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RESUMEN

En el presente trabajo fin de grado se presenta una revision bibliogréfica de la
investigacion llevada a cabo en el campo de los dendrimeros en los Gltimos 10 afios.
Los dendrimeros son macromoléculas tridimensionales de tamafio nanomeétrico, que
presentan una estructura bien definida, simétrica y monodispersa. Algunos de ellos
estan actualmente comercializados, 0 bien se encuentran en proceso, y en general
pueden usarse en areas muy diversas tales como la administracion de farmacos como
trasportadores macromoleculares, catalisis, sensores, ingenieria de superficies y
materiales biomiméticos. En la presente memoria, ademas de estudiar las estrategias
sintéticas clasicas para su preparacion, se comenta el empleo que, en la actualidad, se
estd realizando de la llamada “quimica click” para la sintesis de este tipo de
macromolécula. Por Gltimo, se presenta el uso y aplicaciones de algunos dendrimeros,
obtenidos tanto por técnicas convencionales como por quimica “clic”, en el sindrome de

inmunodeficiencia humana.

Palabras claves: Dendrimer, click, HIV.



1. INTRODUCCION

En general, los dendrimeros son considerados como la cuarta clase de polimeros,
tras los lineales, reticulados y estructuras ramificadas (Tomalia, 2005). Son
macromoléculas tridimensionales, nanomeétricas, a menudo radialmente simétricas con
una arquitectura bien definida y monodispersas. Los dendrimeros presentan una
estructura en ramas con forma de arbol (dendritas) construidos en torno a una unidad
central. Su tamafio estd medido en generaciones (G) basandose en la estructura capa a

capa que caracteriza su sintesis (Figura 1).

-_;.J‘-;JIHJJ\)\)IJ L Dendrén

B Periferia

Core

Figura 1. Diferentes componentes estructurales del dendrimero.

Los materiales dendriticos se pueden dividir en varias subclases: (1) polimeros
hiperramificados al azar, (2) polimeros arborescentes ("Dendrigraft™) o estructuras
dendriticas insertadas, (3) dendrones, (4) dendrimeros y (5) tecto(dendrimeros) o
megameros (Tomalia y Fréchet, 2002).

El téermino "dendrimero™ fue propuesto a principios de 1985 por Tomalia
(Tomalia y cols., 1985) y proviene del termino griego “dendra” que significa arbol.
Otros términos sindnimos son "arborol"”, propuesto por Newkome (Newkome vy cols.,
1985), derivado del término griego “arbor” que significa rama, o moléculas "cascada"
utilizado por Vogtle (Buhleier y cols., 1978).

Los polimeros dendriticos altamente ramificados, presentan propiedades muy
diferentes en comparacion con sus analogos lineales. La presencia de una estructura
altamente ramificada da a estos polimeros propiedades Unicas, y se prevé que van a

encontrar su uso en aplicaciones especializadas, por ejemplo; administracion dirigida de
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farmacos, portadores macromoleculares, sensores, captadores de luz, ingenieria de
superficies y aplicaciones biomiméticas (Fréchet y Tomalia, 2001); (Bosman y cols.,
1999); (Dykes, 2001).

En la actualidad, y en lo referente a aplicaciones en medicina, estos polimeros no
tienen gran importancia en clinica a pesar del enorme esfuerzo realizado en
investigacion en éste ambito concreto. Sus aplicaciones comerciales se limitan
mayoritariamente a las aplicaciones in vitro. Hay dos ejemplos para aplicaciones
médicas in vivo de los dendrimeros. OcuSeals es un hidrogel dendrimero en forma
liquida elaborado por el laboratorio de Beaver-Visitec Internacional, se usa como
vendaje ocular liquido para proporcionar una barrera con el fin de poder estabilizar las
heridas oculares causadas por afecciones oculares o por un trauma de origen quirirgico
0 no quirargico (Kenyon y cols., 2014). La otra aplicacion se refiere a “VivaGels”, un
dendrimero de poli(lisina) conteniendo 32 unidades de naftaleno disulfonato en su
superficie. Esta en evaluacién clinica como un ingrediente activo como gel microbicida

vaginal y como recubrimiento en condones (Starpharma Holdings Ltd, 2016).

Aun asi, las estructuras poliméricas complejas, incluyendo los materiales
dendriticos, no se comercializan a gran escala por la industria, ya que en la mayoria de

los casos son dificiles de sintetizar, y requieren por tanto elevados costes de produccion.

Las metodologias de sintesis de polimeros dendriticos deben mejorarse si se
quiere lograr su comercializacion. Los recientes avances sintéticos logrados en el campo
de la quimica orgénica y de los polimeros estan proporcionando a los investigadores

nuevas herramientas para elaborar estas complejas estructuras de forma mas eficiente.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es conocer la situacion actual en la que se encuentra la
investigacion dedicada al estudio de la quimica de dendrimeros, y la repercusion a nivel
comercial que tienen este tipo de macromoléculas en sus aplicaciones en el campo de la
biomedicina, y en particular los orientados a la prevencion y tratamiento de la infeccion
por el VIH.



3.  METODOLOGIA

3.1. Fuentes

Para la realizacion del presente trabajo se han consultado las siguientes fuentes

de informacion:
-Base de datos: Scifinder.
-Pagina web de la universidad de Sevilla. Catdlogo FAMA vy revistas electrénicas.

3.2. Palabras claves

Las palabras clave empleadas en la busqueda de la informacion han sido:

dendrimer, click y HIV.

