156.7 (C-3’),
139.3 (C-10), 138.8 (C-5), 138.1 (C-5"), 132.9 (C-10’), 126.5 (C-1"),
118.8 (C-11), 114.9 (C-4"), 113.23 (C-9), 113.16 (C-4), 1124 (C-
2’), 87.6 (C-19’), 79.9 (C-17’), 74.2 (C-20’), 69.9 (C-7), 69.7 (C-12),
67.6 (C-2), 49.5 (C-14), 47.2 (C-13’), 43.6 (C-9’), 39.4 (C-8’), 39.0
(C-16’), 32.8 (C-12’) 29.9 (C-6"), 27.3 (C-7’), 26.4 (C-11"), 26.0 (C-
1), 22.9 (C-15’), 12.8 (Me-18). IR (Vpmax/cm™1): 3285, 2930, 2868,
1598, 1496, 1454, 1291, 1231, 1145, 1050, 1020, 843, 786, 571.
MALDI TOF MS (m/z): caled for Cy13H234025[M+Na+NH;]":
3171.7355; found: 3171.7646.

2.2.10. 17u-Estradiol-dendrimer conjugate of second generation (11)

17a-estradiol (0.045¢g, 0.17 mmol) and potassium carbonate
(0.07 g, 0.50 mmol) were stirred in acetonitrile. To this solution
were added the compound 7 (0.02 g, 0.019 mmol) and tetrabutyl-
ammonium fluoride (1 mg). The reaction was refluxed 48 h, fil-
tered and rinsed with water and hexane to obtain 0.05g
(0.017 mmol, 89%) of 11 as a pale yellow solid. M.p. 169-171 °C.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6(ppm): 7.19 (8H, d, ] = 6.9 Hz, H-1"),
7.07 (4H, s, H-11), 7.03 (2H, s, H-6), 6.99 (8H, s, H-9), 6.94 (4H, s, H-
4),6.75 (8H, d, ] = 6.9 Hz, H-2"), 6.69 (8H, s, H-4’), 5.02 (8H, s, H-7),
4.05 (4H, brs, H-2), 2.82 (16H, m, H-6’), 0.68 (24H, s, Me-18"). 13C
NMR (CDCl3, 75 MHz) 6(ppm): 159.5 (C-3), 156.7 (C-3’), 139.2 (C-
5), 138.1 (C-5"), 133.1 (C-10’), 126.4 (C-1"), 118.4 (C-4), 114.9 (C-
4’), 112.9 (C-6), 112.3 (C-2’), 80.1 (C-17’), 69.8 (C-7), 67.5(C-2),
47.8 (C-14’), 45.6 (C-13’), 43.7 (C-9’), 39.1 (C-8), 32.5 (C-12"),
31.5 (C-16’), 30.0 (C-6’), 28.1 (C-7"), 26.3 (C-11"), 26.0 (C-1), 24.3
(C-15"), 17.1 (C18"). IR (Vimax/cm™~1): 3451(0-H), 2928, 2864 (C-H),
1598 (C=C), 1496, 1453, 1376, 1295, 1233, 1155, 1036, 846, 788,
710, 573. MALDI TOF MS (m/z): calcd for CiogH23402:[M+Na]™:
2962.7089; found: 2962.8896.

2.3. Biological tests

2.3.1. Cell culture

Stock solutions (10 mmol/L) of dendrimer conjugate derivatives
were prepared by dissolving an appropriate quantity of each sub-
stance in DMF. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal
bovine serum (FBS), trypsin, L.-glutamine, penicillin and streptomy-
cin were purchased from Sigma (MO, USA). Calcein AM was ob-
tained from Molecular Probes (Invitrogen Corporation, CA, USA).

The cell lines for screening (T-lymphoblastic leukemia cell line
CEM, breast carcinoma cell line MCF-7, cervical carcinoma cell line
HeLa, and human fibroblasts BJ) were obtained from the American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). All cell lines were
cultured in DMEM medium (Sigma, MO, USA), supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum, 2 mmol/L L-glutamine,
10,000 U penicillin and 10 mg/mL streptomycin. The cell lines were
maintained under standard cell culture conditions at 37 °C and 5%
CO, in a humid environment. Cells were subcultured twice or three
times a week using the standard trypsinization procedure.

