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1. Introduccidén

El disefio y sintesis de nuevos farmacos para dianas farmacoldgicas bien
establecidas es un compromiso de la ciencia con la sociedad, que demanda el
desarrollo de nuevos y mas eficientes farmacos que mejoren las posibilidades
terapéuticas de los farmacos existentes, ademas que aporten una mayor actividad
biologica. Se postula, cada vez con mas fuerza, que la aplicacion de la
nanotecnologia a la medicina sera la clave para conseguir las mejoras necesarias
tanto en diagnostico como en la terapia anticancerigena. Para poder distinguirlos,
los nanofarmacos han sido definidos como “sistemas complejos de escala
nanomeétrica constituidos al menos por dos componentes, siendo uno de ellos el
agente bioactivo”. Actualmente ya existen en el mercado la aplicacién de varios
conjugados; polimero-proteina y 11 conjugados polimero-farmaco en fase clinica.
Los polimeros terapéuticos pueden ser considerados como una de las primeras

nanomedicinas poliméricas.

Estadisticas publicadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) revelan
que cada afio en México mueren alrededor de 500,000 personas por cancer, entre
los mas comunes son; el cancer de mama y el cancer de préstata. Por lo tanto,
surge la necesidad de mejores tratamientos para éstas y otras enfermedades
degenerativas, crénicas o0 quimio-resistentes. Es por eso que muchos
investigadores estan trabajando en el disefio de sistemas innovadores de transporte
para guiar el agente bioactivo de forma mas adecuada a la célula tumoral. La
conversion de nuevos agentes terapéuticos en farmacos se retrasa frecuentemente
por la falta de tecnologias o sistemas adecuados para el transporte especifico
necesario para dirigir la terapia propuesta al compartimiento intracelular correcto de
la célula dafada y, ademas, una vez alli, ser capaz de liberar el agente bioactivo a

una concentracion efectiva durante un periodo de tiempo apropiado.




En los dltimos afos, se ha observado un crecimiento exponencial tanto en el
desarrollo como en la aprobacion de nanosistemas terapéuticos hibridos y de
transporte de farmacos con aplicacion en terapias anticancerigenas, estos
nanosistemas se encuentran, en: liposomas e inmuno conjugados, nanoparticulas
o0 polimeros terapéuticos y como farmacos poliméricos o conjugados polimero-
proteina. Es importante mencionar que los dendrimeros son la siguiente etapa de la
nanomedicina, por lo que en este proyecto se centra en el uso de conjugados

dendriméricos como farmacos anticancerigenos.

Los dendrimeros son macromoléculas globulares con una estructura quimica
precisa y tamafo bien definidos, que poseen un bajo indice de polidispersidad,
multiples sitios de unién, y que pueden ser facilmente modificables para cambiar las
propiedades quimicas del sistema. Los primeros informes sobre sintesis de
dendrimeros se atribuyen al grupo Vogtle a finales del 1970, seguido por el trabajo
de Tomaliay col. a principios de 1980. La aplicacion de los dendrimeros en el area
farmacéutica y quimica medicinal esta convirtiéndose rapidamente en una de las
areas mas atractivas de aplicacion. Tal es el caso del uso de dendrimeros en la
transporte de genes, como agentes médicos de imagen, como sistemas liberadores

de farmacos.

Su alto grado de ramificacion resulta en un incremento exponencial de grupos
terminales en cada generacion, los cuales estan disponibles para su
funcionalizacion con cualquier grupo quimico o fraccién biolégica. Por lo tanto,

cuando se comparan con los polimeros lineales se observa que sus propiedades

fisicoquimicas tales como solubilidad y farmacocinética pueden ser dirigidas en un

mayor grado, lo que los hace excelentes candidatos para su aplicacion en la
liberacién controlada de farmacos por lo cual fueron utilizados para la elaboracion

de este proyecto.




2. Antecedentes

2.1. Porfirinas

Las porfirinas (Figura 1) son una clase de macrociclos presentes en la naturaleza,
y han sido llamados los "pigmentos de la vida". Esta designacion refleja su
importancia en numerosas funciones biolégicas. Son compuestos tetrapirrolicos,
consisten en cuatro anillos pirroles los cuales estan unidos por puentes metenos,
con un sistema conjugado alrededor del anillo tetrapirrol, la resonancia en este

sistema hace a las porfirinas estables.!

Figura 1. Estructura de las porfirinas.

Las porfirinas son parte fundamental en los organismos vivos, como en la sangre
formando parte de las hemoproteinas, lo que las hace biocompatibles. La vida tal
como la entendemos depende de la gama completa de procesos biolégicos que son
realizados o catalizados por proteinas que contienen porfirinas. Por ejemplo, son
los centros de reaccion fotosintéticos presentes en la clorofila de las plantas, éstas

convierten la energia luminosa en energia quimica mientras producen oxigeno a lo

largo del camino.?

En la nomenclatura aceptada por la IUPAC se identifican las posiciones meso, las

posiciones 3 y las posiciones q, tal y como se indica en la Figura 2.
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Figura 2. Nomenclatura y numeracion de un anillo porfirinico.

El anillo de la porfirina es poliinsaturado y completamente conjugado, por lo que,
las porfirinas y sus complejos con metales de transicion tienen distintas
caracteristicas de absorcion. El sistema de porfirinico es plano, contiene 22
electrones, de los cuales 18 se pueden deslocalizar y hacen que el compuesto tenga

caracter aromatico, de acuerdo con la regla de Huickel.3

2.1.1. Historia

El primer dato que se tiene del aislamiento de una porfirina fue en 1867 por
Thudicums que trabaj6 con la fraccién desnaturalizada de la hemoglobina y quien
reportd su fluorescencia roja, pero fue hasta 1871 que Hoppe-Seyler llamé a este

compuesto hematoporfirina y piloporfirina a la clorofila. Fue él quien por primera vez

adopt6 el termino porfirina, éste proviene de la palabra griega porphura que significa

morado o violeta. Posteriormente en 1883, Soret descubrié la fuerte banda de
absorcion cercana al ultravioleta, actualmente conocida como banda de Sorety que

se encuentra alrededor de los 400 nm (Figura 3).4
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Figura 3. Banda de Soret.

2.1.2. Sintesis

Dada la importancia de las porfirinas, en los ultimos afios ha surgido una nueva
direccién de investigacion dedicada a la preparacién y estudio de macrociclos
porfirinicos. En este caso, los objetivos principales han sido generar sistemas
totalmente sintéticos que tengan cierta semejanza estructural con derivados de
porfirina que se producen en la naturaleza, aunque son muy diferentes en su
composicién quimica especifica.

2.1.2.1. Sintesis de porfirinas por la condensacion de monopirroles

El primero en sintetizar una tetraarilporfirina fue Rothemund, (Esquema 1) a partir

de pirrol y benzaldehido, en un tubo sellado durante 48 horas y a 240 °C.5




[ S 240 °C,48h
Tubo sellado

Esquema 1. Sintesis de tetrafenilporfirinas disefiada por Rothemund.

Tiempo después, Adler y Longo modificaron la metodologia de Rothemund,
empleando acido propiénico como disolvente con lo cual se redujo la temperatura
de 240 °C a 140 °C y de 48 horas a tan solo 30 minutos de reaccién; sin embargo,

no se logré mejorar el rendimiento.®

Acido Prop|on|co
30 minutos

Esquema 2. Sintesis de tetrafenilporfirinas disefiada por Adler-Longo.

Posteriormente, a mediados de los ochenta Lindsey y col., basandose en estudios
mecanisticos propusieron otra mejora para la sintesis, ya que identificaron a un
intermediario clave que llamaron porfirindgeno; la metodologia de Lindsey tiene dos
etapas, que consisten en la condensacion de pirrol y benzaldehido en presencia de
un catalizador (acido trifluoroacético, trifluoruro de boro) a temperatura ambiente

para formar tetrafenilporfirin6geno. La segunda etapa consiste en la oxidacion con




2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) para convertir el porfirindgeno en

porfirina. Las suaves condiciones de reaccion del método de Lindsey incrementa el

nimero de moléculas de aldehido empleadas para la condensacion. ’

S US.

1) Trifluoruro de
boro 90 min.
2) DDQ 90 min.,

Cloroformo

o = O

Esquema 3. Sintesis de tetrafenilporfirinas disefiada por Lindsey.

2.1.2.2. Sintesis de porfirinas a partir de intermediarios tripirrdlicos

En esta sintesis de porfirinas la variante es conocida como la ruta [3+1] fue utilizada
por primera vez por Johnson® (Esquema 3). Se basa en la condensacion de las
posiciones libres del a-pirrol del tripirroano con sustituyentes adecuados situados
en Cq del otro reactivo y fue utilizado para la sintesis de amino vy tioporfirinas, el
rendimiento de esta metodologia se encuentra en el intervalo del 20-30%. El
ejemplo mas relevante para los estudios actuales es el de Taniguchi y sus
colaboradores, quienes informaron que la porfirina se obtuvo con un rendimiento del
31% mediante condensacion de tripirano 1 no sustituido con 2,5-bis

(hidroximetil)pirano.®




' \W/ 7
X=NH, 0, S
Y= R2CO, R2CHOH

R'= H, Alquil, Aril

. R1=
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R2=H, Alquil, Aril
2:R'=R%=H

Esquema 3. Sintesis de porfirinas a partir de intermediarios tripirrélicos.
2.1.3. Aplicaciones

Actualmente el estudio de sistemas multiporfirinicos involucra una gran diversidad
de campos como: la ciencia de materiales, bioquimica, quimica, biofisica y
nanotecnologia. Esto se debe a sus propiedades optoelectrénicas Unicas, que
hacen de las porfirinas excelentes candidatos para la sintesis de antenas
moleculares o sistemas fotosintéticos. Ademas, tienen aplicacion en catalisis como
el modelo del citocromo P 450 disefiado por Diederich y en medicina las moléculas
con anillos de porfirina han sido muy usadas en la terapia fotodinamica cémo

tratamiento contra el cancer.10

Complejos porfirinicos para la conversion de energia fotoquimica con moléculas de

porfirina en el centro han sido reportados por Wasielewski que describe la formacion

de multicapas con la molécula que se ilustra en la Figura 4.1%




Figura 4. Formacion de multicapas con porfirinas para el transporte de

electrones.

En este contexto se ha evolucionado en tres direcciones de investigacion
diferentes, como lo son, las que implican las sintesis de porfirinas

contraidas, isoméricas y expandidas, respectivamente.

2.1.3.1 Imagen de resonancia magnética

La imagen de resonancia magnética (IRM) es un método no invasivo, en
el cual se observa una creciente aplicaciéon de diagnéstico de muchas
enfermedades (Figura 5). Desafortunadamente, la diferencia en la sefial

de IRM para los tejidos enfermos frente a los normales es a menudo

pequefia.l?




HO(H2C)3

O(CH,);0H

O(CH,);0H

HO(H,C);

Figura 5. Estructura basica de las porfirinas utilizadas para imagen de

resonancia magnética (IRM).

2.1.3.2 Terapia Fotodinamica e Inactivacién Viral Fotodinamica

La terapia fotodinamica (TFD) es una de las nuevas modalidades que se
estd explorando actualmente para su uso en el control y tratamiento de
tumores. Esta técnica se basa en el uso de un colorante
fotosensibilizante, tal como una porfirina, que se localiza cerca o en el
sitio del tumor, y cuando se irradia en presencia de oxigeno sirve para

producir materiales citotéxicos. La TFD puede utilizarse para el

tratamiento de tumores solidos, como el cancer de pulmodn.