3.3. Estadisticas

La busqueda bibliogréfica se realizé a través de SciFinder Scholar® en mayo de
2016 y en ella se incluyen articulos de revistas, patentes, y revisiones bibliograficas. El
numero de total de trabajos encontrados fue de 38973, siendo la distribucion de las
publicaciones segun el tipo documento el mostrado en la Tabla 1, y representado en la

Figura 2.

Publicaciones

Tabla 1

Patentes 6.066

8%
Revisiones | 4.689 h

Revistas 25.033 64%
Otros 3185 v

= Patentes = Revisiones Revistas Otros

Figura 2. Distribucion de las publicaciones conteniendo la palabra clave "dendrimers™
en el periodo 1985-2015.

En la Figura 3 se muestran los resultados encontrados, agrupados en periodos de
investigacion de cinco afios.



Periodo Publicaciones 16000

1985-1990 66 14000
12000
1990-1995 658 10000
1995-2000 3.917 8000
6000
2000-2005 0.544 2000
2005-2010 | 14.437 2000 I
0 | |

2010-2015 16.629 1985-90 1990-95 1995-00 2000-05 2005-10 2010-15

B Numero de trabajos

Figura 3. Numero de publicaciones que contienen la palabra clave “dendrimers” en los
ultimos 30 afios.

De los 38973 trabajos encontrados, 983 articulos se dedican al estudio de
dendrimeros preparados por quimica “click” y 467 son articulos en los que se relaciona
los dendrimeros y el HIV.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras dendriticas pueden ser divididas en varios subgrupos con una
variedad muy grande de estructuras y tamafos posibles (Figura 4). A continuacion,
resumimos y describimos algunos de los grupos mas importantes dentro de dicha

familia.

Los dendrimeros (Figura 4a) estan formados por:
» Un nicleo que determina el tamafio, forma, direccion y multiplicidad.
» Una zona intermedia, formadas por las ramificaciones.

» La periferia, donde se encuentran los grupos funcionales.

Cada una de las capas que separa al nucleo de la periferia se conoce como
generacion de la estructura dendritica. Los dendrones (Figura 4b), cuya sintesis se
realiza paso a paso, son moléculas ramificadas monodispersas con diferentes grupos
funcionales en el ndcleo y en la periferia. En el Gltimo paso de la sintesis se unen para

formar los dendrimeros.
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Figura 4. Representacion esquematica de diferentes tipos de polimeros dendriticos y
macromoléculas hibridas dendriticas-lineales.
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Los polimeros hiperramificados al azar (Figura 4c) son estructuras menos
perfectas que los dendrimeros, pero que se obtienen de manera mas sencilla y menos
costosa, siendo por tanto una alternativa mas barata para aquellas aplicaciones que
permitan las imperfecciones (Gao y Yan, 2004).

Los copolimeros hibridos dendriticos lineales, son estructuras hibridas que
combinan dos tipos de arquitectura macromolecular muy diferentes, se pueden dividir
en:

» Copolimero en dibloque AB (Figura 4f).

» Copolimero en tribloque ABA, que se pueden denominar “dumbbell” cuando B
es una macromolécula lineal (Figura 4g)

» Copolimeros dendronizados “dendronized” (Figura 4e)

» Copolimero estrella dendriticos lineales (Figura 4h)

Los copolimeros dendronizados esta formados por una cadena principal rodeada
de dendrones como cadenas laterales. El término “dendronized” fue propuesto por
Schliter (Schliter, 1998) y el término “megamero” por Tomalia y cols (Tomalia y cols.,
2002), este altimo describia un nucleo catiénico dendrimero rodeado por un caparazén
de dendrimeros anidnicos en exceso que da lugar a una especie neutra llamada
“coreshell tecto (dendrimers)”. Los megameros se pueden formar por enlaces covalentes
(estructura controlada supermolecular) o construidos al azar (supramolecular) (Figura
4i), segun la definicion dada por Tomalia son casi monodispersos (Tomalia y Swanson,
2002). Las redes dendriticas (Figura 4j) son polimeros formados por entrecruzamientos
de dendrimeros (Newkome y cols., 2001).

4.1. ESTRATEGIAS GENERALES DE SINTESIS DE DENDRIMEROS

Un aspecto comun para todas las estructuras dendriticas descritas anteriormente
es que los mondmeros van a tener mas de un grupo funcional, van a ser del tipo ABX,
donde A y B son grupos funcionales distintos que sélo pueden reaccionar ente si, y
donde x representa el nimero de grupos reactivos con la funcionalidad B. Su valor va a
ser siempre mayor o igual a 2, por lo que va a dar lugar a ramificaciones (si los
monomeros fueran del tipo AB producirian polimeros lineales). Por lo que la
polimerizacion de mondmeros del tipo ABx producird estructuras dendriticas altamente

ramificadas.
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La sintesis clasica implica un procedimiento de reaccion en pasos, en los que se
va a repetir, una y otra vez, el mismo protocolo de desproteccién y activacion, y a los
gue acompafan procedimientos de purificacion entre generaciones muy cuidadosos
(Gao y Yan, 2004).

La sintesis de dendrimeros se puede llevar a cabo, principalmente, por dos
estrategias diferentes (Tomalia y Fréchet, 2002). La primera, descrita por Tomalia y
colaboradores (Tomalia y cols., 1985; Tomalia, 1996), que se conoce con el nombre de
“método divergente”, y la segunda que fue descrita por primera vez por Fréchet y
colaboradores (Hawker y Fréchet, 1990) que se denominé “método convergente”
(Figura 5).