2.3.2. Calcein AM assay

Suspensions of the tested cell lines (ca. 1.0 x 10° cells/mL) were
placed in 96-well microtiter plates and after 3 h of stabilization
(time zero) the compounds to be tested were added (in four
20 pL aliquots) in serially diluted concentrations in dimethylform-
amide (DMF). Control cultures were treated with DMF alone, and
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the final concentration of DMF in the incubation mixtures never
exceeded 0.6%. The test compounds were typically evaluated at
six 3-fold dilutions and the highest final concentration was gener-
ally 50 uM. After 72 h incubation, 100 pL Calcein AM solution
(Molecular Probes, Invitrogen, CA, USA) was added, and incubation
was continued for a further hour. The fluorescence of viable cells
was then quantified using a Fluoroskan Ascent instrument (Labsys-
tems, Finland). The percentage of surviving cells in each well was
calculated by dividing the intensity of the fluorescence signals
from the exposed wells by the intensity of signals from control
wells and multiplying by 100. These ratios were then used to con-
struct dose-response curves from which ICsq values, the concen-
trations of the respective compounds that were lethal to 50% of
the tumor cells, were calculated. The results obtained for selected
compounds are shown in Table 1.

2.3.3. Flow cytometric analysis of the cell cycle and apoptosis

CEM leukemia cancer cells were seeded in 100-mm culture
dishes, and immediately incubated with the test compounds. After
24 h, the cells were washed, fixed and stained in 0.1% [m/v] sodium
citrate, 0.1% [v/v] Triton X-100, 0.2 mg/mL RNase A and 10 pg/mL
propidium iodide in PBS. Their DNA contents were then assessed
with a flow cytometer (Cell Lab Quanta SC - MPL, Beckman Coulter,
CA USA), and the distribution of cells in subG; (“apoptotic cells”),
Go/G4, S and G,/M peaks were quantified, by histogram analysis,
using MultiCycle AV software (Phoenix Flow Systems, CA, USA).

2.3.4. Activities of caspases 3 and 7 (3/7)

Treated CEM cells were harvested by centrifugation and homog-
enized in an extraction buffer (10 mM KCl, 5 mM HEPES, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0.2% CHAPS, plus protease inhibitors: aprotinin,
leupeptin, PMSF; pH 7.4) on ice for 20 min. The resulting homoge-
nates were clarified by centrifugation at 10000 x g for 20 min at
4 °C. The protein contents of the samples were quantified by the
Bradford method and they were diluted to the equivalent protein
concentrations. Lysates were then incubated for 1h with
100 mM Ac-DEVD-AMC as a substrate (Sigma-Aldrich) in an assay
buffer (25 mM PIPES, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 5 mM DTT, pH 7.3).
For negative controls, the lysates were supplemented with
100 mM Ac-DEVD-CHO (Sigma-Aldrich) as a caspase 3/7 inhibitor.
The fluorescence of the product was measured using a Fluoroskan
Ascent microplate reader (Labsystems, Finland) at 346/442 nm (ex/
em).

Table 1
ICso (UM) values obtained from the calcein AM assays with the tested cancer and
normal cell lines.

Compound Cell line®
CEM MCF7 Hela BJ
17a-ethynylestradiol 19.1+1.7 >50 1.4+0.1 >50
17a-estradiol 252+64 >50 >50 >50
G1
3 >50 >50 >50 >50
8 35+1.3 >50 >50 >50
9 21102 >50 >50 >50
G2
6 >50 >50 >50 33+1.2
10 26.8+4.6 346+4.9 5.5+0.1 51+13
11 >50 >50 >50 >50

2 The cells were treated for 72 h with serial concentrations of the tested com-
pounds. The values quoted represent means * SD, these were obtained from three
independent experiments performed in triplicate using 17o-ethynylestradiol, 170~
estradiol, 3 and 6 as a control in chronic leukemia (CEM), breast adenocarcinoma
(MCF7) and, cervical carcinoma (HeLa) tumor cell lines and against normal human
fibroblasted cells (BJ).

2.3.5. Western blotting

The cells were seeded into culture medium in 100-mm culture
dishes at a density of 1.5 x 10° cells/mL and treated immediately
with dendrimer conjugate derivatives. DMF was used as a vehicle
for controls. After 24 h of treatment, the cells were washed three
times with cold PBS (10 mM, pH 7.4) and lysed in ice-cold RIPA
protein extraction buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM EDTA,
2 mM EGTA, 100 mM Nacl, 2 mM NaF, 0.2% Nonidet P-40, 30 mM
PMSF, 1 mM DTT, 10 mg/mL of aprotinin and leupeptin). The lysate
was collected into a microfuge tube and incubated on ice for 1 h. It
was then cleared by centrifugation at 10,000g for 30 min at 4 °C
and the supernatant was collected. Proteins in lysates were quan-
tified by the Bradford method and diluted with Laemmli electro-
phoresis buffer. The proteins were then separated on 10% or 12%
SDS-polyacrylamide gels, transferred to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad Laboratories, CA, USA) and stained with Ponceau S to
check equal protein loading. The membranes were blocked with
5% (w/v) non-fat dry milk and 0.1% Tween-20 in PBS for 2 h and
probed overnight with specific primary antibodies (Santa Cruz Bio-
technology, CA, USA). After washing in PBS and PBS with 0.1%
Tween-20, the membranes were probed with horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibodies and visualized with West
Pico Supersignal chemiluminescent detection reagent (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA). To confirm equal protein loading,
immunodetection was performed with anti-B-actin monoclonal
antibody (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). The experiments
were repeated three times. The protein expression in treated cells
was compared to untreated controls.