Dentro de la perspectiva de la terapia fotodinamica estd incluida la
inactivacion viral fotodinamica (IVF). En este caso, el objetivo es utilizar
una combinacién de farmaco fotosensibilizante y activacion de la luz para
erradicar fotodinAmicamente un virus u otro patégeno no deseado, con un

medio dado de diana.!3




Figura 6. Estructura de la safafina utilizadas para Terapia Fotodinamica

e Inactivaciéon Viral Fotodinamica.

2.1.3.3 Mejoramiento de radioterapia de rayos X (RTX)

Otra aplicacion potencialmente curativa de las porfirinas expandidas
(Figura 7) es utilizarlas como sensibilizadores en la terapia de tumor de

rayos X (RTX). Esto permitiria ser una de las estrategias mas importantes

en control del cancer, lo que haria que la radioterapia se haga mas

eficaz.14

HO(H2C)3

O(CH,CH,0),CH,

O(CH,CH,0),CH;

HO(H,C)s

Figura 7. Estructura de la porfirina utilizada en el mejoramiento de

radioterapia de rayos X.




2.1.3.4 Porfirinas expandidas como agentes aglutinantes de aniones

Esta es un area mucho mas generalizada de reconocimiento molecular y
la quimica biologica. Las razones derivan en gran medida del hecho que
tanto los aniones como los cationes son omnipresentes en la biologia.
Tienen funciones en diversos procesos como la manipulacién de energia
quimica (por ejemplo, hidrdélisis de ATP), almacenamiento vy
procesamiento de informacion (por ejemplo, ADN y ARN), y conformacion
de proteina. Muchos aniones, especialmente fosfatos, cloruros vy
carboxilatos (incluidos los aminoé&cidos) estan implicados en los ciclos

metabdlicos y pueden ser asi la causa o la cura de enfermedades (Figura
8).15

Figura 8. Estructura de la safafina utilizada como agente aglutinante de

aniones.

2.1.3.5 Porfirinas dendriméricas

Por sus propiedades, las porfirinas han sido utilizadas como bloques
dendrimeros, ya sea en el nacleo, en los brazos o en la superficie del
dendrimero, debido a que son macrociclos. Cuando son utilizadas como
nucleo, el crecimiento del dendrimero se inicia desde extremos opuestos,

esto disminuye en gran medida el impedimento estérico que pudiera haber

12




en la molécula en las primeras generaciones. El primer dendrimero con
una porfirina incluida como ndcleo en su estructura fue sintetizado por
Tomalia en 1993, este puede funcionar como sistema biomimético (Figura

9), ya que podria ser un buen candidato para mimetizar hemoproteinas.'®

Figura 9. Dendrimero con porfirina en el nacleo.

Por otro lado, Matos y colaboradores también han utilizado porfirinas como ndcleos
de dendrimeros de poli(bencil-éter). En la Figura 10 se muestran los dendrimeros

sintetizados por este grupo de investigacion, por los cuales llegaron a conclusiones

interesantes, una de ellas fue la observacion de un desplazamiento hacia el rojo de

la banda de Soret conforme aumenta la generacién del dendrimero.*’




Figura 10. Dendrimeros de poli(bencil-éter) con una porfirina cémo ndcleo.

También encotramos ejemplos de porfirinas como parte de las unidades

dendriticas, entre ellos estan las sintetizadas por Tazuko Aida con porfirina libre en

su nucleo que funciona como aceptor, ademas de porfirinas con la incorporacion de

iones zinc en los brazos dendriticos que funcionan como donadores de energia
(Figura 11). Palacin y col, también sintetizaron dendrones con moléculas de porfirina
con el fin de funcionalizar nanotubos de carbono y asi mejorar sus propiedades

fotofisicas.1®

Figura 11. Dendrimeros con moléculas de porfirina en los brazos dendriticos.




Dendrimeros con porfirinas en la periferia también han sido sintetizados, lo cual
resulta muy atil, pues incrementa exponencialmente el namero de porfirinas

conforme incrementa la generacion del dendrimero. En la figura 12 se muestra un

ejemplo de dendrimero que tienen 16 moléculas porfirinas en la periferia.'®

Figura 12. Dendrimeros tipo PAMAM con porfirinas en la periferia.

Por esta razén, en nuestro grupo de investigacion se tomo la decisién de sintetizar
dendrimeros con porfirinas, como nucleo dendrimérico, asi que a continuacion

procederemos a profundizar méas en el tema de los dendrimeros.

2.2 Dendrimeros

En la ultima década, el campo de los polimeros arborescentes (dendrimeros,
polimeros hiperramificados y altamente ramificados) se ha establecido con una gran
variedad de enfoques sintéticos, estudios fundamentales sobre la estructura y

propiedades de estos materiales Unicos y posibles aplicaciones. Los dendrimeros




son moléculas monodispersas con arquitecturas perfectamente ramificadas y bien

definidas, realizadas en una sintesis organica de mdltiples etapas.*®

Los dendrimeros son estructuras poliméricas tridimensionales que poseen 3
componentes arquitectonicos: Un nucleo, una parte intermedia (brazos dendriticos)

y una superficie (grupos terminales) (Figura 13).2°

@ Brazos Dendriticos
¥ Grupos Terminales

Figura 13. Estructura de un dendrimero.

2.2.1 Historia

La arquitectura de los dendrimeros quizé es una de las formas mas observadas de

planeta. Varios ejemplos de estos patrones se encuentran en sistemas abiéticos y

16




bioldgicos, como lo son: arboles, copos de nieve y neuronas, entre otros, (Figura
14). La razén de que esta topologia se encuentra en una amplia escala de
longitudes en sistemas bioldgicos no es clara; sin embargo, la naturaleza ha
proveido estas estructuras para la optimizacién de extraccion y distribucion de
energia, nutrientes, y el almacenamiento y recuperacion de informacion, durante

varios billones de afnos.

Figura 14. Ejemplos de estructuras dendriticas en la naturaleza.

Recientemente se ha prestado mayor atencion a la funcionalizaciébn de los
dendrimeros, los cuales son regularmente macromoléculas hiper-ramificadas con
nanoestructuras bien definidas. Un nimero de dendrimeros interesantes con grupos
organicos funcionales se han informado. Por otra parte, la incorporacién de especies
metalicas en moléculas dendriticas ha permitido el acceso a materiales altamente
ordenados con atractivas propiedades magnéticas, electronicas y foto-Opticas, asi
como reactividad caracteristica. Los dendrimeros organometalicos ofrecen varias
ventajas para adaptar las moléculas dendriticas con funcionalidades deseables
debido no sélo a la disponibilidad de una amplia variedad de compuestos organicos

gue coordinan a muchos tipos de atomos metalicos, sino también a la flexibilidad de

los modos de coordinacion entre &tomos metalicos y ligantes organicos.?!




2.2.2 Métodos de sintesis

La sintesis de dendrimeros generalmente involucra la iteracion de dos reacciones,
una de activacion, y otra de acoplamiento. Estas reacciones se llevan a cabo
simultdneamente en muchos sitios de la molécula, por lo que las reacciones deben
de ser limpias y con altos rendimientos. Los métodos divergente y convergente son

generalmente los mas utilizados para la sintesis de dendrimeros.??

2.2.2.1 Sintesis Divergente

Se desarrollé en el periodo 1979-1985 por Tomalia D. A. y col. para la sintesis de
las generaciones 1 a la 13 de dendrimeros tipo PAMAM. La sintesis divergente se
basa en el uso de mondmeros de acrilato, dando buenos rendimientos y pocos
problemas de purificacion, en comparacién con la sintesis en cascada reportada por
Buhleier et al., el cual utilizé acrilonitrilo, su sintesis daba bajos rendimientos, asi
como dificultades en la purificacion al incrementar la masa molecular. El nombre de
esta metodologia se debe a que el crecimiento del dendrimero es del nucleo y

diverge en el espacio conforme se agregan monémeros de ramificacion.

La sintesis divergente comprende la iteracion de dos reacciones (Esquema 4), la
primera de ellas es la activacion de los grupos funcionales de la superficie y la
segunda es el acoplamiento de monémeros de ramificacién, en consecuencia, se
necesitan de dos reacciones para pasar de una generacion a la siguiente. Entre las

ventajas de este método es que se pueden modificar facilmente los grupos

funcionales de la capa mas externa.??
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Esquema 4. Metodologia de la sintesis divergente de dendrimeros.

2.2.2.2 Sintesis convergente

Fue desarrollada en el periodo de 1988-1989, por Craig Hawker y Athena Phillipides
dos estudiantes posdoctorales bajo la direcciéon de M.J. Frechet y se aplicé al
desarrollo de polimeros de poli(ariléter). EI método convergente se inicia desde lo
que serd el exterior del dendrimero hacia el ndcleo, mediante esta metodologia se
sintetizan primero los dendrénes de diferentes generaciones que posteriormente se

acoplaran al nucleo obteniendo el dendrimero como se ilustra en el Esquema 5.

Esta metodologia tiene este nombre debido a que la construccion del dendrimero
comienza por las unidades dendriticas, las cuales se hacen converger en el nucleo.
La sintesis convergente se ilustra en el Esquema 5, e involucra la iteracién de dos
reacciones, la primera es la adiciébn de dos o mas unidades de superficie a una

unidad de ramificacion, para dar un producto con un punto focal no reactivo, de aqui

se sigue la activacion del punto focal, estos pasos se repiten para obtener

dendrones de mayor generaciéon, el segundo paso es el acoplamiento de los
dendrones con el ndcleo del dendrimero. Frechet M. y col. desarrollaron este
meétodo para la sintesis de dendrimeros de poli(ariléter), para ello empleaban la
reaccion de un fenol con un bromuro bencilico. Una de las ventajas que tiene esta
metodologia es que evita el gran nimero de reacciones simultaneas que son
necesarias en el crecimiento divergente, por lo que el nimero de impurezas es

mucho menor.24
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Esgquema 5. Metodologia de la sintesis convergente de dendrimeros.

2.2.2.3 Método ortogonal

En la sintesis ortogonal dos diferentes unidades de ramificacion con funciones
complementarias de acoplamiento son usadas alternativamente y un paso de
activacion in situ es empleado.?® Los reactantes seleccionados, asi como el
producto resultante deben ser inertes al paso posterior de reaccion. El término
ortogonal significa que las funcionalidades son inicialmente inertes a las condiciones
de acoplamiento, pero pueden ser activadas in situ para la subsecuente reacciéon o

acoplamiento. Si se cumple esta condicién, el dendrimero puede ser construido

divergentemente o convergentemente en tan solo pocos pasos (Esquema 6).2°

A) Activacion in situ A) Activacion in 5|tu

Esquema 6. Sintesis ortogonal, C= puntos de acoplamiento, P= grupo funcional

inactivo (protegido).

2.2.2.4 Método convergente doble-etapa

Esta nueva variante es una combinacién del método divergente y el convergente.

El paso relevante consiste en el acoplamiento de un dendrén pequefio con un grupo
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funcional activo (F) en el punto focal, producido por la sintesis convergente a un
dendrimero multifuncional de baja generacibn con sitios periféricos de
acoplamiento(C), donde el hipercentro es producido por el método divergente
(Esquema 7).%7. 28

Hipercentro

Esquema 7. Método convergente doble-etapa, C= puntos de acoplamiento, F=
grupo funcional activo (desprotegido).