Método Divergente

PN T TR ¥
, Q'Z b _C . 7»}\-»

Método Convergente

0 § { ¥30
3, 87 ¢
Lol — ',tf?’ - -

@ @

Qg

Figura 5. Representacion de los métodos divergente y convergente de sintesis de
dendrimeros.

4.1.1. Método divergente

En la aproximacion divergente, el dendrimero se sintetiza desde el nicleo como
punto de inicio, y se va creciendo, generacion tras generacion, hasta la periferia. Sin
embargo, el elevado niumero de reacciones que tienen que llevarse a cabo sobre una
misma molécula, con muchos sitios de reaccion equivalentes, requiere unas
transformaciones muy efectivas con rendimientos proximos a cuantitativo si se quiere

evitar defectos. Incluso para transformaciones por generacion muy eficaces, el
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rendimiento de un dendrimero de polipropilenimina (PPI) *“perfecto” sera

aproximadamente sélo del 25% por el método divergente (Bosman y cols., 1999).

4.1.2. Método convergente

La alternativa, la llamada sintesis convergente desarrollada por Hawker y
Fréchet (Hawker y Fréchet, 1990), comienza desde la periferia y finaliza en el nucleo,
donde los distintos segmentos de dendrimero (o dendrones) son acoplados todos juntos.
En la aproximacion convergente, solamente un pequefio numero de sitios reactivos estan
funcionalizados en cada paso, por lo que el numero de defectos sera menor, aumentando
también el rendimiento. Cada generacién sintetizada puede por tanto ser purificada,
aunque a medida que el nimero de generaciones vaya aumentando, la purificacion se va
haciendo cada vez mas dificil por el gran parecido entre los reactantes y el producto
formado. Sin embargo, con una purificacion apropiada en cada paso, se pueden llegar a

obtener dendrimeros sin defectos por la alternativa convergente.

4.2. QUIMICA “CLICK”

4.2.1. Introduccioén

Introducido por el profesor Sharpless en el afio 2001, este nuevo concepto se
inspira en el hecho de que en la naturaleza se generan nuevas sustancias al unir
pequefas unidades modulares. La quimica “click” permite la preparacion de una amplia
diversidad de estructuras complejas a partir de la union, via enlaces C-heteroatomo, de
una serie de moléculas méas pequefias mediante un nimero selecto de reacciones muy
eficientes. Estas reacciones son no reversibles, rapidas y transcurren con altos
rendimientos, para dar productos estables, practicamente puros o0 con muy pocas
impurezas, que se podran en cualquier caso separar por procedimientos no
cromatograficos. Los ejemplos mas destacados de reacciones que pertenecen a lo que se

denomina quimica “click” se recogen en la Figura 6.
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Cycloadditions

Figura 6. Ejemplos de la quimica “click”

4.2.1.1. Cicloadicion azida-alquino (AAC)

La reaccion prototipo dentro de las clasificadas como "“click” es la reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar entre azidas y alquinos terminales, cuyo valor practico reside
principalmente en la facilidad de introduccion de las funciones azida y alquino en los
compuestos organicos.

El gran impacto de la misma tuvo lugar cuando se descubri6 que la reaccion de
cicloadicion anterior podia ser catalizada por iones cobre (1), este proceso se abrevia
como reaccion CUAAC (Figura 7). La reaccion catalizada se acelera un millon de veces
con respecto a la version clasica no catalitica (cicloadicién térmica), con rendimientos
mucho mayores, y dando lugar a una absoluta regioselectividad con la formacién de
anillos de 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos (Kolb y cols., 2001; Wu y cols., 2004).

mezcla aprox. 1:1
de isomeros 1,4y 1.5

R‘I RJ R‘l R:'I
60-120°C )= .

1 3 " N N-g2 5N N

R R horas-dias N re-N.
+

'8 R H

i s Cu(l), ta. Y=(
minutos-horas N N N-g2
. o isomero 1,4

exclusivamente

Figura 7. Version clasica no catalitica y version catalizada por Cu (1) de la cicloadicién
1,3-dipolar de azidas y alquinos.
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La cicloadicion azida-alquino catalizada por iones Cu(l) (CUAAC), ha sido
utilizada frecuentemente y con éxito en numerosos procesos de bioconjugacion, ya que
presenta una serie de caracteristicas que la hacen muy deseable. Asi, ademas de
transcurrir con altos rendimientos, y poseer una elevada tolerancia frente a la presencia
de una amplia variedad de grupos funcionales, los productos finales de reaccion se

podran purificar con facilidad debido a la casi ausencia de reacciones secundarias.

A pesar de su demostrada fiabilidad, la reaccion CuAAC tiene dos problemas
importantes. ElI primero de ellos, es que los productos finales de la cicloadicion
catalizada pueden ir contaminados en mayor o menor medida por el metal cobre. La
presencia de cobre, debido a sus posibles efectos citotoxicos, puede ser un
inconveniente para la sintesis y/o funcionalizacion de los nanomateriales, tales como
dendrimeros, para posteriores aplicaciones y en especial las dedicadas al campo de la
biomedicina. En particular, la extraccion del cobre residual es muy dificil en grandes
moléculas que contienen multiples grupos funcionales capaces de unirse con los iones
de cobre, por ejemplo, en la preparacion de dendrimeros o dendrones, que pueden estar
contaminados por cantidades significativas de cobre, descartando asi su uso en

aplicaciones farmacéuticas (Ornelas y cols., 2010).