3. Results and discussion
3.1. Chemical synthesis and characterization

The dendrimeric structure consists of a core that determines the
shape and steric hindrance in the structure, promoting a spheri-
cally or ellipsoidal shape as function of generation. Noteworthy,
the PAMAM dendrimer at G1 with 8 NH, groups (1.430 KDa and
22 A) presents an irregular geometry and adopts a spherical shape
that increases the steric hindrance and the molecular rigidity in the
higher generations, complicating the drug payload at the periphery
[33]. Hence, we focused in the synthesis of dendrimeric structures
with tetramethylene core in order to promote an ellipsoidal shape
and minimize steric hindrance. We used dimethyl 5-hydrox-
yisophthalate as branching unit which undergoes modification of
the functional groups at the periphery via nucleophilic reactions
with the steroids.

Following the synthetic route shown in Scheme 1, the dendri-
mer of first generation (tetramethyl ester 2) was obtained in high
yield (98%) by reaction of dimethyl 5-hydroxyisophthalate (1) with
1,4-dibromobutane in the presence of potassium carbonate, and
18-crown-6 as the phase transfer catalyst. Subsequent reduction
of 2 with LiAlH, afforded tetraol 3 (56% yield) which was treated
with H,SO4/HBr to give tetrabromo derivative 4 (84% yield) as a so-
lid ready for coupling with the steroids or to the second iteration of
analogous transformations for the preparation of the second den-
drimer generation.

Dendrimers of second generation (5, 6 and 7) were prepared by
repeating the synthetic procedures described for the first genera-
tion, to give the methyl ester 5 in high yield (82%). The ester was
reduced to give hydroxyl derivative 6, which was converted into
benzylic chlorides to give 7.

The structures of all compounds obtained in this work were
unambiguously established using 2D NMR experiments ('H and
13C, COSY, HETCOR, DEPT 90° and 135°), in conjunction with IR
and high resolution mass spectrometry.
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Scheme 1. Synthesis of the dendrimeric structures of first and second generation.

The symmetry present in the molecules simplifies their NMR
characterization. The structures were assigned based on the multi-
plicity, chemical shift and integration of the signals. Because the
dendrimers of G1 and G2 consist of a tetramethylene core and di-
methyl 5-hydroxyisophthalate as branching units, they have simi-
lar 'H and '3C NMR spectra. Nonetheless, there are characteristic
signals like the new methylene at 5.04 ppm in G2 dendrimers that
allow distinguishing one from the other.

The main difference between the two generations is the cou-
pling of one additional branching unit that results in a spectrum
with twice the intensity of the signals compared with the precur-
sor of G1.

Reduction of the ester groups to give G2 dendrimer with 8 OH
terminal groups (6) was corroborated by the signal at 4.44 (H-
12) ppm attributed to new methylene groups and the absence of
the carbonyl group in the '*C NMR spectrum. The presence of the
hydroxyl group in dendrimers 3 and 6 was demonstrated by IR
spectra which showed broad absorption bands at 3291 and 3317,
respectively. Substitution of the hydroxyl group in 6 by chlorine
(7) induced a As of approximately 0.09 for the directly bonded
methylene.

Once dendrimers of first and second generation with haloge-
nated surface functionality were obtained, and considering the
advantages of steroidal payload in covalent conjugation, they were
coupled with the 17o-ethynylestradiol or 17a-estradiol using the

hydroxyl group at positions 3 of both steroids for conjugation with
the dendrimer, without compromising binding affinity of the estro-
gen [34]. The covalently bound conjugates of first (8 and 9) and
second generation (10 and 11) were synthesized from estrogens
17-a-ethynylestradiol and 17-a-estradiol and the corresponding
halogenated compound 4 or 7 which were linked via ether func-
tionalities, giving first and second generation conjugates in yields
of 74% and 86% (Scheme 2). It should be mentioned that a previous
publication has reported the synthesis of a dendrimeric conjugate
in which 12 molecules of the corticosteroid, methylprednisolone
(MP), were linked via ester to the PAMAM G4-OH dendrimer. In or-
der to obtain this conjugate, it was necessary to couple previously
glutaric acid to the steroid as spacer since the alternative route
incorporating the spacer to the dendrimer afforded lower conjuga-
tion ratio of MP, presumably due to steric hindrance at the periph-
ery [28]. In contrast, the steroidal conjugates 8, 9, 10 and 11,
synthesized in this work, are relatively non-hindered molecules
with high payload of steroid in the dendrimer.