2.2.2.5 Método doble exponencial

El método doble exponencial puede ser considerado basicamente como una
estrategia de crecimiento convergente, de un dendrén. Esto involucra la sintesis en
dos direcciones, hacia la periferia y hacia el punto focal. Iniciando de una unidad
ramificada, completamente protegida, (que consiste en dos sitios de acoplamiento
protegidos (C), y una funcionalidad (F, protegida)), la desproteccion selectiva es
realizada de manera que el grupo funcional (F) es activado en una de las unidades
ramificadas y las otras dos unidades de acoplamiento son activadas en el otro. Si
las dos unidades de ramificacion con grupos activos ahora reaccionan con un grupo
que tiene dos sitios de acoplamiento (C), un dendron de segunda generacion es
formado. La iteracion de la secuencia sintética permite la obtencion de un dendrén
de cuarta generacion. El acceso a dendrones de cuarta generacion tipo Fréchet,
pueden realizarse en una sola etapa por este método, pero a partir del dendrén de

segunda generacion, ya que hay una duplicacion en el nUmero de generaciones,

como se ilustra en el Esquema 8.%°




A) Desproteccion

B) Reaccioén
selectiva

C] Desproteccion

A) Desprotecciéon B) Reaccidn
selectiva C] Desproteccion

Esquema 8. Método doble exponencial. C= puntos de acoplamiento, F=grupo

funcional activo (desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido).

2.2.2.6. Método del hipermondmero

Método del hipermonémero, comparando los mondmeros convencionales FC2 o
FC3, el nimero de grupos terminales se incrementa rapidamente (ramificacion
1—4) con bloques de construccion monoméricas FC4 (ejemplo, hipermondémeros).
Sin embargo, el nUmero de pasos sintéticos requeridos para la construccion de un
dendrimero, son iguales que los requeridos por el método convencional. El curso de
la sintesis puede ser descrito como sigue: Cuatro unidades ramificadas con un
grupo funcional activo (F) reaccionan con los grupos de acoplamientos (C) activos
del hipermondmero FC4, donde el grupo funcional (F) en el hipermonémero por si
mismo es desactivado y por lo tanto se le etiqgueta como protegido (P) (Esquema

9)_30, 31




Esquema 9. Método Hipermondmero, C= puntos de acoplamiento, F= grupo
funcional activo (desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido).

2.2.3 Aplicaciones de los dendrimeros

Debido al potencial que pueden tener en la biologia, la quimica y la medicina; la
investigaciébn en su sintesis, propiedades fisicas y quimicas ha incrementado

exponencialmente en los ultimos afos.

2.2.3.1 Dendrimeros luminiscentes

Los dendrimeros luminiscentes (Figura 15) estan atrayendo actualmente mucha

atencion puesto que los temas de la investigacion de la luminiscencia, asi como del

acoplamiento o del dendrimero pueden conducir a las nuevas funciones valiosas.

De hecho, la luminiscencia es una valiosa herramienta para monitorear tanto las
propiedades basicas como las posibles aplicaciones (sensores, pantallas, laseres)
y dendrimeros son compuestos macromoleculares que presentan una estructura
quimica bien definida con la posibilidad de contener unidades quimicas
seleccionadas en sitios predeterminados y de encapsular iones o moléculas neutras

en sus cavidades dindmicas internas.32




Figura 15. Estructure de un dendrimero luminiscente.

2.2.3.2 Nanoreactores moleculares

Las propiedades de estos dendrimeros de rotaxano son diferentes de las de los
rotaxanos y de los dendrimeros individuales, por lo regular es una mezcla de ambos.
Las aplicaciones potenciales de dendrimeros de rotaxano incluyen nanorreactores

moleculares y administracion génica (Figura 16).%3
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Figura 16. Estructure de un dendrimero de rotaxano.




2.2.3.3 Fotofisicas

Los fullerenos poseen propiedades electrénicas que los convierten en candidatos
naturales para la preparacion de dendrimeros funcionales. Cuando un fulleren-
dendrimero estd funcionalizado adicionalmente con un donador de electrones
adecuado, puede presentar las caracteristicas esenciales de un sistema
fotosintético artificial multicomponente en el que la transferencia de energia

fotoinducida desde la antena al nucleo Ceo es seguida de una transferencia de

electrones (Figura 17).34

Figura 17. Estructura de un fullereno dendrimero.

2.2.3.4 Liberacion de farmacos con dendrimeros

Durante las dltimas tres décadas, se desarrollaron varias estrategias sintéticas para
generar familias de dendrimeros con composiciones quimicas versatiles, que se
buscan para una variedad de aplicaciones en quimica, biologia y medicina.
Especificamente, se revisan las diferentes familias de dendrimeros, sus estrategias
de sintesis, los métodos de carga e incorporacion de agentes quimioterapéuticos
sobre los portadores dendriticos y la actividad anticancerosa, in vitro e in vivo
asociada de los dendrimeros como portadores de agentes quimioterapéuticos para

el tratamiento del cancer (Figura 18). 3




Un enfoque alternativo para el desarrollo de dendrimeros como portadores de
farmacos contra el cancer es explotar su multivalencia bien definida para la uniéon

covalente de moléculas de farmaco a la periferia del dendrimero. La carga del

farmaco puede ajustarse variando el niumero de generacion del dendrimero, y la

liberacion del farmaco puede ser controlada mediante la incorporacion de enlaces
degradables entre el farmaco y el dendrimero. Por ejemplo, un conjugado de
dendrimeros poliamidoamina (PAMAM) con cisplatino, un potente farmaco
anticanceroso con toxicidad inespecifica y pobre solubilidad en agua. El conjugado
muestra mayor solubilidad, disminucion de la toxicidad sistémica y acumulacion
selectiva en tumores solidos. Ademas, se ha encontrado que el complejo
dendrimero-platino muestra una eficacia aumentada con respecto al cisplatino en el

tratamiento del melanoma subcutaneo.36

Figura 18. Estructura de un dendrimero biocompatible tipo PAMAM que ha sido

probado para aplicaciones de administracion de farmacos.

Por esta aplicacion decidimos realizar la conjugacion de nuestros dendrimeros de
primeray segunda generacién con farmacos empleados en el tratamiento del cancer
de mama y prostata, por lo cual se decidié conjugar nuestros dendrimeros con el
melfalan. Enseguida describiremos a detalle a este farmaco, utilizado en el

tratamiento contra el cancer.




2.3 Melfalan

El melfalan (Figura 19) es un agente alquilante bien conocido actualmente empleado
como agente antineoplasico en seres humanos, y es a menudo el farmaco de
eleccion en el tratamiento de melanoma metastasico, cancer de ovario y de mama.

Las mostazas de nitrégeno son anticancerosos citotoxicos no especificos del ciclo

celular y por lo tanto pueden matar células en todas las etapas. 3’

Las mostazas de nitrégeno estan entre los farmacos antitumoral mas antiguos y
eficaces usados en la quimioterapia contra el cancer humano. Actualmente los
agentes anticancerigenos utilizados son la mecloretamina y el melfalan. Se cree
gue estos farmacos citotoxicos ejercen actividad farmacoldgica al inducir enlaces
cruzados en la ranura principal del ADN que representa la toxicidad de todos los
eventos de alquilacion.?” Se han modificado numerosas mostazas de nitrégeno

durante los ultimos afios para aumentar su citotoxicidad y afinidad de diana

O

HO
NH,

Cl

Figura 19. Estructura del Melfalan.

2.3.1 Modo de empleo

Melfalan (H-Mel-OH) se administra actualmente por via oral (2 mg) y la absorcion
es irresoluta y deficiente; con una vida media de 90 minutos en el plasma, 20-50%
se recupera en las heces y hasta un 15% se elimina en la orina. En un intento por
mejorar la biodisponibilidad oral y superar algunas de las limitaciones de toxicidad
del melfalan, se decidid sintetizar y probar los nuevos derivados de glicerol. De
acuerdo con su estructura quimica, el melfalan puede entrar en las células mediante

transportadores de aminoacidos.




2.3.2 Mecanismo de accion

Una de las caracteristicas de las células de cancer de mama es una desregulacion
de su interaccion con las proteinas de la matriz extracelular. El colageno es el
componente mas abundante de la matriz extracelular y es responsable del
mantenimiento de la arquitectura y la integridad del tejido conectivo. Es sabido que
la interaccion entre los receptores de integrina y las proteinas de la matriz
extracelular, el colageno, puede regular la insercibn de células neoplasicas, la
migracion, la proliferacion, la progresion y la supervivencia. Por lo tanto, los cambios
en la cantidad, estructura y distribucion de colagenos causados por agentes
anticancerigenos pueden afectar el metabolismo y la funcién de las células de

cancer de mama humano.

Alkeran (melfalan), también conocido como mostaza L-fenilalanina, mostaza de
fenilalanina, L-PAM o L-sarcolisina, es un derivado de fenilalanina de mostaza
nitrogenada. El Melfalan es el isomero L activo del compuesto y fue sintetizado por
primera vez en 1953 por Bergel y Stock. El isémero D, conocido como medfalan, es
menos activo contra ciertos tumores de animales y la dosis necesaria para producir
efectos en los cromosomas es mayor que la requerida con el isébmero L. La forma
racémica (DL-) se conoce como merfalfan o sarcolisina. EI melfalan es
practicamente insoluble en agua. La férmula molecular es C13H1sN202Cl2 y el peso

molecular es 305,20. El melfaldn es un agente alquilante bifuncional que es activo

contra enfermedades neopléasicas humanas selectivas. Se conoce quimicamente

como 4- [bis (2-cloroetil) amino] -L-fenilalanina. ElI melfaldn es un medicamento
contra el cancer (antineoplasico), interfiere con el crecimiento de las células
cancerosas y retarda su crecimiento y propagacion en el cuerpo. Se usa para tratar
mieloma multiple (un tipo de cancer de sangre), cancer de ovario y cancer de mama.
La alquilacion del ADN dentro del nucleo de las células es la reaccion predominante,
gue causa dafio a las células. El &tomo de nitrégeno en la posicién 7 y el &tomo de
oxigeno en la posicién 6 en la molécula de guanina son los sitios mas importantes

para la alquilacion del ADN (Esquema 10). ElI Melfalan muestra actividad
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antitumoral, posiblemente a través de union de ADN y ARN juntos y también a través
de la inhibicibn de la sintesis de proteinas. Melfalan se ha utilizado para el
tratamiento de melanoma maligno, sarcoma de tejido blando, neuroblastoma,

cancer de testiculo, linfoma y sarcoma osterogénico. 38

O

Ho"\/\(:L
H,N N~~Cl

N

Cl

(4-bis(2-cloroetilen)amino-L-fenilalanina) (1)

CHZCH,CI CHaCH,CI
R=N

OIS

CH,

CH,CH,CI

Hzc
CH,CH,CI

R Cle

NI R — N = CH,CH,Cl
PN |
H,C CH, H,C

L]

! OH

H,C H,C HZC
AN A <—</ <—<’
I X =<k

ADN ADN ADN ADN

Residuos de los enlaces Guanina alquilada

cruzados de guanina

Esgquema 10. Mecanismo de alquilacion de ADN de guanina.




2.3.3 Sintesis del Melfalan

Los desarrollos en el campo de los agentes inhibidores de tumores o leucemia

revelan que los derivados de a-aminoacidos juegan un papel crucial en la sintesis

de tales farmacos. La razon detras de esto se debe en gran medida al
descubrimiento de efectos antimetabolitos con los andlogos de aminoacidos

esenciales.