El segundo inconveniente al que se tiene que enfrentar este tipo de reaccion
“click” es el potencial caracter explosivo de las azidas organicas. La conocida como
“regla de Smith” nos indica que la suma del nimero de &tomos de carbono y de oxigeno
dividido por el nimero de atomos de nitrégeno debe ser superior a 3 a fin de evaluar la

capacidad explosiva de la azida (Boyer y cols., 1964).

4.2.2. Quimica click “AAC” v sintesis de dendrimeros

La sintesis de dendrimeros, especialmente aquellos que tienen un ndmero
elevado de generaciones, es extremadamente tediosa debido en parte a las largas
secuencias de purificacién que hay que realizar entre generaciones. Por otro lado, la
ineficiencia de algunas reacciones contribuye a que a medida que se crece un
dendrimero, aparezcan méas defectos en su estructura, lo que constituye un grave
inconveniente. Es por ello, por lo que se han ido desarrollado estrategias sintéticas
répidas, que reduzcan significativamente el tiempo de preparacion, tanto por el aumento

de la eficacia en las reacciones como por la simplicidad en su purificacion. En este
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sentido la quimica “click” esta contribuyendo de manera muy significativa a la sintesis
de dendrimeros.

Un ejemplo del empleo de la quimica “click”, por acoplamiento azida-alquino,
para la sintesis de dendrimeros siguiendo la aproximacion convergente descrita

inicialmente por Fréchet, se muestra de manera esquematica en la Figura 8.

En este caso, se emplean mondmeros del tipo AB2, que contienen dos funciones
alquino terminales y una funcion haluro de alquilo primario. En una primera etapa el
bis-alquino va a reaccionar con alquilazidas, por ejemplo, con terc-butilazida, para dar
los bistriazoles [R-X-(G1)-Cl; R= 'Bu] en rendimiento practicamente cuantitativo, y
posteriormente, el haluro de alquilo primario se hara reaccionar con azida de sodio, para

obtener la correspondiente azida-bistriazol [R-X-(G1)-Ns; R='Bul].

2 equiv.
cl
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R-X-(G1)-Cl R-X-(G1)-N,

R
N N N7 SN NN NN ~ N
N N L/ \ 7
TR B RSN ST
R-X-(G1)-N; + — X —
2 equiv. X \ / \
LCI N N N,N N\N
N N
i S
X X

¢ R-X-(G2)-Cl N R-X-(G2)-Nj

Triazole

2 b a
R-X-(G2)N, + U — e RX(G3)N; —w RX-G3)N, + core —= !
dendrimer G3

2 equiv. 7

i . @ Triazol
R-X-(G3)N; U 2 e RX{(G4)}N, —» RX(G4N; + core — nazole
: (G4YN, (G4, dendrimer G4

2 equiv. L
Cl

Figura 8. Sintesis convergente de un dendrimero conteniendo triazol empleando la
quimica “click”. (a) CuSOa (5% mol), ascorbato de sodio (10% mol), H20O / 'BuOH (1:
1); (b) 1,5 equiv NaN3z, CH3COCH3 / H20 (4: 1), 60°C, 1-3 h.

A continuacion, el procedimiento se repetiria sustituyendo sencillamente la
alquilazida inicial por la azida-bistriazol [R-X-(G1)-N3; R= 'Bu] recientemente
obtenida. De este modo, se van construyendo los dendrones desde la superficie, donde
estarian los grupos terc-butilo, hacia el interior en el que quedaria una funcién azida.
Finalmente, una vez alcanzada la generacion deseada, se unirian los dendrones

sintetizados al nucleo del dendrimero. Este paso se representa en la Figura 9, en la que
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tres dendrones de tercera generacion [6, R-X-(G3)-Ns; R= 'Bu] se unen por medio de la

reaccion “click” azida-alquino, al ntcleo del dendrimero que es el tri-ino 8.

% dendron 62 —TNyM N O’ ()fﬂ :

Figura 9. Sintesis del dendrimero 7a.

También se ha empleado la quimica “click para la sintesis de dendrimeros a
través del procedimiento divergente. Asi, en el ejemplo que se describe a continuacion,
se comienza por la sintesis del ndcleo, que en este caso va a contener dos funciones
azida. Su sintesis, asi como la del nucleo y la del monémero con el que se va a hacer

reaccionar se muestran en las Figuras 10 y 11.

El nucleo se prepardé en un solo paso a partir de 1,2-bis(2-cloroetoxi)etano por
reaccion con azida de sodio; mientras que el monomero se sintetizé en dos etapas de
reaccion a partir de 5-hidroxiftalato de dimetilo. En primer lugar, se llevo a cabo la
alquilacion de la funcion fenol presente, y posteriormente se reducen las dos funciones

éster a alcohol primario (Figura 10) (Joralemon y cols., 2005).

NaN, (6.0 eq)
Cl/*\_,O\/\O/\_,Cl - s N:;A‘/O\/\O/\/Ns
H,0, reflux,
4d, 97% core

Bf/\\\o (1.2 eq)

o] o] acetone, reflux, 18 h, 75%
overnight, 89%

OH I Il
18-crown-6 (0.1 eq) LiAIH, (4.0 eq)
> ]  EEE— O
. O~ K,C0,(1.2 eq), THF, reflux
-0 SN HO OH
o} 0

monomer

Figura 10. Sintesis del nucleo y del monémero empleado en la sintesis del dendrimero
(N3)16-[G-3].
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La reaccion “click” entre el nacleo y dos equivalentes del monomero llevan a la
obtencion de la primera generacion del dendréon (HO)s-[G-1]. Posteriormente, la
reaccion de las cuatro funciones alcohol primario, presentes en el dendrén, con cloruro
de tionilo y a continuacién con azida de sodio conducirian a (N3)s-[G-1] (Figura 11).
Este dltimo compuesto se someteria a una posterior reaccion con el monoémero (4
equivalentes), y se irian repitiendo los pasos anteriormente descritos para obtener un
dendron de segunda generacion (HO)s-[G-2], y asi sucesivamente hasta la generacion

deseada (Figura 11).