The formation of the steroidal dendrimer conjugates containing
4 and 8 units of 17a-ethynylestradiol (8, 10), or 17a-estradiol (9,
11) at the periphery was confirmed by the appearance of the ste-
roidal signals in the 'H NMR and '>C NMR spectra which were
unambiguously assigned using 2D experiments and are in agree-
ment with the shifts reported for the parent steroid [35,36]. The
aromatic protons of the dendrimer were assigned according to
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Scheme 2. Synthesis of two steroidal dendrimer conjugates derivatives of 17a-ethynylestradiol and 17a-estradiol of first (8 and 9) and second generation (10 and 11).

the integral and the coupling constants, and the signal shifted to
high frequencies at 4.98 (H-7) ppm in 8 and, at 5.02 (H-12) ppm
in 10 provided evidence for the formation of the conjugates.

The '>C NMR spectrum of 8 showed 27 different carbons which
were assigned using COSY, HETCOR and DEPT experiments. The
signal corresponding to the benzyl ether C-7 (-OCH,-) at
69.8 ppm confirms the formation of G1 steroidal dendrimer conju-
gates. The '3C NMR spectrum of G2 conjugate derivative of 170-
ethynylestradiol exhibits 32 different carbons and were assigned
as previously described.

For compounds 9 and 11 the expected 25 and 30 different car-
bons are observed in the '>C NMR spectrum and the signals for
both steroidal fragments were in agreement with the data reported
in the literature [31,32] and showed very slight variations. The sig-
nals corresponding to the aromatic ring of the dendrimer and the
newly formed ether linkage were also in agreement with those of
conjugates 8 and 10 previously discussed.

Additionally to NMR, the structure of the new dendrimeric con-
jugates was corroborated by using HRMS for 8 and 9 and MALDI
TOFF for 10 and 11 since their molecular weights fall in the upper
detection limit of the equipment used in HRMS.

3.2. Biological evaluation

In order to evaluate the potential enhancement in cytotoxic
activity of 17a-ethynylestradiol and 17a-estradiol when they are
anchored to dendrimers of first and second generation, the steroi-
dal dendrimer conjugates of first (8 and 9) and second generation
(10 and 11), steroidal precursors, and hydroxyl terminated dendri-
mers (3 and 6) were screened against chronic leukemia (CEM),
breast adenocarcinoma (MCF7) and cervical carcinoma (HeLa) tu-
mor cell lines and against normal human fibroblast (B]) as control
cells. The results are summarized in Table 1.

These results show the innocuity of all dendrimers, except for
dendrimer 6, against normal BJ cells. Also, the highest sensitivity
of CEM cell line to the tested compounds, allow us determine that
the cytotoxic activity in dendrimer conjugates is due to the steroi-
dal moiety, since dendrimers are non-cytotoxic. Compounds 8 and
9 were more effective against CEM at micromolar concentrations
as compared with their steroidal precursors. However, in contrast
to expectations, when the generation is increased, the higher pay-
load of steroidal residues does not have a favorable impact in cyto-
toxic activity, as can be seen in Table 1.
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With the aim to have an illustrative 3D image of conjugates
than can help to explain the decrease of activity as a consequence
of generation increase, possible conformations of steroidal dendri-
mer conjugates were explored by conformational search calcula-
tions in aqueous medium. The Monte-Carlo [37,38] algorithm in
Spartan 08 was used, where random changes were made in torsion
angles, respecting the steroidal stereochemistry during the search.
The conformers of minimum energy of 8, 9, 10 and 11 were opti-
mized at MMFFaq level [39]. Fig. 1 shows that the steroids are
more exposed in the first generation (8) than in the second (11),
whereby the steroids interact by m-m stacking with the dendrimer
forming a very compact structure that precludes interaction with
cellular receptors.

These results suggest that our steroidal dendrimer conjugate of
first generation could potentially have therapeutic anticancer
applications against chronic leukemia and the second generation
does not show advantage due to the fact that the increase of den-
drimer size promotes hydrophobic and m—m interactions with the
steroidal moieties, inhibiting the interaction with cells.

In the context of the results reported herein (Table 1), we
decided to test G1conjugates 8 and 9 to determine how these con-
jugates disturbed the cell cycle and the possible pathway to induce
apoptosis in CEM cells by activities of caspase 3/7 and the Western
blot analysis.

