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DESCRIPCION

Dendrimeros carbosilanos con un nicleo polifendlico y su uso como antivirales.

La presente invencién se refiere a macromoléculas altamente ramificadas sintetizadas a partir de un nticleo poli-
fendlico, denominadas dendrimeros, de estructura carbosilano y funcionalizados en su periferia con grupos aniénicos
que dan a la macromolécula una carga neta negativa. Ademads, la invencién se refiere a su procedimiento de obtencién
y sus usos en biomedicina.

Estado de la técnica anterior

Los dendrimeros son moléculas hiperramificadas de construccién arborescente, de tamaiio y estructura tridimen-
sional bien definidos y que poseen unas propiedades quimicas uniformes debidas en parte a su baja polidispersidad. La
naturaleza y propiedades de los dendrimeros se pueden controlar actuando sobre el niicleo de crecimiento del dendri-
mero, sobre las unidades o ramas de crecimiento o sobre la periferia del dendrimero que es susceptible de incorporar
una variedad muy grande de grupos funcionales. Los primeros trabajos describiendo la sintesis de dendrimeros fueron
publicados hace algo mds de dos décadas. Desde entonces ha crecido la capacidad de disefio de nuevas estructuras
dendriticas, lo que ha dado lugar a un gran nimero de publicaciones en este campo y a su vez ha atraido la atencién
de investigadores de diferentes disciplinas cientificas ante la variedad de aplicaciones que pueden presentar este ti-
po de compuestos. En la dltima década se ha empezado a investigar el potencial de los dendrimeros en aplicaciones
biomédicas, descubriendo su utilidad en campos como por ejemplo terapia génica, donde el dendrimero actia como
un vehiculo de transporte no viral de biomoléculas tratando de optimizar el efecto terapéutico de estas. También se
han descrito aplicaciones de los dendrimeros como agentes de contraste de imagen en resonancia magnética nuclear o
transporte de boro 10 en la terapia de captura de neutrones utilizada en determinados tumores. Sin embargo, es bas-
tante reciente el descubrimiento de que los dendrimeros por si mismos pueden tener una actividad bioldgica, actuando
asi por ejemplo como agentes antibacterianos o antivirales.

De esta manera, se han sintetizado moléculas dendriticas que contienen en su superficie grupos adecuados para
formar complejos con receptores celulares o virales rompiendo la interaccién virus-célula, incluyendo la unién inicial
del virus a la pared celular. Algunas de estas moléculas han mostrado actividad in vitro frente a una variedad de virus,
como VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana), VHS (Virus del Herpes Simple), Virus de la gripe u otros.

La capacidad de los dendrimeros para interferir en la interaccién virus-célula sugiere que ellos podrian actuar
como microbicidas tépicos, es decir, compuestos aplicados a la mucosa vaginal o rectal para impedir la expansién de
enfermedades de transmisién sexual.

Los dendrimeros descritos en la bibliografia y potencialmente ttiles como agentes antivirales pueden presentar
distintos tipos de esqueletos, pero en lo que se refiere a los grupos funcionales que presentan en su periferia, que son
los verdaderos responsables de su actividad antiviral, pueden ser agrupados en tres tipos: carbohidratos, péptidos y
aniones.

Glicodendrimeros: Son dendrimeros que contienen grupos terminales carbohidratos. Han sido las macromoléculas
dendriticas mds comtinmente utilizadas hasta la fecha como antivirales. Se han estudiado frente a varios tipos de virus,
pero uno de los estudios mds exhaustivos ha sido frente al virus de la gripe. Estudios in vivo utilizando dendrimeros tipo
PAMAM funcionalizados en la periferia con 4cido sidlico demostré que estos compuestos protegen completamente
frente a la infeccidn en un modelo de gripe murino, observandose que los dendrimeros utilizados eran no t6xicos y no
inmunogénicos. También se estudiaron los efectos de estos dendrimeros PAMAM funcionalizados con 4cido sidlico
y sus resultados apuntaron el hecho de que la especificidad del carbohidrato no es el tinico aspecto que determina el
éxito o el fracaso en el disefio de un inhibidor basado en carbohidratos, sino que también hay que considerar como es
la unién y la orientacién de los carbohidratos al esqueleto del dendrimero. Muy recientemente, se ha descrito el uso
de glicodendrimeros basados en un esqueleto carbosilano para bloquear la proteina hemaglutinina (HA) del virus de
la gripe.