N3 Mz

o D
ﬁi?Nxo\_/of";:(\

monomer (4.2 eq),
CusO,*5H,0(0.2eq)
MaAsc 5 wt% aqg. soln. (0.5 eq),
EtOH, RT, 24 h, 1%

OH

o] [
N,LT

=M.

o e ’ (HO)¢-[G-2] Nopf X )
}}ml ﬂﬁd
0’\[5\. [

HOC O

Ny \g o/ i

-

(a) SOCI, (excess),
40 °C, overnight

(b) NaN; (excess),
DMSO, S0 °C,
overnight, 50%
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Figura 11. Sintesis de (N3)16-[G-3]

La reaccion de cicloadicion azida-alquino, tanto térmica como catalizada por
iones cobre (1) ha sido utilizada, a pesar de los inconvenientes anteriormente
mencionados, en numerosos ejemplos de sintesis de dendrimeros a lo largo de estas
ultimas décadas (Johnson y cols., 2008; lha y cols., 2009; Franc y Kakkar, 2010; Astruc
y cols, 2012; Kempe y cols., 2012; EI Brahmi y cols., 2013). Por ejemplo, dendrimeros
multifuncionales tipo “Miktoarm” (Shi y cols., 2016), o modificaciones basadas en
dendrimeros con estructuras bien definidas como el PMPA (poli(cido 2,2-
bis(hidroximetil)propanoico) (Sadowski y cols., 2016); o dendrimeros que contienen
oligoespiroacetales (OSK) (Wessig y cols., 2015).

Con objeto de evitar el empleo de catalizadores metalicos que pudieran causar
una cierta prevencion o directamente el rechazo del material preparado para su empleo
en areas como la biomedicina, en la actualidad, se estan desarrollando otras técnicas que

se comentan brevemente a continuacion.

4.2.2.1. Cicloadicion azida-alquino promovida por tension anular (SPAAC)

Uno de las formas de realizar la cicloadicion azida-alquino a temperatura
ambiente sin el uso de un catalizador metalico es la cicloadicion azida-alquino
promovida por la tensién anular, “Strain-promoted Azide-Alkyne Cycloaddition”
(SPAAC).
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Wittig y Krebs (Wittig y Krebs, 1961) habian demostrado que el ciclooctino y la
fenilazida reaccionaban muy rapidamente, de manera parecida a una explosion.
Basandose en esta reaccion, en la que la inhabitual alta tension del anillo actia como
activador del alquino y promueve la reaccion sin necesidad de usar cobre u otro metal
como catalizador, se comenzd a investigar el empleo de cicloalquinos muy tensionados
(concretamente ciclooctinos) como reaccién “click”. En efecto, el angulo de enlace en
los atomos de carbono con hibridacion “sp” del ciclooctino es de aproximadamente 160°
en lugar de los 180° tedricos, y que pasa a un valor de 120° en el estado de transicién
que conduce a la formacion del triazol, lo que produce un aumento de la velocidad de
reaccion. El primer ciclooctino utilizado para su empleo en quimica click en ausencia de
catalizador metalico fue el compuesto 1 (Figura 12), observandose de que,
efectivamente, su cinética de reaccion era bastante mas rapida que cuando se empleaban
alquinos lineales. Sin embargo, todavia habia posibilidades de seguir mejorandola adn
méas. Asi, en los ultimos afios se han desarrollado diversos sistemas basados en
ciclooctinos altamente reactivos. Destacan los trabajos de Bertozzi y colaboradores
(Agard y cols., 2006; Baskin y cols., 2007), que disefiaron sistemas de ciclooctino
conteniendo uno o dos atomos de fltor en el anillo, lo que aumentaba la velocidad de
reaccion 3 y 60 veces, respectivamente, debido al efecto electrén-atractor de los &tomos
de fluor.

R'Ng Depe
N N
R-—=-R /
\\"/.' /_ J o~
180° RizpeR
N
N N-R
AT RN, /;'.__/TJ'
| T60° 120;1
_N:I'N:
il N7 “Ph N N,\‘Ph
\ % CHACN, rt Jod o
—_— o ; Sy ‘R
U K e b
1 2 +isomer
—_ F 3 P
o S MeO._~
N -F.-'\ ( i ~
[ ) R o MeO"\_
s R-0 4 5 R
Koy =3 Ko = 60 Koy = 1.5

Figura 12. Reaccion entre un derivado del ciclooctino y azidas en ausencia de
catalizador (Jewett y cols., 2009)
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Un ejemplo del empleo de la técnica SPAAC para la preparacion de dendrimeros
puede mostrarse mediante la sintesis del dendrimero poli(amidoamina) (PAMAM) de
quinta generacion (Huang y cols., 2011), que se comenta seguidamente.

Los dendrimeros PAMAM fueron los primeros esqueletos dendriticos en estar
disponibles comercialmente (SorSak y cols., 2015), lo que conlleva que la amplia
mayoria de publicaciones relativas a transfeccion de material genético utilizando
dendrimeros como vectores estén realizadas con esta familia de dendrimeros (Eichman

y cols., 2000; Kesharwani y cols., 2015).