To determine the phase in which the dendrimeric conjugates
induce apoptosis, CEM cells were incubated with steroidal dendri-
mer conjugates 8 and 9, flow cytometric analysis was used to
quantify the distribution of CEM cells in the different phases of
the cell cycle, and to determine the sub-G; fraction as a marker
of the proportion of apoptotic cells. The results show that treat-
ment with 8 and 9 increased the proportions of S-phase cells in
all concentrations, along with reductions in proportions of G,/M
cells. In addition, the proportion of cells with sub-G; amounts of
DNA (apoptotic cells) increased following treatment with the
tested conjugates 8 and 9, showing a threefold increase when trea-
ted with 9 50 uM relative to the untreated controls after 24 h
(Fig. 2). Thus, the tested steroidal dendrimer conjugate derivatives
of first generation effectively disturbed cell cycle and induced
apoptosis in CEM cells, via mitochondrial cytochrome c release
and resultant activation of caspase cascade, as evidenced by the
activities of caspases 3 and 7, which is mainly provoked in G2/
M-arrested cells [20].

The action of caspase 3 that cleaves and inactivates the poly
ADP-ribose polymerase-1 (PARP) that is a nuclear enzyme involved
in DNA repair, led to increased DNA damage, followed by the DNA
fragmentation through uncontrolled endonuclease activity result-
ing in apoptosis [40,41]. We determined the activities of effector
caspases 3 and 7 (3/7) in CEM cells exposed to 8 or 9 using a fluo-
rogenic substrate, Ac-DEVD-AMC, and/or the caspase 3/7 inhibitor
Ac-DEVD-CHO. Cells were treated with a series of concentrations of
the compounds exceeding their ICsq values: 5, 25 and 50 uM for
24 h. Conjugate 9 induced a ca. 3.7- and 4.3-fold increase in the
activity of caspase-3/7 after 24 h at 25 and 50 M compared with
untreated controls. Compound 8 induced a ca. 2.5-fold increase
after 24 h at the highest tested concentration (Fig. 3). The observed
increase in the expression of caspase 3/7 (Fig. 3) in conjunction
with the DNA fragmentation data (Fig. 4) confirmed that both con-
jugates of first generation are able to induce apoptosis in leukemia
cancer cells (CEM) increasing the cytotoxic activity compared to
the free drug [20] suggesting that both conjugates have a common
mechanism of action in tumor cells.

Finally Western blot analyses were used to detect changes in
expression of apoptosis-related proteins in the CEM leukemia can-
cer cell line 24 h after treatment with steroidal dendrimer conju-
gate derivatives 8 and 9 (5, 25 and 50 uM). As shown in Fig. 4,
25 and 50 uM treatments with 8 and 9 induced cleavage of PARP
after 24 h correlated with decreased levels of procaspase 3. In addi-
tion increased activity of caspase 3 was observed over the same
treatment time and concentrations for both compounds (Fig. 3).
Expression of a tumor suppressor protein p53 was observed in con-
trols of leukemia cancer cell line CEM and 8 caused its enhanced
expression after 24 h. The protein expression of p53 and Mdm?2 in-
creased strongly following treatment with 25 uM of 8, but at
50 uM protein expression decreased. For both conjugates (8 and
9) at 50 uM, after 24 h, a decreased expression of antiapoptotic
proteins Mcl-1 and Bcl-2 was observed, indicating the commence-
ment of apoptosis. As reported previously, Mcl-1 is necessary for
cell viability and its decrease could be the cause of cell death in
CEM cells [32]. This antiapoptotic protein Mcl-1 has a crucial role
in regulating the apoptosis of T-cells [42]. It is known that apopto-
sis is mediated by caspase cascade activation and that caspase-3 is
an executioner protease that cleaves PARP, resulting in DNA degra-
dation and apoptotic death [32]. Our Western blot analysis demon-
strated the dose-dependent decrease of procaspase-3 and cleavage

Fig. 1. Minimum energy conformer optimized at the MMFFaq level in Spartan 08 (wavefunction Inc., CA) of 17-a estradiol dendrimer conjugate; a) first generation (9) and b)

second generation (11).
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Fig. 3. Increases in the activities of caspase 3 and 7 in CEM cells treated with 8 and 9 for 24 h, relative to untreated controls. The data shown represent averages from
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Fig. 4. Western blot analysis of apoptosis-related proteins (PARP and procasapase-
3) in leukemia CEM cells treated with steroidal derivatives 8 and 9 compared to
their expression in untreated control cells. The expression of -actin was monitored
as a protein loading control.

of PARP after 24 h treatment with steroidal dendrimer conjugates 8
and 9 in the leukemia cancer cell line CEM (Fig. 4).