Los glicodendrimeros también se han mostrado efectivos frente al VIH. Asi, hay estudios que muestran que den-
drimeros polipropilenimina (PPI) funcionalizados con grupos galactosa polisulfatados producen la inhibicién del virus
VIH-1 de forma tan eficiente como el sulfato de dextrano utilizado como control (cfr. R.D. Kensinger, et al., Antimi-
crob. Agents Chemother., 2004, 48, 1614).

Dendrimeros funcionalizados con péptidos: El uso de dendrimeros funcionalizados en su superficie con péptidos
es otra de las posibilidades para abordar la sintesis de nuevos microbicidas, aunque esta via ha sido menos explorada
que el uso de glicodendrimeros o el uso de dendrimeros anidnicos. No obstante, algunos estudios muestran que este
tipo de dendrimeros puede inhibir la infeccién viral in vitro. Otros estudios han demostrado la potencialidad de estos
dendrimeros funcionalizados con péptidos para ser usados como vacunas. En este sentido, Cruz y colaboradores (cfr.
L. J. Cruz, et al., Bioconjug. Chem., 2004, 15, 112) indican que estos dendrimeros son mejores inmundgenos que otros
vehiculos macromoleculares funcionalizados con los mismos péptidos.

Dendrimeros polianiénicos: Se han descrito en la bibliografia varios tipos de dendrimeros o polimeros dendroni-
zados con una carga neta negativa en la superficie, ya que es conocido que muchos tipos de virus, como por ejemplo
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el VIH o VHS, se unen a compuestos polianiénicos. Esta tendencia se confirma con el hecho de que polisacaridos
sulfatados son inhibidores efectivos tipicos de la inhibicién viral. Dentro de este tipo de dendrimeros polianiénicos,
se han descrito por ejemplo dendrimeros polilisina con grupos terminales carboxilato y sulfonato que son capaces
de bloquear efectivamente la infeccién por VHS (cfr. M. Witvrouw, E. De Clerq. Gen. Pharmacol., 1997, 29, 497,
US2003036562).Los mismos autores posteriormente llevaron a cabo también estudios in vivo con ratones en los que
demostraron que estos dendrimeros no sélo protegen a los animales frente a la infeccién vaginal sino que también los
derivados sulfonato son capaces de interferir las etapas finales de replicacién del virus en las células infectadas.

Dendrimeros similares con un esqueleto polilisina y grupos terminales carboxilato o sulfonato, también se han
mostrado eficaces en la inhibicién del VIH in vitro. En este caso se ha observado que los dendrimeros polianiénicos
no s6lo inhiben la entrada del virus en la célula, sino que también inhiben la actividad de dos enzimas, transcriptasa
reversa e integrasa, lo que indica que estos derivados polianiénicos pueden actuar en diferentes ciclos replicativos del
virus dependiendo de cémo se integren y se sitiien en la célula. Otros estudios mds recientes, muestran que dendrimeros
con grupos sulfonato protegen a macacos hembra frente a la infeccién vaginal del virus de la inmunodeficiencia en
simios (VIS).

En este apartado hay que destacar sin duda un dendrimero cargado negativamente, formulado como un gel y
denominado SPL7013. Este dendrimero ha sido desarrollado por una compaiiia farmacéutica australiana y los estudios
llevados a cabo con él, tanto in vitro como in vivo, lo han convertido, hasta ahora, como el mejor candidato para acceder
al mercado, convirtiéndose en el primer dendrimero comercial con una aplicaciéon biomédica definida. E1 SPL7013 es
un dendrimero basado en lisina con grupos acido disulfénico naftaleno en su superficie y es el principio activo de un
gel microbicida vaginal denominado VivaGel®. Es un potente inhibidor de VIH-1 in vitro, mostrandose activo frente
a numerosas cepas. Estd siendo usado en la prevencién de la transmision vaginal de VIH y el herpes genital. Asi por
ejemplo, un estudio desarrollado por Dezutti y colaboradores ha mostrado que una formulacién de este dendrimero
(5%) presenta una toxicidad muy baja en células epiteliales y es efectivo para prevenir la infeccién de VIH-1 de CMSP
(Células Mononucleares de Sangre Periférica), macréfagos y la transferencia del virus desde las células epiteliales a
CMSP. Estudios posteriores mas detallados han mostrado que la aplicacion diaria del gel SPL7013 en proporciones de
1-3% son bien toleradas, y similares resultados se obtuvieron también en el caso de aplicacion rectal. También se han
desarrollado estudios in vivo mediante la aplicacién vaginal del gel SPL7013 en macacos, mostrando que no produce
ninglin signo de irritacién de la mucosa vaginal y es capaz de proteger al 100% de los macacos utilizados si se aplica
en un 5%. Dendrimeros similares al SPL7013 han sido preparados utilizando esqueletos tipo PAMAM y PPI. Estos
presentan actividades bioldgicas similares, pero dificultades que aparecen en el proceso de sintesis de estos tltimos,
los han descartado para su utilizacién comercial.