Los dendrimeros PAMAM estan constituidos por un ndcleo central
correspondiente a una molécula de amoniaco o etilendiamina, desde el cual emergen
ramificaciones que crecen de manera uniforme hasta llegar a la superficie del
dendrimero, donde se encuentran funciones amina primaria, a las que se pueden unir
diferentes grupos funcionales o moléculas. Estos dendrimeros van a ir creciendo hasta
alcanzar un punto critico en el que se observa que la presencia de numerosos grupos
amonio provoca una toxicidad significativa, lo que impide la sintesis de dendrimeros de
mayor tamafo. Este tipo de dendrimero ha atraido la atencion durante décadas ya que es
biocompatible, presenta una baja polidispersidad, y presenta una gran facilidad para

realizar amplias modificaciones en su superficie.

Por ejemplo, la sintesis del dendrimero PAMAM G-5, presenta su superficie
modificada con grupos ciclooctino, que posteriormente se haran reaccionar con
diferentes moléculas pequefias, sin necesidad de incluir ningin catalizador metalico
(Figura 13).

En la Figura 13 podemos observar como se realiza, paso a paso, la modificacion
en la superficie del dendrimero PAMAM G-5, para que finalmente contenga 20
ciclooctinos en la periferia. En primer lugar, se acetila parcialmente en metanol con
anhidrido acético en presencia de trietilamina (TEA) para incrementar la solubilidad del
dendrimero en disolventes organicos. Posteriormente, la reaccion entre el dendrimero 2,
parcialmente acetilado, y el compuesto 3 condujo a la obtencion del compuesto 4, que
se termino de acetilar (todas las funciones amino libres que quedaban) para obtener el
compuesto 5. EI compuesto 5 se purifico y se unié mediante la reaccion SPAAC al -

azido metotrexato 8.
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Figura 13. (a) Sintesis del dendrimero PAMAM G-5 con 20 ligandos ciclooctinos. (b) y-
azido metotrexato 8. (c) Reaccion SPAAC entre PAMAM modificado y 8.

4.2.2.2. Otras reacciones AAC sin catalizador metdlico

Otra solucidn diferente para promover la reaccion AAC sin necesidad de usar
cobre como catalizador es utilizar alquinos deficientes en electrones tales como los
derivados del acido acetilenodicarboxilico. Un ejemplo es la reaccion AAC entre but-2-

inodioato de bis(bromopropilo) (BBBD) y 1,4-bis(azidometil)benceno.

Primero, una reaccion entre el acido acetilenodicarboxilico y 3-bromopropanol
conduce al BBBD, que es un monomero activado que puede reaccionar con azidas en un

medio libre de catalizadores metalicos (Figura 14) (Gonzaga y cols., 2013).
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Figura 14. Reaccién entre el acido acetilenodicarboxilico y 3-bromopropanol.
(@) Benceno, pTSA(catalitico), trampa Dean-Stark, 26 h.

Posteriormente, la reaccion AAC entre BBBD y 1,4-bis(azidometil) benceno se
lleva a cabo simplemente mezclando los reactivos en un vial, a temperatura ambiente y
sin ningun catalizador (Figura 15).
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Figura 15. Sintesis AAC de dendrimeros terminados en bromo o en azidas.

4.2.2.3. Reaccion tiol-eno

Como ya se comentd en la Figura 6, ademas de la reaccion “click” azida-
alquino, hay otras reacciones “click” que también se utilizan con frecuencia. Una de las

mas habituales es la conocida como reaccion “tiol-eno”. La reaccion “tiol-eno”, aunque
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conocida desde hace muchas décadas, ha experimentado en la actualidad un fuerte
impulso debido a la alta eficiencia y la ortogonalidad que presenta (Lowe, 2010; Kade y
cols., 2010; Walter y cols., 2011).

En efecto, este tipo de reaccion se ha empleado para la sintesis de diversos
dendrimeros, como por ejemplo la preparacion de dendrimeros carbosilano ionicos
(catidnicos y anidnicos) (Zhang y cols., 2016; Fuentes-Paniagua y cols., 2014; Galan y
cols., 2014), dendrimeros multifuncionales (Kottari y cols., 2014), dendrimeros que

contienen silicio (Xue y cols., 2013).

Un ejemplo de la aplicacion de esta reaccion se muestra en la Figura 17. En esta
sintesis se combina dos de las reacciones “click” mas utilizadas, la reaccion tiol-eno y
CuAAC, lo que permiten obtener un dendrimero de alta generacion en muy poco tiempo
(Montafiez y cols., 2010; Antoni y cols., 2010). El procedimiento acelerado de doble
“click” AB2 + CD», que se muestra en la Figura 15, permite obtener un dendrimero de
sexta generacion en tan sélo un dia, lo que demuestra que la sintesis de dendrimeros no

tiene por qué ser lenta y tediosa, que son dos de sus mayores inconvenientes.