La primera sintesis fue reportada en 1952 por F. Bergel y J.A. Stoock (Esquema
11). En esta sintesis se utiliza el acido 2-acetoamido-2-carboxietil-3-(4-nitrobencil)
propanoico (C1), que se hace reaccionar con el etoxido de sodio para obtener al
malonato de L-fenilalanina (C2), el cual, mediante una hidrolisis alcalina se
descarboxila obteniendo el C3. Después de proteger el grupo amino con anhidrido
ftalico (C4), se llevd a cabo la reduccion del grupo nitro, obteniendo (C5).
Posteriormente se hizo reaccionar con oxido de etileno y formar C6, el cual se
halogend con cloruro de zinc y acido clorhidrico (C7). Finamente se hidroliz6 en dos
pasos, usando anhidrido acético y acido acético glacial (C8) para obtener el

Melfalan.3°®
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Esquema 11. Primera Sintesis de melfalan.

La sintesis de melfalan también se ha llevado a cabo en varias etapas (Esquema
12), comenzando con el aminoacido DL-fenilalanina. Primero se llevo a cabo la
nitracion del anillo de benceno de la DL-fenilalanina en la posicion p. En el segundo
paso se protege el grupo amino de p-nitro-DL-fenilalanina (Il) y se tratd con
anhidrido ftalico, convirtiendo el grupo amino en el grupo N-ftaloil (Il). En la tercera
etapa, el grupo carboxilo se convirerte en éster etilico mediante esterificacion de p-
nitro-N-ftaloil-DLfenilalanina con etanol (IV) en exceso. En la cuarta etapa, la
hidrogenacion catalitica del éster etilico de la p-nitro-N-ftaloil-DL-fenilalanina (1V),
da el éster etilico de p-amino-N-ftaloil-DL fenilalanina, se convirti6 posteriormente
en su sal hidrocloruro (V). En la quinta etapa, la sal hidrocloruro se traté con 6xido
de etileno en acido acético glacial y dio como resultado la formacién de (VI). En la
sexta etapa, el tratamiento de (VI) con oxicloruro de fésforo, dio como resultado la
formacion de p-di (2-cloroetilamino) N - ftaloil - DL - fenilalanina (VII). Finalmente,
con una hidrdlisis acida del ultimo compuesto en acido clorhidrico da como resultado
el melfalan (I) como un polvo cristalino blanco. Todos los rendimientos fueron

bastante buenos y aceptables.38
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Esgquema 12. Sintesis de melfalan.

Con base en lo mencionado anteriormente sobre las porfirinas, los dendrimeros y
el uso del melfalan como un farmaco anti cancerigeno,en el presente trabajo de
investigacion nos propusimos como objetivo unir estos tres tipos de estructuras en
una sola para contribuir en el conocimiento de los dendrimeros acarreadores de

farmacos.




3. Objetivo general

El presente trabajo de investigacion propone la sintesis de porfirinas dendriméricas
con brazos dendriticos tipo PAMAM. Las porfirinas seran empleadas como
acarreadores de farmacos, los cuales al formar conjugados dendriméricos tendran
en su estructura al melfalan, un farmaco empleado para el tratamiento cancer de

mama y prostata.

3.1 Objetivos particulares

Sintetizar las porfirinas con ocho grupos hidroxilos en su estructura.

Obtener los dendrimeros tipo PAMAM de primera y segunda generacion a partir de

la porfirina obtenida en el punto anterior.

Obtener los conjugados del melfalan con los Porfirin-PAMAM dendrimeros del punto

anterior.
Realizar la caracterizacion de cada uno de los compuestos obtenidos.

Determinar la citotoxicidad de los conjugados con dos lineas celulares cancerosas

humanas la de prostata y la mama.




4. Estrategia experimental

Pera llevar a cabo la sintesis de nuestro centro porfirinico seguiremos la sintesis de
tetrafenilporfirinas disefiada por Adler-Longo, debido a que el grupo de investigacion

ya ha trabajado con esta reaccion obteniendo rendimientos muy aceptables.

Por otro lado, para el crecimiento del dendrimero hemos decido utilizar la sintesis
divergente, la que se desarrollé en el periodo 1979-1985 por Tomalia D. A. y col.
Debido a los buenos rendimientos y pocos problemas de purificacién, en la cual se
necesitan de dos reacciones para pasar de una generacion a la siguiente: primero
la activacion de los grupos funcionales de la superficie y la segunda es el

acoplamiento de monémeros de ramificacion.

Para llevar a cabo la formacion de conjugado de nuestros dendrimeros de
generacion 1.0 y generacion 2.0 con el Melfalan realizaremos la reaccion para la
formacion de amidas, llevando esta reaccidn por temperaturas superiores a los 100
°C, asegurandonos que se llevara la formacion del compuesto y no la formacion de

las sales correspondientes.

Por ultimo, caracterizaremos cada uno de los productos obtenidos por los métodos
espectroscopicos; resonancia magnética nuclear de 'H, 3C, FTIR, UV-vis,

espectrometria de masas y analisis elemental.

Una vez que confirmemos la obtencion de los conjugados dendriméricos porfirin-
melfalan, estos seran enviados a realizarles pruebas de citotoxicidad, con la

finalidad de conocer la actividad anticancerigena en cada uno de ellos.




5. Parte experimental

5.1. EQuUIPOS

Resonancia Magnética Nuclear

BRUKER ADVANCE 300 MHz *Hy 75 MHz 3C.
VARIAN UNITY 300 MHz *Hy 75 MHz 13C.
Referencia 'H Tetrametilsilano (Me4Si, 0.00 ppm).
Disolventes:

Cloroformo deuterado

Metanol deuterado

Agua deuterada

Espectrofotometria de UV-vis

Espectrofotometro UV-vis Cary 50 Bio.
Espectrofotometria de FT-IR

Espectrofotometro FT-IR MAGNA.700

Espectrometria de Masas

Espectrometro de masas JEOL JMS AX505 HA.
Espectrometro de masas Bruker Esquire.

MALDI-TOF Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer 34000033 Deflector
Spec. No. 3.




Analisis Elemental

Thermo Scientific, modelo Flash 2000.

Reactivos y Disolventes

Reactivos

3,5-dimetoxibenzaldehido 98% (Aldrich)

Acido propiénico 99.5% (Aldrich)

Acrilato de metilo 99% (Aldrich)
Carbonato de potasio, 99 % (Aldrich)
Etilendiamina 99% (Aldrich)

Gel de silice para cromatografia en columna MERCK SILICA GEL 60 A (MALLA
70-230)

Melfalan (Aldrich)

Metil bromoacetato 97% (Aldrich)

Pirrol (Aldrich)

Tribromuro de boro 1 M. en diclorometano (Aldrich)
Disolventes

Acetato de etilo

Acetona

Diclorometano




Hexano
Etanol
Metanol

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

medio de destilacion simple empleando como agente desecante hidroxido de

potasio (acetato de etilo), cloruro de calcio (acetona y diclorometano) u 6xido de

calcio (metanol y etanol).




6. Metodologia

6.1. Sintesis de porfirina meso sustituida

6.1.1. Sintesis de 5,10,15,20-Tetraquis(3',5"-dimetoxifenil)porfirina

En un matraz bola se adiciond 3,5-dimetoxibenzaldehido (1) (6.01 mmol), acido
propionico (5 mL) y pirrol (2) (6.01 mmol) en exceso. Se colocé a agitacion constante
a 180°C durante 18 h. Al término de este tiempo se le adiciond acido propionico
nuevamente (2 mL), se observo el término de la reaccion mediante cromatografia
en placa, para finalizar la reaccion se adicion6 agua, se enfrié la mezcla de reaccion.
Posteriormente, se filtré al vacio y se lavd con agua tibia hasta que el agua de lavado
tuviera un pH neutro. El sélido se lavd con metanol y etanol hasta obtener un sélido
de color purpura; el cual se purific6 en columna cromatografica con gel de silice
(70:230). Obteniéndose 390 mg (0.456 mmol) de porfirina 3 (Esquema 1).
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Esquema 1. Sintesis de la porfirina 3.
Solido purpura. Rendimiento de 35%.

UV-vis (CH2Cl2): Anm= 648, 588, 549, 514, 457, 417, 304, 279, 231.




IR (KBr cm?): 3316, 2923, 2835, 1723, 1590, 1452, 1420, 1353, 1294, 1202, 1154,
1062, 1017, 976, 917, 884, 843, 797, 741, 695, 625, 539, 457, 434.

'H NMR (CDClIs, ppm) 01: 8.93 (s, 8H, Pirrol), 7.40 (d, 8H, J= 3 Hz, Ar), 6.90 (t, 4H,
J=2.25 Hz, Ar), 3.96 (s, 24H, O-CHs3), -2.82 (an, 2H, Pirrol).

13C NMR (CDCls, ppm) dc: 169.2 (C-0), 157.0 (C-Pirrol), 144.2 (CH-Pirrol), 131.0
(C-Ar), 119.2 (CH-pirrol), 115.0 (CH-Ar), 101.3 (CH-Ar), 55.4 (CHs-0).

EM FAB*(m/z): 854.

Analisis elemental calculado para Cs2H4sN4Os: C 73.05, H 5.42, N 6.55, O 14.97%.

6.1.2. Sintesis de 5,10,15,20-Tetraquis(3',5"-dihidroxifenil)-porfirina.

En un matraz de bola de 25 mL, con agitacion, se colocé la porfirina 3 (740 mag,
0.866 mmol) y se disolvid en diclorometano seco (20 mL). Se enfrié la solucién a 0
°C con un bafo de hielo y agua. Posteriormente, se afiadio lentamente tribromuro
de boro (7.27 mL, 7.27 mmol) de una soluciéon 1 M en CH2Clz. La mezcla de reaccién
se mantuvo en agitacion constante por 24 h. cuando termind la reaccion se
evaporaron los disolventes obteniéndose un sélido de color verde, este mismo se

disolvio en éter, se lavd 3 veces con bicarbonato de sodio, se filtr6 y se evaporo el

disolvente, obteniéndose (533 mg, 718 mmol) de la porfirina 4.
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Esquema 2. Sintesis de la porfirina 4
Sdlido purpura. Rendimiento de 83%.
UV-vis (CH2Cl2, nm): 646, 616, 592, 546, 514, 420, 233.

IR (KBr cm): 3321, 2918, 2849, 1594, 1427, 1357, 1150, 1077, 997, 925, 878, 852
800, 769, 721, 694, 547, 518, 476.

'H NMR (CD30D, ppm) d+: 8.93 (s, 8H, Pirrol), 7.40 (d, 8H, J= 3 Hz, Ar), 6.90 (t,
4H, J= 2.25 Hz, Ar), -2.82 (an, 2H, Pirrol).

13C NMR (CD30D, ppm) dc: 157.0 (C-OH), 144.0 (C-Ar), 131.0 (C-Pirrol), 119.2 (CH-
Pirrol), 115.3 (CH-Ar), 101.8 (CH-Ar).

EM FAB*(m/z): 742

Andlisis elemental calculado para Ca4H30N4Os: C 71.15, H 4.07, N 7.54, O 17.23%.

6.2. Sintesis del porfirin-dendrimero generacién 0.5

En un matraz se coloco la porfirina 4 (140 mg, 0.188 mmol) y se disolvié en acetona
(40 mL) se dejo en agitaciéon, posteriormente se adiciond carbonato de potasio 208
mg (1.507 mmol), después se adicion6 el bromo acetato de metilo 0.14 mL (1.507

mmol), la mezcla de reaccion se calenté a 130 °C y en agitacion constante por 24

40




h. La reaccion se monitore0 por cromatografia en placa y cuando se observo la
ausencia de uno de los reactantes se paro la reaccion. La mezcla de reaccién se
filtré y el disolvente se evaporo en el rotavapor, el sélido resultante se lavé con
hexano y acetato de etilo. Obteniéndose un sélido de color purpura (135 mg, 0.098

mmol).
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Esquema 3. Sintesis de dendrimero 5 generacion 0.5.