Otros dendrimeros anidnicos también han sido descritos como agentes antivirales, uno es el conocido como
BRI2923 que es un dendrimero de tipo poliamidoamina (PAMAM) crecido a partir de un nicleo de amoniaco y fun-
cionalizado en la superficie con 24 grupos naftil disulfonato. El otro dendrimero se conoce como BRI6195, también es
un dendrimero de tipo PAMAM, crecido en este caso a partir de un niicleo de etilendiamina y que esta funcionalizado
con 32 grupos fenildicarboxilato. Estos dendrimeros se han mostrado capaces de inhibir la replicacién de diferentes
variedades de virus HIV en células MT-4 (cfr. Y. H. Jiang, et al., AIDS Res. Hum. Retriviruses, 2005, 21, 207).

También se ha publicado la sintesis de dendrimeros basados en un esqueleto que contiene atomos de fésforo,
funcionalizados en su superficie con grupos aniénicos fosfonato (cfr. L. Griffe, et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46,
2523). Estos dendrimeros muestran una gran actividad en la activacién y multiplicacién de células NK (natural killers).
Estos datos son prometedores ya que abren la puerta a la utilizacién de inmunoterapias antivirales o anticancerigenas,
donde un gran nimero de células NK podrian ser necesarias.

En los dltimos afios, también ha aparecido descrita la sintesis de nuevos dendrimeros aniénicos, que probablemente
mostrardn nuevos avances en el campo de su utilizacién como agentes terapéuticos. Por ejemplo, se ha preparado
una familia de dendrimeros anidnicos solubles en agua, capaces de unirse reversiblemente de forma electrostética a
cationes de acetilcolina, o dendrimeros con diferentes grupos aniénicos como sulfato, sulfonato o carboxilato, utilizado
el método sintético conocido como “click-chemistry” para su funcionalizacién.

Por otro lado, se han descrito también dendrimeros de estructura carbosilano de naturaleza catiénica que pueden
ser potencialmente ttiles como agentes de transfeccidn en terapia génica, ya que presentan una toxicidad baja en las
lineas celulares en las que se ha ensayado, reteniendo eficazmente material nucleico como oligonucledtidos antisentido
o siRNA e internalizan este material en el interior de las células en porcentajes similares e incluso en algin caso
superiores a las de otros transfectantes comerciales (cfr. N. Weber, et al., J. of Controlled Released 2008, 132, 55). Asi
mismo, estos dendrimeros son capaces de proteger al material nucleico del ataque de las proteinas del suero y actuar
como agentes terapéuticos, con capacidad antibacteriana.

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona macromoléculas altamente ramificadas sintetizadas a partir de un nicleo polife-
noélico, denominadas dendrimeros, de estructura carbosilano y funcionalizados en su periferia con grupos carboxilicos,
fosfénicos o sulfénicos, preferiblemente anidnicos que dotan a la macromolécula de una carga neta negativa. Ademas
la invencién proporciona un procedimiento para su obtencidn y sus usos en biomedicina.
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Un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a un dendrimero carbosilano que comprende:
a) un nucleo polifendlico,
b) al menos una generacion, y

¢) una capa externa, que consiste, total o parcialmente, en unidades iguales o diferentes del grupo de férmula
general (I):

-Si-X,

donde: R’ es un grupo alquilo (C,-C,),
p es un nimero entero y puede ser 1, 2 6 3, preferiblemente pes 1 y

X es el siguiente grupo de férmula (I1):

E-N|(CH),R];

(I

donde: E es un grupo enlazante situado entre el silicio de la férmula general (I) y el nitrégeno del
grupo amina,

z varia entre 1y 4,
R! se selecciona de un grupo de la lista que comprende -COOR?, -SO;R? 0 -PO5(R?),, y
R? es hidrégeno o un grupo alquilo (C,-C,).