Thus, the results confirm that these conjugates can induce cas-
pase-3 activated apoptosis (Fig. 3).

In summary, we have prepared two generations of novel den-
drimers with flexible tetramethylene core and rigid dimethyl 5-
hydroxyisophthalate branching units. In order to test the utility
of these compounds, as platforms for improving the therapeutic in-
dex of biologically active molecules, we modified the surface of the
dendrimer with 17a-ethynylestradiol and 17a-estradiol to obtain
four novel steroidal dendrimer conjugates 8,9, 10 and 11. The ste-
roidal dendrimer conjugates, the free drug and dendrimer were
tested against CEM, MCF7, HeLa cancer cell lines and BJ as normal
cells. Conjugates 8 and 9 confirmed the enhancement of the ste-
roids activity against CEM when they are conjugated to first gener-
ation of dendrimer. However in the case of second generation a
decrease in cytotoxic activity was observed. This could be attrib-
uted to unfavorable conformations in the steroidal moieties which
in the case of G2 lead to a folded structure while the four steroidal
fragments are available for cell interaction in G1, as determined by
conformational search.

The observation that conjugates of first generation (8, 9) are
able to induce apoptosis in leukemia cancer cells (CEM) and show
increased cytotoxic activity compared to the free drug, suggests
that both conjugates have a common mechanism of action in
CEM cells. The interesting anti-cancer activity of the prepared con-
jugates, suggest that the steroidal dendrimer conjugates 8 and 9
could be of potential use as new anticancer drugs.
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Novel Fréchet-PAMAM hybrid dendrimers linked by triazole units as unimolecular micelles with a
hydrophobic core surrounded by a hydrophilic shell were prepared. The dendritic cores with 3 and 6
alkyne terminal groups were synthesized from 1,3,5-tribromomethyl-benzene (tBrMeB), in one case by
direct coupling with 17a-ethynylestradiol (EE); in the second one the tBrMeB was reacted with
bis(hydroxymethyl) phenol followed by chlorination of the hydroxyl groups and subsequent coupling
to EE. With this strategy, the core can be grown by further substitutions of bis(hydroxymethyl) phenol

Ke}{words" . over the halogenated terminals as Fréchet dendrimer. The hydrophilic shells used were PAMAM type
Unimolecular micelles . . R . R

Ethynylestradiol dendrons of 0.5 and 1.5 generations with azide as focal point and tert-butyl ester as end groups. The uni-
Triazole molecular micelles were obtained by cycloaddition between an azide in the selected dendron and the

alkyne terminal in the hydrophobic core to obtain a 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole. Once the coupling
was achieved, the tert-butyl ester groups were hydrolyzed in trifluoroacetic acid and the corresponding
dendrimers with carboxylic acid as end groups were completely soluble in phosphate buffer solutions of
pH 7.0, 7.4, and 8.0. All hybrid dendrimers were characterized by High Resolution Mass Spectrometry, 'H

Click chemistry

and '>C NMR, and FTIR.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Nowadays, dendrimers have been gathering much attention as
interesting functional and high-performance materials. Due to
their molecular structure, they have been considered as unimolec-
ular micelles' comprising a hydrophobic core and a polar surface
since their structural parameters are comparable to those of nor-
mal or traditional micelles.® From the architectural point of view,
they have a covalent monomer connectivity that provides better
stability toward pH, temperature, and ionic strength changes.
Additionally, the possibility to tailor the internal core provides
the opportunity to apply them in aqueous solubilization of inher-
ently water insoluble species.””® They are an attractive and prom-
ising alternative to carry and deliver drugs since the hydrophobic
interior can encapsulate drug molecules'®"'® to solve problems
such as the low aqueous solubility, lack of permeability, and in
some cases enhance the activity of bioactive molecules.'*

It is well known that dendrimers possess a well-defined
structure and high number of terminal groups which can undergo
further modifications in order to obtain new properties or manip-
ulate the existing ones, this fact makes them very promising raw
materials even at low generations.'>!® In this paper we present a

* Corresponding author. Tel.: +52 555 747 3725.
E-mail address: rsantill@cinvestav.mx (R. Santillan).