La preparacion de los monomeros AB2 y CD2 se muestra en la Figura 16. En
ambos casos el producto de partida fue el mismo, el acido 2,2-

bis(hidroximetil)propionico, un producto econdémico y facilmente asequible.
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Figura 16. Preparacion de los monomeros AB; y CD..
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La primera generacion del dendrimero se obtuvo via una reaccion tiol-eno entre
el mondmero 4 y el ndcleo, tris(aliloxi)triazina, en presencia de un iniciador radicalico,
2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DMPA). La reaccion se purga con argon y se irradia
con luz UV, seguida de una simple filtracion a traveés de silica gel para separar el
dendrimero de primera generacion del monomero 4 que estaba en exceso.
Posteriormente, el dendrimero de G-1 puro se hizo reaccionar con el monémero 6, en
las condiciones clasicas de Sharpless (CuSQs, ascorbato de sodio en THF-agua) para
obtener la segunda generacion del dendrimero. La repeticion de esta estrategia con
adiciones sucesivas de los monomeros AB>/CD., en reacciones que han demostrado ser
répidas, eficientes y con procedimientos de purificacion faciles, permiten la produccion

de dendrimeros de alta generacion en muy cortos periodos de tiempo.
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Figura 17. Sintesis de un dendrimero G-6

(i) 2 equiv de 4/eno, luz UV durante 0,75 h; (ii) 1,1 equiv de 6/N3, 1 h; (iii) 4 equiv de
4/eno, luz UV durante 0,75 h; (iv) 1,1 equiv de 6/N3, 1 h; (v) 7 equiv de 4/eno, luz UV
durante 0,75 h; (vi) 1,6 equiv de 6/N5, 2 h.
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De manera parecida, otras reacciones similares se han aplicado a la sintesis de
dendrimeros. Asi, la combinacién de la reaccion tiol-ino con la adicion aza-Michael

permitio la sintesis de un dendrimero G-5 en 5 etapas (Shen y cols., 2013).

4.3. Dendrimeros vy VIH

4.3.1. VIH v SIDA: Aspectos generales

El SIDA sigue siendo una de las enfermedades infecciosas mas importantes para
la que no hay un tratamiento curativo ni vacuna (De Cock y cols., 2012). La terapia
antirretroviral actual contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), consiste en 26
medicamentos clinicamente aprobados, principalmente enfocados en las enzimas virales
proteasa y transcriptasa inversa, que son administradas en combinacion, en la Ilamada
Terapia Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) (Volberding y Deeks, 2010).

Sin embargo, a pesar de este importante éxito terapéutico, el régimen combinado
estd asociado con efectos secundarios a largo plazo y la aparicién de cepas del VIH

resistentes a los medicamentos (Margolis y cols., 2014).

Asi en el marco de la busqueda de nuevas terapias y estrategias preventivas
frente al VIH, los dendrimeros se han propuesto como una mejora de la actividad

antiviral frente a esta epidemia.

4.3.2. Dendrimeros de triptdéfano como inhibidores del proceso replicacion del VIH

Se han preparado dendrimeros que contienen de 9 a 18 residuos de triptéfano en
su periferia, y se ha encontrado que pueden actuar de manera eficiente contra la
replicacion del VIH. Estos compuestos inhiben un paso temprano del ciclo replicativo
del VIH, presumiblemente la entrada del virus a su célula objetivo (Rivero-Buceto y
cols., 2015).

Estos dendrimeros se sintetizan facilmente combinando una estructura central
(ndcleo) conteniendo 3, 4, 5 6 6 funciones acido carboxilico (representado por un
triangulo, en la Figura 18), con distintos grados de restriccion conformacional y capaces
de orientar dichos residuos de manera diferente en el espacio, con un aminotriéster

(amina de Behera, 1) como unidad de crecimiento que facilita la incorporacion de hasta
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18 triptéfanos en la periferia. La estructura correspondiente a la molécula conteniendo 9

unidades de triptofano se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Dendrimeros conteniendo 9 residuos de triptofano en la periferia.

Los datos de actividad anti-VIH indican que la presencia de triptéfano en la
periferia de los dendrimeros (al menos conteniendo 9 residuos) es crucial para la
actividad antiviral, ya que aquellos que no los contenian o contenian una cantidad

inferior no mostraron dicha actividad.

Por otra parte, con el fin de conocer la etapa en la que actlan los compuestos
sobre el ciclo replicativo viral, se llevaron a cabo estudios de tiempo de adicion. Los

resultados obtenidos indican que estos compuestos actuan en etapas tempranas de dicho
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ciclo, concretamente, inhiben la entrada del virus en la célula (Rivero-Buceta y cols.

2015).

4.3.3. Dendrimeros polianidnicos de tipo carbosilano como potenciales microbicidas

frente al VIH

Una de las estrategias en desarrollo mas avanzadas es la busqueda de

microbicidas, que son compuestos que aplicados via tépica en forma de geles vaginales

o rectales, anillos u otras formulaciones, previenen la infeccion por el VIH desde sus

primeras fases.

Los dendrimeros son la Unica nanotecnologia que presenta avances en pruebas

clinicas humanas como microbicida topico para la profilaxis de VIH. En la Figura 19, se

muestra varios dendrimeros que han sido sintetizados y estudiados como microbicidas

topicos contra diferentes enfermedades de transmision sexual (Sépulveda-Crespo y cols,

2015).

"
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Figura 19. Dendrimeros estudiados como microbicidas: (A) Poliamidoamina
(PAMAM); (B) poli (L-lisina) (C) Boltorn; (D) denrimero que contiene fosforo; (E)
polipropilenimina; y (F) dendrimeros de carbosilano (C-Si).

De entre ellos, los dendrimeros polianidnicos de tipo carbosilano (DPCs) son
candidatos interesantes para el desarrollo de nuevos microbicidas para la prevencion de

la transmision del VIH (Sepudlveda-Crespo y cols., 2015).