Por “dendrimero carbosilano” se refiere en la presente invencién a una macromolécula muy ramificada con forma
esférica, donde el nicleo de crecimiento del dendrimero es un polifuncional, en este caso el nicleo es un polifenol, las
unidades, ramas o ramificaciones de crecimiento tienen esqueleto carbosilano y la capa externa, superficie o periferia
del dendrimero incorpora grupos funcionales. Esta superficie o periferia seria la correspondiente a las extremidades de
las ramificaciones.

El término “generacién” se refiere al nimero de ramificaciones iterativas que son necesarias para la preparacion
del dendrimero.

Por “polifenol” se entiende en la presente invencion a una molécula de benceno sustituido por al menos dos grupos
hidroxilo en cualquiera de sus posiciones, por ejemplo 1,4-dihidroxibenceno, 1,2-dihidroxibenceno o 1,3-dihidro-
xibenceno, mds preferiblemente es hidroquinona (1,4-dihidroxibenceno), pero puede tener tres, cuatro, cinco o seis
grupos hidroxilo. Mds preferiblemente el polifenol es trisustituido, atin mds preferiblemente 1,3,5-trihidroxibenceno.

Por “grupo enlazante” se entiende en la presente invencion cualquier grupo que une las ramificaciones, que a su
vez se encuentran unidas al ndcleo, con los grupos funcionales de la capa externa del dendrimero. El grupo enlazante
E se puede seleccionar preferiblemente entre un alquilo (C,-C,y) o un grupo -(CH,),-R?, donde R® puede ser un grupo
triazol o fenoxo y x es un nimero entero que varia entre 1 y 6.

Cuando R® es un grupo triazol, E serfa un grupo de férmula:

N=N

/
H,C N
R
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Por otro lado, cuando R® es un grupo fenoxo, E serfa un grupo de férmula:

—(HQC—)X—O-O—

donde x para ambos casos estd descrito anteriormente.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencion a cadenas alifaticas, lineales o ramificadas. En el caso de
R’ y R?, estas cadenas tienen de 1 a 4 4tomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, tert-
butilo o sec-butilo, preferiblemente el grupo alquilo es un metilo. En el caso de un grupo enlazante (E), estas cadenas
tienen de 1 a 10 atomos de carbono, mas preferiblemente el grupo alquilo es una cadena que tiene de 1 a 4 d&tomos de
carbono y mds preferiblemente el grupo enlazante (E) es un grupo propilo.

En una realizacién preferida, el grupo enlazante E es el grupo -(CH,),-R*® y R? es triazol. Mds preferiblemente x
es 4.

En otra realizacién preferida, el grupo enlazante E es el grupo -(CH,),-R*® y R* es fenoxo. Més preferiblemente,
donde x es 1.

Cuando R! es el grupo -COOR?0 el grupo -SO;R?, preferiblemente R? es hidrégeno o metilo y mas preferiblemente
zes?2.

Cuando R! es el grupo -PO;(R?),, preferiblemente R? es hidrégeno o metilo y mas preferiblemente z es 1.

El dendrimero de la presente invencién ademads puede ser anidénico, formando los grupos carboxilato, fosfonato o
sulfonato.

Por lo tanto, la presente invencién no solo incluye los dendrimeros por si mismos, sino cualquiera de sus sales,
por ejemplo, sales de metal alcalino 6 metal alcalinotérreo, que se pueden seleccionar entre sales de sodio, potasio 6
calcio, preferiblemente las sales son de sodio.

En otra realizacién preferida el dendrimero es al menos de primera generacion, y que se puede representar con la
siguiente férmula (III):

N
/o Ry SiT/ Ra—R
A\ |

(RM3.m

(1)

donde: R, R, y R", son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C,-C);
m es un nimero entero que varia entre 1 y 3; preferiblemente m es 2.
y es un nimero entero que varia entre 2 y 6; preferiblemente y es 3.

R es el grupo terminal de férmula general (I) segin se ha descrito anteriormente.
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En otra realizacién preferida, el dendrimero es al menos de segunda generacién y se puede representar con la
siguiente férmula (IV):

I.O Rc Ti /Rb Si ( Ra R)
7 (R'”)s.x (Ram [

donde: R, Ry, R, R" y R™, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C,-Cy);
m y n son iguales o diferentes y es un nimero entero que varia entre de 1 y 3; preferiblemente m y/o n es 2
y es un nimero entero que varia entre 2 y 6; preferiblemente es 3

R es el grupo terminal de férmula general (I) segin se ha descrito anteriormente.