0040-4039/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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new proposal for hybrid dendrimers as unimolecular micelles con-
sisting of a hydrophobic interior (Fréchet type) functionalized with
ethynylestradiol and hydrophilic exterior (PAMAM type). This type
of dendrimers would make good candidates for carrying bioactive
compounds in two scenarios: (i) encapsulation mediated by hydro-
phobic interactions, for example steroids'’ and (ii) conjugation
where drug molecules are covalently attached at the peripheral
groups.'®

Results and discussion

Taking into account the key features of unimolecular micelles,
we designed and synthesized dendritic compounds addressing
three important elements: (i) hydrophobic core that can be
progressively enlarged to favor the encapsulation events; (ii) ethy-
nylestradiol as linker because it can promote the affinity to other
biological steroid; and envisaging possible biological applications
and (iii) PAMAM type hydrophilic surface with carboxylic acids
as end groups mainly because it has been reported that dendrimers
with anionic components are less toxic and less hemolytic than
their cationic counterparts.'®?> The carboxylic end groups can
undergo an acid-base reaction with NaOH to produce the corre-
sponding carboxylates leading to the formation of anionic entities
that prevent adhesion to the walls of blood vessels by electrostatic
repulsions and to avoid acidic solutions.??
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With the aim to evaluate different sizes of hydrophobic zones,
two steroidal cores were synthesized as hydrophobic part, taking
in mind that with a larger core the encapsulating process will be
more efficient. For the first core, 17o-Ethynylestradiol (2) was
directly coupled by ether linkage to 1,3,5-tribromomethyl-benzene
(1) to give core 3 as a pale yellow solid in high yield (91%). As the
second core, a Fréchet type dendrimer was prepared by reaction of
compound 1 with bis(hydroxymethyl) phenol (4) to give 1,3,5-
tri(3,5-bis((hydroxymethyl)phenoxy)benzene  (dendrimer 5),
followed by chlorination using thionyl chloride to achieve the cou-
pling of 17a-Ethynylestradiol and obtain 7 as a pale yellow solid
(Scheme 1). The cores 3 and 7 were completely insoluble in water,
ethanol or methanol and very soluble in chloroform or DMSO.

Along with the synthesis of the cores 3 and 7 and with the aim
to synthesize the hydrophilic part, dendrons of half-generation
were obtained by the Michael addition between 3-aminopropan-
1-ol (8) and methyl acrylate (9), to give 11, as well as aminopropa-
nol and tert-butyl acrylate (10) to obtain 12 under the conditions
previously described.>* The reason to use these acrylates was
firstly, to have the possibility to obtain higher generations by
successive reactions with ethylenediamine and then with acrylate.
Secondly, the tert-butyl ester terminal obtained opens the possibil-
ity to hydrolyze them and obtain carboxylic acids as non-cytotoxic
peripheral groups.'®?> Once dendrons 11 and 12 were synthe-
sized, the focal point -OH was transformed into the iodide (com-
pounds 13 and 14) with I, in the presence of imidazole and
triphenylphosphine®® and subsequently into the corresponding
azide derivative (15, 16) with NaN; in DMF at 70 °C (Scheme 2).%°
The structures were corroborated by 'H and '>C NMR as well as
high resolution mass spectroscopy.

The subsequent cycloaddition reaction between the alkyne
terminal on ethynylestradiol of hydrophobic cores 3 and 7 and
the azide group of dendron 16 led to novel Fréchet-PAMAM den-
drimers linked by steroids (Scheme 3). In order to obtain only a
1,4-disubstituted 1,2,3-triazole we used an adapted protocol estab-
lished by Shao et al.,>” where CuSO45H-0, sodium ascorbate, and
PhCO,H were dissolved in a mixture of t-BuOH/H,O0, for core 3,
and EtOH/H,0 for core 7, until the color associated with the copper
reduction was observed. Then the alkyne (3 or 7) and the azide (16)
derivatives were added and the reaction was allowed to proceed

\
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Scheme 2. Synthesis of dendrons with the azide group as focal point.

for 2 days to give the desired tri- and hexatriazoles in yields of
80% after a simple purification procedure which involves extrac-
tion with CH,Cl,/NaHCOs; solution, evaporation of the solvents un-
der vacuum and washings with hexane to remove the unreacted
azide. The structure of these new dendrimers, 17 and 18, was
unambiguously established by 'H and '3C NMR, and HRMS.
Formation of dendrimer 17 was confirmed by comparison with
the '"H NMR spectra of 3. As seen in Figure 1, the singlet at
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W
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R
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Scheme 1. Synthesis of hydrophobic cores with 17a-Ethynylestradiol as end groups.
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Scheme 3. Synthesis of hybrid Fréchet-PAMAM dendrimers linked via triazole units.

Core 3

\m \2|/22\§N\:4/2%?072<” Dendrimer 17
o
'H NMR Core 3
20
4 o3 N
7‘A5 7‘,0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘,0 2‘.5
1 (ppm)
'H NMR Dendrimer 17
20 2
44 O J Ee B S e

271
270
2.39

| 234
233
231

1 214
2,07

F0.4

£0.3

F0.2

F0.1

0.0

£0.15

£0.10

(0.05

(-0.00

78 76 74 72 70 6.8 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
1 (ppm)

Figure 1. 'H NMR spectra of core 3 and dendrimer 17.