Sdlido purpura. Rendimiento de 96%.
UV-vis (CHCIs, nm): 651, 589, 549, 515, 455, 420, 276, 244.

IR (KBr cm): 3315, 2951, 2922, 2851, 1740, 1590, 1431, 1351, 1285, 1211, 1155,
1083, 977, 920, 847, 801, 731, 691, 584.

IH-NMR (CDCls, ppm) 8+ 8.91 (s, 8H, Pirrol), 7.43 (d, 8H, J = 2.2 Hz, Ar), 6.98 (t,
4H, J = 2.2 Hz, Ar), 4.82 (s, 8H, CH2-0), 3.82 (m, 12H, CHa), -2.84 (an, 2H, NH).

13C-NMR (CDCIs, ppm) &c: 169.06 (C=0), 157.0 (Ar-O), 144.0 (Ar), 131.0 (C-Pirrol)
119.20 (C-Ar), 115.03 C-(Ar), 101.8 (C-Ar), 65.4 (CH2-0), 52.3 (CHsz-0).

Electro Spray (m/z): 1318

Analisis elemental calculado para CesHs2N4O24: C 61.91, H4.74, N 4.25, O 29.11 %.




6.3. Sintesis del porfirin-dendrimero generacion 1.0

En un matraz se coloco el dendrimero 5 (250 mg, 0.190 mmol) y se disolvié en 40
mL de metanol, la mezcla de reaccion se calentd a 130 °C en agitacién constante.
Posteriormente se adiciond la etilendiamina (0.1 mL, 1.52 mmol) gota a gota en
exceso, se dejoé en agitacion constante durante 12 h, la reaccién se monitore6 por
cromatografia en placa y cuando se observo la ausencia de uno de los reactantes
se paro la reaccion. El disolvente se evaporo, el sélido resultante se lavd con hexano

y acetato de etilo, obteniéndose (252 mg, 0.163 mmol) del dendrimero 6.
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Esquema 4. Sintesis de dendrimero 6 generacion 1.0.
Solido morado obscuro. Rendimiento de 86%.
UV-vis (CH3OH, nm): 648, 588, 547, 513, 418, 207.

IR (KBr, cm): 3269, 3074, 2923, 1648, 1594, 1539, 1428, 1349, 1292, 1162, 1074,
1040, 979, 921, 856, 800, 728, 690, 578, 500, 435.

'H-NMR (D20, ppm) d+: 8.81 (s, 8H, Pirrol), 8.39 (an, 8H, Ar), 8.01 (an, 4H, Ar), 4.04
(an, 8H, NH), 3.38 (m, 32H, CH2-N), 2.89 (an, 16H, NH>).




13C-NMR (D20, ppm) 8c: 175.5 (C=0), 158.4 (C Ar-0), 138.7 (Ar), 124.5 (Pirrol),
115.4 (Ar), 107.5 (Ar), 60.4 (CH2-0), 47.2 (CH2-N), 40.0 (CH2-N), 39.0 (CH2-N), 38.3
(CH2-N).

Electro Spray (m/z): 1542

Analisis elemental calculado para CreH9aN20016: C 59.13, H 6.14, N 18.15, O
16.58%.

6.4. Sintesis del porfirin-dendrimero generacion 1.5

En un matraz se coloco el dendrimero 6 (250 mg, 0.161 mmol) y se disolvié en
metanol (40 mL), se incrementd la temperatura hasta 130 °C y se colocé en
agitacion constante hasta que alcanzé su maxima solubilidad. Se adicion6 el acrilato
de metilo (0.11 mL, 1.295 mmol) en exceso gota a gota se dejdé en agitacion
constante, la mezcla de reaccién se monitored por cromatografia en placa fina y
cuando se observé la ausencia de uno de los reactantes se paro la reaccion, el
disolvente se evapord en el rotavapor; el sélido resultante se lavdé con hexano y

diclorometano, obteniéndose (386 mg, 0.132 mmol) del dendrimero 7.
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Esquema 5. Sintesis de dendrimero 7 generacion 1.5.




Soélido morado obscuro. Rendimiento de 82.1%.
UV-vis (CHCIs, nm): 647, 590, 549, 515, 421, 420, 277, 245.

IR (KBr cm): 3362, 3321, 2921, 2851, 1730, 1665, 1593, 1529, 1431, 1353, 1286,
1252, 1197, 1159, 1067, 981, 921, 840, 802, 735, 692, 587.

IH-NMR (CDCls, ppm) 8+ 8.91 (s, 8H, Pirrol), 7.43 (d, 8H, J = 2.2 Hz, Ar), 6.98 (t,
4H, J = 2.2 Hz, Ar), 4.82 (s, 8H, CH2-0), 3.82 (m, 12H, CHa), -2.84 (an, 2H, NH).

13C-NMR (CDCls, ppm) &c: 169.1 (C=0), 157.0 (C-Ar-0O), 144.0 (CH-Ar), 131.0 (C-
Pirrol), 119.2 (CH-Pirrol), 115.0 (CH-Ar), 101.8 (CH-Ar), 65.4 (CH2-O), 52.3 (CHs-
0).

Electro Spray (m/z): 1542

Andlisis elemental calculado para Ci4oH190N2004s: C 57.56, H 6.56, N 9.59, O
26.29%.

6.5. Sintesis del porfirin-dendrimero generacion 2.0

En un matraz se colocé la porfirina 7 (250 mg, 0.130 mmol) y se disolvié en metanol
(40 mL), se elevd la temperatura hasta alcanzar 130 °C y se puso en agitacion
constante hasta que alcanz6 su méaxima solubilidad. Posteriormente se adicioné la
etilendiamiana (0.13 mL, 2.08 mmol) gota a gota en exceso, se dejo en agitacion
durante 12 h, se monitoreo por cromatografia en placa fina y cuando se observo la
ausencia de uno de los reactantes se paroé la reaccion. El sélido resultante se lavd

con hexano y diclorometano, obteniendo (245 mg, 0.072 mmol) de dendrimero 8.
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Esquema 6. Sintesis de dendrimero 8 generacion 2.0.

Solido purpura. Rendimiento de 85.5%.
UV-vis (CH3sOH, nm): 644, 626, 587, 571, 515, 491, 419, 383, 282, 260, 208.

IR (KBr cm™): 3412, 3291, 3085, 2945, 1647, 1551, 1465, 1438, 1383, 1357, 1327,
1298, 1166, 1121, 1038, 925, 675, 620, 599, 540, 517, 458, 442.

'H NMR (D20, ppm) &1: 8.91 (an, 8H, pirrol), 8.01 (an, 8H, Ar), 7.08 (an, 4H, Ar),
3.82 (an, 8H, NH2), 3.29 (an, 64H, NH2), 2.85 - 2.74 (an, 64H, CH2-N), 2.59 (an, 16H,
NH), 2.39 (an, 32H, CH2-NH2), 2.16 (an, 32H, NH>).

13C NMR (D20, ppm) dc: 174.6 (C=0), 171.1 (C=0), 164.5 (C=0), 150.1 (C-Ar-0),
136.4 (Aripso), 129.7 (C-Pirrol), 117.5 (Aripso), 100.9 (CH-Ar), 75.4 (CH2-O), 52.2
(CH2-N), 52.1 (CH2-N), 51.1 (CH2-N), 50.8 (CH2-N), 47.1 (CH2-N), 44.4 (CH2-NH2),
40.4 (CH2-NH2), 39.6 (CH2-NH2), 32.7 (CH2-N), 30.8 (CH2-N).

Electro Spray (m/z): 3369

Andlisis elemental calculado para CiseH254Ns2032: C 55.60, H 7.60, N 21.61, O
15.19%.




6.6. Sintesis del conjugado porfirin-melfalan-dendrimero de

generacion 1.0

En un matraz se coloco el dendrimero 6 (100 mg, 0.063 mmol) y se disolvié en
metanol (20 mL), se incrementd la temperatura hasta 130 °C en agitacion constante.
Se adicion6 el Melfalan (0.153 mg, 0.504 mmol) en exceso, la mezcla de reaccién
se mantuvo en agitacion constante por 96 h. La reaccidn se monitored por
cromatografia en placa fina y cuando se observé la ausencia de uno de los
reactantes se par6 la reaccion y se evapord el disolvente en el rotavapor.
Obteniéndose un sdlido de color café claro (194 mg, 0.038 mmol).

Esquema 7. Sintesis del conjugado de generacion 1.0 compuesto 9.
Solido purpura. Rendimiento de 81%.
UV-vis (CH30H, nm): 422, 385, 260, 227, 206.

IR (KBr cm™): 3402, 2954, 2923, 2057, 1743, 1614, 1519, 1447, 1391, 1355, 1237,
1118, 1045, 924, 812, 735, 641, 531.

'H NMR (D20, ppm) &x: 7.20 (an, 16H, Ar piral), 7.09 (an, 32H, Ar merr), 6.69 (an, 4H,
Ar), 4.26 (an, 18H, CH2-0), 3.87 (an, 16H, NH), 3.78 (an, 8H, NH), 3.76 (an, 8H,
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NH), 3.60 (an, 32H, CH2-N), 3.33 (s, 32H, CH2), 3.29, (s, 32H, CHz), 3.24 (s, 16H,
CHy).

13C NMR (D20, ppm) 8c: 173.8 (C=0), 170.3 (C=0), 160.3 (Aripso), 146.2 (Ar), 130.5
(pirrol), 123.2 (Aripso), 118.0 (Ar), 113.1 (Ar), 66.1 (CH2-0), 54.2 (CH2), 48.9 (CH2-
N), 41.1 (CH), 36.5 (CH2), 35.3 (CH2), 34.8 (CH2), 30.2 (CH2-Cl).

Electro Spray (m/z): 3839

Analisis elemental calculado para CisoH222Cli6N3sO24: C 56.28, H 5.83, Cl 14.77, N
13.13, O 10.00%.

6.7. Sintesis del conjugado porfirin-melfalan-dendrimero de

generaciéon 2.0

En un matraz se colocé el dendrimero 8 (40 mg, 0.011 mmol) y se disolvié en
metanol (20 mL), se incremento la temperatura hasta 130 °C en agitacion constante.
Se adicion6 el Melfalan (0.115 mg, 0.176 mmol) en exceso, la mezcla de reaccién
se mantuvo en agitacion constante por 240 h. La reacciébn se monitore6 por
cromatografia en placa fina y cuando se observé la ausencia de uno de los
reactantes se par0 la reaccidbn y se evaporO el disolvente en el rotavapor.

Obteniéndose un sélido de color café claro (102 mg, 0.012 mmol).
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Esquema 8. Sintesis del conjugado de generacion 2.0 compuesto 10.
Solido purpura. Rendimiento de 77%.
UV-vis (CH3OH, nm): 418, 409, 303, 283, 259, 227, 207.

IR (KBr cm): 3405, 3064, 2973, 2947, 2740, 2678, 2626, 2533, 2495, 1740, 1613,
1519, 1473, 1445, 1394, 1354, 1279, 1244, 1182, 1036, 923, 810, 771, 738, 656,
537, 460.