La mayoria de los dendrimeros de tipo carbosilano publicados han sido
sintetizados a través del método divergente. Asi, a partir de tetraalilsilano, o
tetravinilsilano, como nuacleo, y empleando en primer lugar una reaccion de
hidrosililacion con triclorosilano, y posteriormente haciendo reaccionar el compuesto
obtenido en el paso anterior con un compuesto de Grignard, como por ejemplo, bromuro

de alilmagnesio, se obtiene la primera generacion del dendrimero (Figura 20).

| cly8i
{ L
_ /= ansicy 3 /

T = = s/

m ~

Cl3Si L

SICly

12 P MgBr

Figura 20. Sintesis general de los dendrimeros de tipo carbosilano.
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Las siguientes generaciones se obtienen por la simple repeticion de los pasos de
hidrosililacién y Grignard. De este modo, se pueden obtener facilmente dendrimeros de
carbosilano con un alto nimero de generaciones (Son, 2013).

Desde un punto de vista sintético y econdémico para uso como microbicidas
contra el VIH/VHS-2, el uso de los dendrimeros de carbosilano con un numero de
generaciones bajas (< G-3) es mas rentable que el empleo de dendrimeros con un
numero de generaciones altas. EI tiempo de preparacion que se necesita para la sintesis
de los dendrimeros G-3 de carbosilano de alilo es muy elevado, mas de 20 dias, en
comparacion con los 2 a 6 dias que se necesitan para sintetizar los dendrimeros G-1 y
G-2 (Sanchez-Nieves y cols., 2010). Sin embargo, desde una perspectiva bioldgica
como antivirales, hay que tener en cuenta que hay que emplear altas dosis cuando se
usan dendrimeros en bajas generaciones, mientras que si se usan dendrimeros de altas
generaciones se tienen emplear dosis mas bajas para lograr la misma eficiencia antiviral.
Por lo que también se deben de tener en cuenta otros factores asociados como la
citotoxicidad (Sepulveda-Crespo y cols., 2015).

En el caso de los dendrimeros, los términos biocompatibilidad y toxicidad son
muy dificiles de generalizar porque hay muchos factores a tener en cuenta. En la
citotoxicidad de los dendrimeros es relevante caracteristicas como: carga de superficie,
composicion quimica, tamafio y proporcion superficie/volumen, o la relacién
hidrofilicidad/hidrofobicidad de las nanoparticulas (Duncan y lzzo, 2005; Greish y
clos., 2012).

Las caracteristicas superficiales tienen un efecto importante en la eficacia, la
absorcion por parte de las células y toxicidad de los dendrimeros. Es sabido que los
dendrimeros cationicos interactian con membranas biologicas negativas, mejorando la
permeabilidad y disminuyendo la integridad de la membrana que finalmente causa su

desestabilizacién y lisis celular (Madaan y cols., 2014; Domanski y cols., 2004).

Ademas, varios estudios han demostrado que los dendrimeros neutros y
anionicos no interactian con membranas biologicas, por lo tanto, son menos toxicos que
los dendrimeros catidnicos y son mas compatibles para aplicacién clinicas (Madaan y
cols., 2014; Jevprasesphant y cols., 2003).

Tenofovir (TFV), que tiene actividad antiviral doble (anti VIH/VHS-2), y

maraviroc (MRV) son los antirretrovirales (ARV) més extensamente estudiados
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(Chaowanachan y cols., 2013; Cooper y cols., 2014; Ferir y cols., 2011). Por otro lado,
los dendrimeros de carbosilano polianiénico (PCDs) son nanosistemas innovadores,
seguros y efectivos dirigidos contra la infeccion VIH-1 con un gran potencial como
microbicidas (Vacas-Cordoba y cols., 2014; Sepulveda-Crespo y cols., 2014). Se ha
encontrado que la combinacion de varios PCDs con TFV y/o MRV presenta ciertas
ventajas frente a la monoterapia, como el empleo de dosis mas pequefias, lo que
minimiza tanto los efectos secundarios como la aparicion de resistencias. Sin embargo,
la farmacocinética de los compuestos polianionicos hace que, generalmente, su
permanencia en sangre sea muy baja, y se necesiten grandes cantidades de los principios
activos para poder ser detectados en un analisis (Swart y cols., 1996). Ademas, se sabe
que ciertas sustancias polianionicas poseen actividad anticoagulante (Mitsuya y cols.,
1988). Todos estos factores dificultan que sean utilizados como inhibidores de la fusion
del VIH a células sanas. Sin embargo, todos estos factores no son de importancia en el
caso de que estas sustancias polianidnicas sean de uso topico. La formulacion de geles
con principios activos de naturaleza polianiénica para su utilizacion topica puede ser de

suma importancia para evitar la transmision del VIH.
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5. CONCLUSIONES

1- Los dendrimeros tienen un alto grado de control sobre su arquitectura molecular y

sus dimensiones en comparacion con los polimeros lineales tradicionales.

2- Se han realizado avances considerables en la simplificacion de la sintesis de
dendrimeros, como el uso de la quimica “click”, que ha dado lugar a una amplia
variedad de compuestos dendriticos, al mismo tiempo que han reducido el coste de su

produccion.

3- La reaccion “click” CuAAC es mas rapida, mas selectiva y mas efectiva que la
version clasica térmica, pero puede presentar efectos citotdoxicos por la presencia de

restos del catalizador metalico. Aun asi se sigue utilizando frecuentemente.

4- Se han desarrollado otras reacciones “click” que no precisan de catalizador, y que
puede presentar las ventajas de la quimica “click” CuAAC, sin sus inconvenientes,

pudiendo ser utilizadas en aplicaciones bioldgicas.

5- Los dendrimeros pueden tener aplicacion en diferentes campos de la biomedicina,
entre los que cabe destacar su utilizacion para la prevencion y/o el tratamiento del VIH.
Asi, dendrimeros conteniendo residuos de triptofano o dendrimeros polianionicos de

tipo carbosilano han demostrado su actividad.
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