D. Soto-Castro et al./ Tetrahedron Letters 55 (2014) 1014-1019

Dendrimer 17

13 r
C NMR Core 3 o5
£0.10
20
19 7 10.05
M 10.00
o 4 A, 4 d e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65
1 (ppm)
+0.8
13 C NMR Dendrimer 17 L0.7
Lo6
27
L0.5
26 17 0.4
L03
19 20
L0.2
| L ‘ »
v p AN y . AN AN fi i -0.0
d 4 I I L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65
1 (ppm)
Figure 2. '>C NMR spectra of core 3 and dendrimer 17.
Dendrimer 17 Dendrimer 18
TFA TFA
2hrt ”OKO 2hrt OH
01? OH
HO, AN | o
HO ° ]\ r
HO (fo N l\iﬁ;\j
o M, HQ
NN cgj
¥~ o} 0
HQs k©/
0,0H

N
O, QJ ko
HO HO

Scheme 4. Hydrolisis of tert-butyl ester dendrimers to obtain unimolecular micelles with carboxylic acids as end groups.

1017



1018 D. Soto-Castro et al./ Tetrahedron Letters 55 (2014) 1014-1019

H,N"_NH,

o
e D' MeoH, 5 days, rt
Ny "N -5
_)-0 2 vok
THEE MeOH, 2 days, rt

P

—~ O
o N

&L

(o]

g

N—!

Core 3
uSO,5H,0, NaAsc, PhCO,H
tBuOH/H,0, 2 days, rt

> 22
}

0\
HNlN/\)LO/,,,

e
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2.61 ppm corresponding to the alkyne proton is absent in 17 and a
new signal at 7.63 ppm assigned to H-20 from the triazole ring was
evident, along with the signals assigned to the dendron which are
overlapped with those of the steroid. Additionally in >C NMR,
(Fig. 2) the signals corresponding to C-17, C-19, and C-20 are shifted
due to the new chemical environment.

Finally for compound 17, HRMS provides the m/z values at
2073.2785, 1037.1602, and 691.7754 attributed to [M+H]",
[M+2H]*?, and [M+3H]*3, respectively, being the latter the most
abundant peak due to the high symmetry of the molecule. A similar
procedure was used to characterize dendrimer 18.

Hydrolysis of 17 and 18 was carried out in trifluoroacetic acid
(TFA) to obtain dendrimers 19 and 20, respectively, in yields
>90% bearing carboxylic acids as terminal groups (see Scheme 4).
The structure of these compounds was corroborated by NMR. The
'H NMR spectra (Supporting information) show a shift of the peak
of the triazole ring proton from 7.62 to 7.83 ppm, and the disap-
pearance of the tert-butyl at 1.46 ppm which indicates that the
hydrolysis of the ester groups was successfully achieved. Addition-
ally, a broadening in all signals could be attributed to the formation
of a salt between the tertiary amine and the carboxylic acid in the
dendrimer, promoting very short relaxation times.”® In the '3C

NMR spectra the quaternary carbon and methylenes of the tert-bu-
tyl group are absent.

The new dendrimers 19 and 20 show complete solubility in
DMSO and in phosphate buffer solutions of pH 7.0, 7.4, and 8.0.
This characteristic is favorable taking in consideration that the
pH of blood is 7.4 and in this environment these compounds could
find application as drug carriers by forming inclusion compounds.
Additionally, in order to obtain a unimolecular micelle, the solubil-
ity in water can be improved by the acid-base reaction between
carboxylic acids and NaOH to obtain a Fréchet-PAMAM type mi-
celle. The hydrophobic core and hydrophilic terminals place these
new materials as potential drug carriers for inclusion tentatively
with high affinity toward steroids with biological importance.

In order to evidence the possibility to grow the hydrophilic
shell, a dendron of 1.5 generation was synthesized. Thus com-
pound 15 was reacted with ethylenediamine, thereafter with
tert-butyl acrylate to give 21, as amber oil, see Scheme 5. The cyclo-
addition between the core 3 and dendron 21 provided the corre-
sponding tri-triazole as a green light solid in 68% yield,
Scheme 5. The structure of 22 was corroborated by NMR and HRMS
and demonstrates the feasibility of this approach for the synthesis
of unimolecular micelles where growth in both zones is possible.
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In summary we present an efficient methodology to synthe-
sized unimolecular micelles that are designed to tailor both, the
hydrophobic core and the hydrophilic shell in order to reach the
desired necessities. The evaluation of encapsulating properties is
currently under investigation.
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