'H NMR (D20, ppm) &x: 7.06 (an, 64H, Ar wmer). 6.84 (an, 16H, Ar, Pirrol), 6.63 (an,
4H, Ar), 3.88 (an, 16H, CH2-0), 3.61 (an, 64H, CH2-Cl), 3.47 (an, 64H, CH2-Cl), 3.37
(an, 32H, NH2), 3.28 (an, 32H, CH2-N), 3.17 (an, 32H, CH2-Ar), 3.12 (an, 128H, CH2-
N), 2.99 (an, 16H, CH).

13C NMR (D20, ppm) &c: 174.0 (C=0), 147.6 (Ar), 132.2 (pirrol), 131.9 (Ar), 125.6
(Aripso), 125.6 (Aripso), 114.2 (Ar), 114.1 (Ar), 60.1 (CHZ-O), 57.8 (CHZ), 54.8 (CHZ),
54.7 (CH2), 54.5 (CH2),48.4 (CH2-N), 42.1 (CH), 37.5 (CH2), 12. (CH2), 9.7 (CH2-Cl).

Electro Spray (m/z): 7945.01

Analisis elemental calculado para CssaHs10Cls2Ns4Ous: C 54.89, H 6.45, Cl 14.24, N
14.77, O 9.64%.




7. Discusion de resultados

7.1. Obtencion de 5,10,15,20-Tetraquis(3’,5'-dimetoxifenil)-

porfirina

La porfirina 5,10,15,20-Tetraquis(3',5'-dimetoxifenil)-porfirina (3) fue sintetizada a
partir del 3,5-dimetoxibenzaldehido (1) (2.74 mmol) y el pirrol 2) (2.74 mmol) en

acido propidénico 5 mL. Obteniéndose la porfirina 3 (Esquema 1).
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Esquema 1. Sintesis de la porfirina 3.

La porfirina 3 fue caracterizada inicialmente por resonancia magnética de proton.
En el espectro (Figura 1) se puede observar un singulete a 61 8.94 asignado a los
protones externos del pirrol, un doblete a dn 7.41 correspondiente a los protones
orto del anillo aromatico con una constante de acoplamiento J= 2.3 Hz, de igual
manera se observo un triplete a &1 6.91 asignado a los protones en posicion para
del anillo aromatico con una constante de acoplamiento J= 3 Hz, a dn 3.97 se
observé un singulete correspondiente a los grupos metoxilos y finalmente una sefal

a On -2.80 asignado a los protones internos de los pirroles.
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Figura 1. Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCIz del compuesto 3.

Se confirmd la obtencion de compuesto 3 mediante espectrometria de masas FAB+
(Figura 2), en el espectro se observa un pico a 854 m/z, el cual corresponde a la

masa molecular del compuesto.

LB

Figura 2. Espectro de masas FAB+ del compuesto 3.




7.1.1. Mecanismo de reaccion para la formacion de porfirinas

Se realiza la reaccion de un pirrol y un aldehido (Sintesis de Rothemund).

Comienza con la protonacion del oxigeno del aldehido, seguido de un ataque

nucleofilico de la doble ligadura del pirrol al carbonilo del aldehido protonado,
continuando con un rearreglo en la estructura del pirrol y una segunda protonacion
para eliminar una molécula de agua, repitiendo el proceso 3 veces mas a partir de
segundo paso hasta llegar a la ciclacién y por ultimo terminar con una oxidacién

(Esquema 2).

Ph

Esgquema 2. Mecanismo de reaccién de la sintesis de la porfirina 3.




7.2. Obtencion de 5,10,15,20-Tetraquis(3',5'-dihidroxifenil)-

porfirina

La porfirina 5,10,15,20-Tetraquis(3',5"-dihidroxifenil)-porfirina (4) fue sintetizada a
partir del 5,10,15,20-Tetraquis(3',5"-dimetoxifenil)-porfirina (3) 740 mg (0.866 mmaol)
en diclorometano seco (20 mL), tribromuro de boro 7.27 mL (7.27 mmol) de una

solucién 1 M en CH2Clz. Obteniéndose la porfirina 4 (Esquema 3).
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Esquema 3. Sintesis del compuesto 4.

La porfirina 4 fue caracterizada inicialmente por resonancia magnética de protén, en
el espectro (Figura 3) se puede observar un singulete a 14 8.93 asignado a los
protones externos del pirrol, un doblete a d1 7.40 correspondiente a los protones
orto del anillo aromatico con una constante de acoplamiento J= 3 Hz, de igual
manera se observé un triplete a &1 6.91 asignado a los protones en posicion para
del anillo aromatico con una constante de acoplamiento J= 2.3 Hz, y finalmente una

senal a dn -2.80 asignado a los protones internos de la porfirina.




Figura 3. Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDsOD del compuesto 4.

La obtencidén del compuesto 4 se confirmé mediante espectrometria de masas FAB+
(Figura 4), en el espectro se observa un pico a 742 m/z, el cual corresponde a la

masa molecular del compuesto.

Figura 4. Espectro de masas FAB+ del compuesto 4.




7.2.1. Mecanismo de reaccion para la desproteccion de fenoles

La desproteccion de la porfirina se realizé por un tratamiento con BBrs. Donde el
grupo éter ataca al boro, convierte al resto grupo metiloxi en un buen grupo saliente
(metil), el cual es atacado por el bromuro generando un bromuro de metilo (Sn2)
Esquema 4.
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Esquema 4. Mecanismo de reaccion para la desprotecciéon de alcoholes.

7.3. Obtencion del porfirin-dendrimero generacion 0.5

El porfirin-dendrimero generacion 0.5 (5) fue sintetizado a partir del 5,10,15,20-
Tetraquis(3',5"-dihidroxifenil)-porfirina (4) (140 mg / 0.188 mmol), carbonato de
potasio (208 mg / 1.507 mmol) y el bromo acetato de metilo (0.14 mL /1.507 mmol);

en acetona (40 mL). Obteniéndose el compuesto 5 (Esquema 5).
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Esquema 5. Sintesis del compuesto 5.

El porfirin-dendrimero 5 fue caracterizado por resonancia magnética de carbono, en
el espectro (Figura 5) se observan las siguientes sefiales: dc 169.0, una sefial
asignada a los grupos carbonilo, a 6¢c 157.0 una sefal asignada a los carbonos
aromaticos ipso unidos a oxigeno, a dc 144.0 otra sefal correspondiente a los
carbonos arométicos ipso, a dc 131.0 una sefal ancha correspondiente a los
carbonos B de los pirroles que forman el anillo porfirinico, a &¢c 119.2 una sefial que
corresponde a los carbonos de la posicion meso del anillo aromatico de la porfirina,
a O0c 115.03 una sefial asignada al carbono de los aromaticos, a 101.8 &c una sefal

asignada a los CH en posicion p del anillo aromatico, a &c 65.4 se observa una sefial

correspondiente al grupo CH2-O, otra sefial a dc 52.3 correspondiente a los grupos
O-CHs.
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Figura 5. Espectro de RMN de 13C, 300 MHz, CDCIs del compuesto 5.

La obtencion del compuesto 5 se confirmé mediante espectrometria de masas
Electro Spray (Figura 6), en el espectro se observa un pico a 1317.95 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.

Figura 6. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 5.




7.2. Mecanismo de lareaccion de Williamson para la formaciéon de éteres

La reaccion se da por un mecanismo Sn2, en la cual la base reacciona con el fenol
extrayendo el proton, Esto genera un ion fenoxido que es un excelente nucledfilo, el
siguiente paso es el ataque del nucledfilo hacia el carbono que soporta al halégeno,
este Ultimo sale con el par de electrones que tenia en el enlace que estaba

formando, lo que da por resultado la formacién de un éter (Esquema 6).
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Esquema 6. Mecanismo de reaccion de Williamson para la formacién de éteres.

7.4. Obtencion del porfirin-dendrimero generacion 1.0

El porfirin-dendrimero generacion 1.0 (6) fue sintetizado a partir del compuesto 5
(250 mg / 0.190 mmol), etilendiamina (0.1 mL/1.52 mmol) y 40 mL de metanol
(Esquema 7).
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Esquema 7. Sintesis del compuesto 6.

El porfirin-dendrimero 6 fue caracterizado inicialmente por resonancia magnética de
carbono, en el espectro (Figura 7) se observaron las siguientes sefiales: a &c 175.5
una sefial asignada a los grupos carbonilo, a 6c 158.4 una sefal asignada a los
carbonos aromaticos ipso unidos a oxigeno, a &c 129.0 una sefal ancha
correspondiente a los carbonos B de los pirroles que forman el anillo porfirinico, a
Oc 115.4 una sefial que corresponde a los carbonos de la posicion meso del anillo
de porfirina de los arométicos, a d¢c 115.0 una sefial asignada al carbono de los
aromaticos, a dc 107.5 una sefal asignada a los CH en posicion p del anillo
aromatico, a dc 60.4 se observa una sefial correspondiente al grupo CH2-O, y cuatro
sefales a ¢ 47.2, 6¢ 40.0, d¢c 39.0 y a dc¢ 38.3 correspondientes a los grupos CHaz-
N.
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Figura 7. Espectro de RMN de *3C, 300 MHz, CD3OD del compuesto 6.

La obtencion del compuesto 6 se confirmé mediante espectrometria de masas
Electro Spray (Figura 8), en el espectro se observa un pico a 1542 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.
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Figura 8. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 6.




7.4.1. Mecanismo de reaccion de para la formacion de amidas a partir del

grupo éster

El mecanismo para la formacién de amidas a partir de un éster ocurre por una
sustitucion nucleofilica en el grupo acilo. En este mecanismo hay dos etapas
principales, una de adicion y otra de eliminacion. En el paso de adicion, un nucleéfilo
en este caso una amina, realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico,

provocando que los electrones del doble enlace del carbonilo migren hacia el

oxigeno, lo que da por resultado un intermediario tetraédrico. En el paso de

eliminacién, el par de electrones del oxigeno vuelve a formar un doble enlace y
expulsan un ion alcoxido, que posteriormente desprotona al atomo de nitrégeno

cargado positivamente, para formar una amida (Esquema 8).

Esquema 8. Mecanismo de la reaccion de amindlisis.




7.5. Obtencion del porfirin-dendrimero generacion 1.5

El porfirin-dendrimero generacién 1.5 se obtuvo a partir de compuesto 6 (250 mg,
0.161 mmol) en 40 mL metanol, y se adiciond el acrilato de metilo (0.11 mL, 1.295

mmol) Esquema 9.

82.1%

Esquema 9. Sintesis del compuesto 7.

El compuesto 7 fue caracterizado por FTIR observandose las siguientes bandas: A
3262 y 3321 cm™* una banda que indica la presencia de aminas primarias, otra
banda intensa a 2921 y 2850 cm™ correspondientes a los CH: alifaticos y
aromaticos, otra banda intensa a 1730 cm™ correspondiente al estiramiento del
doble enlace del carbonilo del ester, a 1665 cm™ una banda que corresponde a
carbonilos unidos a amidas, a 1368 cm™ se observa una banda que pertenece al
estiramiento del enlace C-H, a 1285 cm™ y 1251 cm™ se observan dos bandas
asignadas a los éteres aromaticos, a 1159 cm' una banda correspondiente a los
enlaces C-O, y a 1066 cm™ una banda que corresponde a los enlaces sencillos C-
N. (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de Infrarrojo del compuesto 7.

La obtencion del compuesto 7 se confirmé mediante espectrometria de masas

Electro Spray (Figura 10). En el espectro se observa un pico a 2920 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.
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Figura 10. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 7.




7.5.1. Mecanismo de reaccion de Michael para la formacién de B-aminoésteres

La reaccion de Michael, o adicién 1-4, se da en compuestos carbonilicos a, -
insaturados. El nucledfilo ataca al carbono B respecto al carbonilo, en el enlace
doble carbono-carbono, esto desplaza a los electrones 11, lo que da por resultado
un ion enolato, este es el encargado de desprotonar al atomo de nitrdgeno para que

recupere su par de electrones, dando como producto una amina (Esquema 10).
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Esquema 10. Mecanismo de la reaccion de Michael para formar B-aminoésteres

7.6. Obtencion del porfirin-dendrimero generacion 2.0

El porfirin-dendrimero generacion 2.0, fue sintetizado a partir del compuesto 7 (250
mg, 0.130 mmol) y se disuelve en metanol (40 mL) y se adiciono la etilendiamina
(0.13 mL, 2.08 mmol) Esquema 11.
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Esquema 11. Sintesis del compuesto 8.

El compuesto 8 fue caracterizado por FTIR observandose las siguientes bandas: A
3412 y 3291 cm™ una banda debida a las vibraciones de los grupos N-H de las
aminas primarias, otra banda intensa a 3085 y 2945 cm correspondientes a los

CHz alifaticos y aromaticos, a 1647 cm™ una banda debida a las vibraciones de los

grupos carbonilo unido a amidas, a 1357 cm se observa una banda que pertenece

al estiramiento del enlace C-H, a 1166 cm™ una banda correspondiente a los
enlaces C=0, y a 1038 cm™ una banda que corresponde a los enlaces sencillos C-
N. (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de Infrarrojo del compuesto 8.




La obtencién de compuesto 8 se confirmé mediante espectrometria de masas
Electro Spray (Figura 12), en el espectro se observa un pico a 3369 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.
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Figura 12. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 8.

Durante este trabajo se realiz6 también la caracterizacion mediante el ultravioleta

visible, con la finalidad de dar seguimiento durante toda la sintesis de los

dendrimeros de primera y segunda generacion; y asi poder asegurar que
efectivamente se tenia la porfirina en el dendrimero y se observé que la banda
Soret caracteristica de las porfirinas practicamente no tenia un desplazamiento
significativo de un compuesto a otro: el compuesto 4 (Amax= 420 nm), para el
compuesto 6 (Amax = 418 nm) y para el compuesto 8 (Amax = 421 nm) (Figura 13). Lo
gue indica que la planaridad de la porfirina empleada como nucleo dendrimérico no
se ve afectada. La banda Q de igual manera no sufren un desplazamiento

significativo y su intensidad cambia un poco.
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Figura 13. Espectros de UV-vis de los compuestos 4, 6 y 8.

Con lo que se pudo comprobar que la estructura de la porfirina no sufre cambios

significativos despues de la obtencion de cada generacion.

De la sintesis de los dendrimeros se puede concluir que se realizé la sintesis de los
dendrimeros tipo PAMAM con un nucleo porfirinico de primera y segunda
generacion con 8 y 16 grupos amina primarias terminales. Los dendrimeros de
primera y segunda generacion fueron solubles en agua y los espectros de

resonancia magnética nuclear de 'H y 13C se realizaron en agua deuterada.

Una vez obtenidos y caracterizados cada una de las generaciones de los
dendrimeros, se procedié a realizar la caracterizacion del farmaco melfalan que

seria empleado para la formacion de los conjugados.




7.7 Caracterizacion del melfalan.

Con la finalidad de conocer el farmaco (Figura 14) se realizé la caracterizacién del
mismo por todas las espectroscopicas.
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Figura 14. Estructura del Melfalan.

El melfalan fue caracterizado inicialmente por resonancia magnética de protén, en
el espectro (Figura 15) se pueden observar dos dobletes a o1 7.18 y 6.77 asignados
a los protones aromaticos en posiciones orto y meta con constantes de
acoplamiento J= 8 Hz, dos multipletes a dn 3.7 y a du 3.6 correspondientes a los
CH2 unidos a lo cloros y nitrégeno, dos dobletes a &1 3.22 y a 61 3.18
correspondiente a los protones del grupos CH2 unido a fenilo y finalmente un

multiplete a 2.98 debido al protén unido al carbono-NHo.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H, 400 MHz, CD30D del Melfalan.




De igual manera, se le realizé la caracterizacion por resonancia magnética de
carbono (Figura 16). Se observaron las siguientes sefales: d¢c 172.4 una sefial
asignada al grupo carbonilo, a d¢c 145.6 una sefial asignada a los carbonos
cuaternarios aromaticos unidos a nitrégeno, a &c 130.2 una sefal ancha
correspondiente a los carbonos aromaticos, a &c 123.9 una sefial que corresponde
a los carbonos cuaternarios aromaticos unidos a CHz, a dc 112.3 una sefial
asignada a los carbonos aromaticos, a 56.2 &c una sefial asignada a los CH unidos
a NHz, a dc 52.9 se observa una sefial correspondiente al grupo CH2-Cl, otra sefial
a dc 40.2 correspondiente a los grupos CH2-N y otra sefial a 35.7 que pertenece a

los CH2 unidos al benceno.
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Figura 16. Espectro de RMN de 3C del Melfalan.




Posteriormente fue realizada la caracterizacion por FT-IR observandose las

siguientes bandas: A 3415 cm' una banda que indica la presencia de aminas

primarias, otra banda intensa a 2917 y 2849 cm correspondientes a los CHz, otra

banda intensa a 1702 cm™ correspondiente al estiramiento del doble enlace del
carbonilo, a 1348 cm™ se observa una banda que pertenece al estiramiento del
enlace C-H, y a 1061 cm™ una banda que corresponde a los enlaces sencillos C-N.
(Figura 17).
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Figura 17. Espectro de Infrarrojo del Melfalan.

El melfalan fue completamente caracterizado por RMN de H, 13C, FTIR, UV-vis,
espectrometria de masas y andlisis elemental, se realizaron pruebas de solubilidad

del farmaco en agua y resulté que el farmaco no es soluble en agua.

Al término de la caracterizacion del farmaco se continudé con la sintesis de los
conjugados dendriméricos con las generaciones G1.0 compuesto 9 y G2.0

compuesto 10.




7.8. Obtenciéon del conjugado porfirin-melfalan-dendrimero de

generacion 1.0

El conjugado de generacion 1.0 9 se sintetizo a partir del dendrimero 6 100 mg
(0.063 mmol) y se disolvié en metanol (20 mL), por ultimo, se adiciond el Melfalan
0.153 mg (0.504 mmol) (Esquema 12).
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Esquema 12. Sintesis del compuesto 9.

El conjugado 1.0 compuesto 9 fue caracterizado inicialmente por resonancia
magnética de proton, en el espectro (Figura 18) se puede observar una sefial a dn
7.20 correspondiente a los protones orto del anillo aromatico, de igual manera se
observo un triplete a d1 7.09 los protones del anillo aromético de melfalan, a &u
6.69 asignado a los protones en posicion para del anillo aromatico, a dn 4.26 se
observaron los protones correspondientes a los CHz unidos a oxigenos, se
observaron también sefiales anchas a &n 3.87, 3.78 y 3.76 que fueron asignados a
los protones de la aminas secundarias, se encontré también una sefial ancha a dn
3.60 que se asignaron a los protones de los CH2 unidos a nitrdgeno, una sefial
ancha a o+ 3.33 de los protones unidos a los cloros del melfalan, encontraron una

sefal ancha a o1 3.29 que fue asignada a los protones de los CH2 unidos a las




aminas terciarias del melfalan y finalmente una sefal a dn 3.24 asignado a los

protones de los CH2 unidos al benceno del melfalan.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H 400 MHz del compuesto 9 en D20 a

temperatura ambiente.

La obtencion del compuesto 9 se confirmé mediante espectrometria de masas
Electro Spray (Figura 19), en el espectro se observa un pico a 3839 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.
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Figura 19. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 9.




7.9. Obtencion del conjugado porfirin-melfalan-dendrimero de

generacion 2.0

El conjugado de generaciéon 2.0 10, fue obtenido a partir de compuesto 8 (40 mg,
0.011 mmol) el cual se disolvié en metanol (20 mL), se adicion6 el Melfalan (0.115

mg, 0.176 mmol) (Esquema 8).

Metanol
Reflujo

Esguema 14. Sintesis del compuesto 10.

El conjugado 2.0 compuesto 10 fue caracterizado inicialmente por resonancia
magnética de protdn, en el espectro (Figura 20) se puede observar una sefal a on
7.06 debida a los protones del anillo aromatico de melfalan, de igual manera se
observé una sefial ancha a du 6.84 correspondiente a los protones orto del anillo
aromatico, a dr 6.63 un singulete asignado a los protones en posicion para del anillo
aromatico, a &+ 3.88 se observaron los protones correspondientes a los protones
CH2 unidos a oxigenos, a &n1 3.47 y 3.61 se observaron dos sefiales anchas
asignadas a los protones de los grupos CH2 unidos a nitrégeno y cloro del melfalan
respectivamente, se observaron también sefiales anchas a du 3.37 que fueron
asignadas a los protones de la amina, se observé también una sefial ancha a &n
3.28 que se asigno a los protones de los protones de los grupos CH2 unidos a

nitrogeno, una sefal ancha a dén 3.17 de los protones del grupo CH2 unidos al
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benceno del melfalan, a &1 3.12 se observa una sefial ancha que fue asignada a los
protones del CHz unidos a las aminas terciarias del melfalan y finalmente una sefial

a On 2.99 asignado a los protones de los CH del melfalan.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H 400 MHz del compuesto 10 en D20 a

temperatura ambiente.

Se confirmd la obtencion de compuesto 10 mediante espectrometria de masas
Electro Spray (Figura 21), en el espectro se observa un pico a 7965 m/z, el cual

corresponde a la masa molecular del compuesto.
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Figura 21. Espectro de masas Electro Spray del compuesto 10.




De los datos espectroscépicos, resonancia magnética nuclear de 'H, 3C, FTIR, UV-

vis, espectrometria de masas y analisis elemental se puede concluir que todos y
cada uno de los centros activos, es decir aminas primarias 8 para el caso del
dendrimero de primera generacion y 16 aminas primarias para el caso del
dendrimero de segunda generacion reaccionaron con las correspondientes

moléculas de melfalan.

Una vez caracterizados los conjugados dendriméricos de primera y segunda
generacion se procedié a realizar pruebas de citotoxicidad, para determinar su
actividad anticancerigena.

6.10. Pruebas de citotoxicidad

6.10.1. Metodologia experimental

La metodologia experimental comenz6 con un escrining primario de seis lineas
celulares de cancer humano: U251 (glioblastoma humano), PC-3 (adenocarcinoma
prostatico humano), K-562 (células de leucemia mielégena crénica humana), HCT-
15 (adenocarcinoma colorrectal humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario
humano), SKLU-1 (pulmén humano) adenocarcinoma). Los fibroblastos gingivales
humanos HGF se compraron a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA)) en medio RPMI
1640 que contiene 10% de suero bovino fetal y 2 yM de L-glutamina. Para un
experimento de seleccidn tipico, las células se inoculan en placas de microtitulacion
de 96 pocillos en 1000 pL de alicuotas de suspensién de células que varian de 5000
a 10.000 células por pocillo. Después de la inoculacion de células, las placas de
microtitulacién se incuban a 37 <C, 5% de CO2, 95% de aire y 100% de humedad
relativa durante 24 horas antes de la adicion de los compuestos. Después de 24 h,
dos placas de cada linea celular se fijan in situ con acido tricloroacético (TCA), para

verificar una medicién de la poblacion celular para cada linea celular en el momento
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de la adicion del farmaco (tiempo cero (Tz)). Se prepararon soluciones madre de
compuestos de ensayo inicialmente disueltos en DMSO (20 uM) y se diluyeron
adicionalmente en un medio para producir las concentraciones deseadas. La
seleccion de dosis unica se lleva a cabo a una concentraciéon de 10 yM. Después
de la adicion del farmaco, las placas se incuban durante 48 h en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Para las células adherentes, el ensayo
finaliza mediante la adicién de &cido tricloroacético frio. Las células se fijan in situ
mediante la adicion de 50 L de acido tricloroacético al 50% (p / v) frio y se incuban
durante 1 h. a4 ° C. Se agrega solucion de sulforrodamina (SRB) (100 pL) al 0,4%
(p /v) en acido acético al 1% a cada pocillo, y las placas se colocan en un agitador
durante 5 min a temperatura ambiente. La absorbancia se lee en un lector de placas
automatico Ultra Microplated Reader (Elx 808: Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski,
VT, EE. UU.) A una longitud de onda de 515 nm, y utilizando el tiempo cero (Tz),
control de crecimiento (C) y prueba el crecimiento en presencia del farmaco a una

concentracion de 10 uM, se calcula el porcentaje de crecimiento.

7.10.2. Citotoxicidad de conjugados de melfalan

A los porfirin-dendrimeros 5-8 y conjugados de melfalan 9 y 10 se les determiné la

actividad anticancerigena. Se cribaron in vitro contra seis lineas celulares de cancer
humano: U251 (glioblastoma humano), PC-3 (adenocarcinoma prostatico humano),
K-562 (células de leucemia mielégena crénica humana), HCT-15 (adenocarcinoma
colorrectal humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) y SKLU-1 (pulmén
humano). Las lineas celulares fueron suministradas por el National Cancer Institute
(EE. UU.). Fibroblastos gingivales humanos HGF. Cada tratamiento se realiz6 en
pocillos heptaplicados. Los valores de IC50 se estimaron ajustando los datos de
inhibicion a una curva dependiente de la dosis usando una ecuacion de derivada
logistica. La actividad antiproliferativa de melfalan y cisplatino, como farmaco contra

el cancer de referencia, también se probaron contra todas las lineas celulares.




En la tabla 1 se muestran los resultados del escrining primario realizado a las 6
lineas celulares a 25 yM en DMSO, los porfirina-dendrimeros 5-8 presentaron una
baja actividad anticancerigena practicamente en todas las lineas celulares, y
también se observd que no afectan las celulas sanas es decir a los fibroblastos
gingivales humanos HGF, siendo el mas activo el dendrimero de segunda
generacion compuesto 8 con un porciento de inhibicion del 9.7 %, lo que indica su

baja citotoxicidad en comparacion con el farmaco de referencia melfalan.

Para los conjugados 9y 10, la actividad citotdxica fue mas alta que los dendrimeros
5 8, para el caso del conjugado 9 con 8 moléculas de melfalan, presenté una
actividad anticancerigena del 41 al 60 % de inhibicion del crecimiento en las 6 lineas
celulares siendo mas activo contra el glioblastoma humano U251 y adenocarcinoma
mamario humano MFC-7. Para el caso del conjugado de segunda generacion con
16 moléculas de melfalan en su estructura presenté una muy alta actividad
anticancerigena del 82 al 100 en practicamente en todas las lineas celulares, siendo
mas activo contra la linea celular PC-3 (adenocarcinoma prostatico humano) en

donde su inhibicién fue del 100 %, y contra la linea MCF-7 (adenocarcinoma

mamario humano) con un 92.7 % de inhibicién. Cabe mencionar que el conjugado

10 también fue muy activo en contra la linea celular HCT-15 (adenocarcinoma

colorrectal humano), con un 91.9 % de inhibicién.

Por otra parte, una comparacion entre los conjugados 9 y 10 contra el melfalan libre,
el conjugado 10 resulté ser mas activo que el melfalan y para el caso del conjugado
9 no fue tan activo como el melfalan libre. La comparacion entre los conjugados 9y
10 contra el cisplatino se puede concluir que el conjugado 9 no fue tan activo como
el cisplatino, sin embargo, el conjugado 10 superé la actividad anticancerigena del
cisplaino. los conjugados 9 y 10 resultaron ser menos toxicos contra las células
sanas los fibroblastos gingivales humanos HGF que el melfalan libre; mientras que

resultaron ser mas toxicos que el cisplatino.




Tabla 1. Actividad anticancerigena de los dendrimeros 5-8 y de los conjugados 9,
10 contra 6 lineas celulares a una concentracion de 25 uM en DMSO en porcentaje

de inhibicion.

LINEAS CELULARES

Ohlleileselsy U251 PC-3  K-562 HCT-15 MFC-7 SKLU-1  HGF

=z
(@)

5.4 15 NC 7.10 NC 0.2

=z
@)

6.3 2.5 5.6 4.2 8.9 0.9

9.7 34.0 NC . NC 1.8

10.3 134 10.9 5.4 NC 9.7

60.1 51.7 41.7 49.8 55.2 49.9

=
o

82.4 100 80.8 91.9 92.7 85.4
Melfalan 49.8 7.43 34.02 18.7 65.9 70.5

ORI 87.49 4265 79.15 32.42 52.58 81.35

-

NC: No citotéxico

Con base en estos resultados, se decidio obtener el 50% de la concentracion
maxima necesaria para de inhibicion IC50. Sin embargo, durante el desarrollo de
esta etapa se determind que si los compuestos eran solubles en agua esta
determinacion deberia realizarse usando agua como medio en lugar del DMSO, y
ademas como el compuesto 10 presenté una alta actividad contra el cancer de
préostata la linea celular PC-3 (adenocarcinoma prostatico humano), también se

decidié determinar la IC50 Unicamente para esta linea celular.




7.10.3 Determinacién de la IC50

En la Figura 22 se muestra el % de inhibicion del crecimiento celular de la linea
celular PC-3 en funcién de la concentracion de los dos conjugados 9 y 10, la linea
celular estuvo expuesta durante dos dias a cuatro concentraciones (0.31, 1.0, 3.1y
10 uM) de los conjugados de melfalan 9 y 10. A dosis bajas de 0.31 uM el conjugado
tiene una buena actividad antiproliferativa, y cuando el conjugado se encuentra a
una concentracién de 10 uM la linea celular PC-3 presenta una muerte del 100 %.
Del presente grafico se calcul6 la IC50 de los compuestos 9 y 10 siendo de 1.39 +

0.003y 1.34 £ 0.002 uM respectivamente.

(0}
o

D
o

c
=
=
=
=
=

(=]
S

N
o

N
o

o

Concentracién (M)

Figura 22. Citotoxicidad de los conjugados melfalan contra células tumorales PC-
3. Las células se cultivaron en medio en presencia de las concentraciones
indicadas de melfalan durante 48 h.

De los resultados obtenidos sobre la actividad anticancerigena de los conjugados 9

y 10 se puede concluir que el conjugado de segunda generacién compuesto 10 con
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16 moléculas de melfalan en su estructura a concentraciones muy bajas 3y 10 uM
es un muy buen prospecto para ser empleado como un anticancerigeno en contra

el cancer de prostata.

7.10.4. La captacion celular in vitro de los conjugados de melfalan

Se ha determinado la captacion celular in vitro de los conjugados de melfalan en
células PC-3. PC-3 células con melfaldn y dendrimero conjugado a concentraciones
de 10 uM durante 24 h, antes del examen bajo un microscopio de fluorescencia
(x10). Los conjugados dendrimeros a concentraciones de 10 uM fueron citotoxicos
para las células PC-3. En la Figura 23 se muestran las celdas de control de PC-3
(). Las células control PC-3 no mostraron fluorescencia verde (d). Las células PC-
3 tratadas con la porfirina-PAMAM-melfalan mostraron cambios en la morfologia y
también se observé cémo aumento el volumen de las células y una disminucion en
el numero de ellas debido a la muerte e inhibicion en el crecimiento. La diferencia

en el nimero de células por placa se debi6 al efecto inhibidor de los conjugados

sobre la tasa de proliferacion (b, c). Las células PC-3 con el dendrimero conjugado

9y 10 mostraron fluorescencia verde, documentando la captacién del conjugado de
dendrimero (e, f). También se observan diferencias entre los conjugados 9y 10 en
la intensidad y la captacion celular de los conjugados debido al nimero de unidades

de melfalan en cada uno de los dendrimeros.




Figura 23. Morfologia de PC-3. a) células PC-3 de control (10X), b, c) células PC-3
con conjugados de porfirina-PAMAM-melfalan 9 y 10, d) fluorescencia de las células
PC-3 sin conjugado y e, f) fluorescencia de la PC -3 células incubadas con porfirina-
PAMAM-melfaldn conjugado 9 y 10 (10X amplificacion).

De la Figura 23 e y f se puede concluir que la internalizacion celular de los

dendrimeros de porfirina-PAMAM-melfaldn podria producirse por endocitosis

mediada por clatrina.




8. Conclusiones

Se realiz6 la sintesis de la porfirina octametoxilada y se realizé la desproteccion de
estd empleando el tribromuro de boro. La estructura de las porfirinas de confirmo

por resonancia magnética nuclear de *H y 3C.

Se realiz6 la sintesis de los dendrimeros tipo PAMAM con un ndcleo porfirinico de
primera y segunda generacion empleando bromoacetato de metilo, etilendiamina y
acrilato de metilo obteniéndose los dendrimeros de primera y segunda generacion

con 8 y 16 grupos amina primarias terminales.

Se realizaron pruebas de solubilidad a los dendrimeros de generacién 1.0 y
generacion 2.0 resultando ser solubles en agua. Todos los dendrimeros obtenidos

fueron caracterizados por las técnicas espectroscopicas.

Se realizaron las pruebas de solubilidad del melfalan en agua observandose que no
es soluble en agua.

Se confirmo por los métodos espectroscopicos; resonancia magnética nuclear de

1H, 13C, FTIR, UV-vis, espectrometria de masas y andlisis elemental que cada uno

de los centros activos presentes en los dendrimeros reaccionaron con el melfalan.

Se realizaron las pruebas de solubilidad de los conjugados con melfalan resultando

ser solubles en agua.

Del estudio primario de la actividad anticancerigena a 25 uM se observé que los
conjugados con melfalan compuestos 9 y 10 eran mas activos contra dos lineas
celulares la PC-3 y la MFC-7 en comparacién con el cisplatino y el melfalan libre.

Se realizo la determinacion del 50% de la concentracién inhibitoria maxima IC50.
Obteniéndose los valores de IC50 para los compuestos 9 y 10 de 1.39 £ 0.003 y
1.34 + 0.002 yM respectivamente.

Se observé por microscopia confocal a las células de PC-3 en el medio de cultivo

sin los conjugados y con los conjugados, observandose que con los conjugados




ocurria una disminucion en el nUmero de celulas de PC-3 asi como un aumento del

volumen de ellas.

Por microscopia confocal de fluorescencia se confirmé la captacion celular in vitro
de los conjugados con melfaldn por las células PC-3, observandose una
fluorescencia de color verde en las células PC-3 con los dendrimero conjugados 9
o 10. También se observaron diferencias en la intensidad y la captacion celular de
los conjugados 9 o 10 lo que se puede atribuir al nUmero de moléculas de melfalan

en cada uno de los dendrimeros.

Se considera que, para los conjugados de la porfirina-PAMAM-melfalan la

internalizacion celular puede producirse por endocitosis mediada por clatrina.
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