En otra realizacion preferida, el dendrimero es al menos de tercera generacién y se puede representar con la
siguiente férmula (V):

2'0 Rd Si Re Si Rb—Si+Ra

(R")5 (RN A

(V)

donde: R,, Ry, R, Ry, R", R™ y RY son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C,-Cy);
m, ny q son iguales o diferentes y es un nimero entero que varia entre 1 y 3; preferiblemente es 2
y es un nimero entero que varia entre 2 y 6; preferiblemente es 3

R es el grupo terminal de férmula general (I) segin se ha descrito anteriormente.

En estos dendrimeros de al menos primera, segunda y tercera generacion los radicales R,, Ry, R, 0 Ry pueden ser
iguales o diferentes, y preferiblemente representan un grupo alquilo (C,-C,).

En otra realizacion preferida, los radicales R, R™ o R son, independiente unos de otros, y representar un grupo
alquilo (C,-C,), més preferiblemente son un grupo metilo.

Estos dendrimeros organosilano de la invencidn se pueden preparar de diferentes generaciones con rendimientos
elevados usando reacciones bien conocidas, a través de métodos divergentes. Los dendrimeros carboxilato y sulfonato
son dendrimeros estables y solubles en agua. En funcién del pH se pueden obtener los dendrimeros como sales sédicas,
dcidos o aminodcidos, lo que proporciona mayor versatilidad en sus aplicaciones. Su sintesis es relativamente sencilla,
lo que facilita su obtencién en grandes cantidades.
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La sintesis de cufias dendriticas o dendrones de naturaleza carbosilano que tienen un grupo funcional en el punto
focal, permiten el acoplamiento de varias de estas cufias sobre un nicleo polifendlico. La adecuada funcionalizacién
posterior de la periferia de los dendrimeros obtenidos permite la obtenciéon de dendrimeros aniénicos con grupos
terminales como por ejemplo carboxilato, sulfonato o fosfonato. Es decir, la preparacién de estos derivados aniénicos
se puede hacer siguiendo una secuencia sintética de 3 pasos que implican:

e Sintesis de dendrones o cufias dendriticas con un punto focal y una periferia adecuadamente funcionaliza-
dos.

e Acoplamiento de dendrones o cuifias dendriticas de los sintetizados en el apartado anterior sobre un nicleo
polifendlico.

e Funcionalizacion de la periferia de los dendrimeros obtenidos en el apartado anterior con grupos anidnicos
de diferente naturaleza, como por ejemplo, carboxilato, sulfonato o fosfonato.

Para la sintesis de estas cufias dendriticas se puede partir de un haloalqueno, més preferiblemente bromoalqueno,
como por ejemplo bromuro de alilo o 4-bromobuteno y se puede utilizar una estrategia de crecimiento divergente.
Dependiendo del tipo de funcionalizacién que se alcance en la periferia de estos dendrones, se pueden obtener cuias
dendriticas diferentes que permiten posteriormente, una gran versatilidad de procedimientos preparativos para la ob-
tencion de dendrimeros carbosilano anidnicos. De esta forma se pueden preparar cuiias dendriticas que tienen en su
punto focal un grupo bromo alquilo, BrCH,-Dendr, y que presentan su superficie funcionalizada con diferentes grupos
como por ejemplo: grupos alilo, enlaces Si-H o Si-Cl terminales, grupos ester, etc. Un esquema general de estas cuflas
dendriticas se muestra en la Fig. 1.

Los dendrones pueden presentan en su punto focal una funcionalidad -CH,Br, por lo que pueden ser anclados sobre
un nicleo polifendlico, como por ejemplo hidroquinona o 1,3,5-trihidroxibenceno, para dar lugar a dendrimeros con
diferentes grupos funcionales en la superficie. Esta reaccién de acoplamiento de cufias dendriticas con enlaces C-Br
en el punto focal sobre derivados polifendlicos, se puede realizar de forma general en un disolvente, como por ejemplo
acetona, tetrahidrofurano (THF) o dimetilformamida (DMF), calentado a temperaturas entre 60 y 100°C durante varias
horas en presencia de una base como por ejemplo carbonato potasico (K,COs) o carbonato de cesio (Cs,CO3) y
afladiendo éter corona, por ejemplo 18-C-6, para favorecer la solubilidad de la sal inorgénica en el disolvente organico
utilizado.

Una vez sintetizados los dendrimeros descritos anteriormente, la obtencién de dendrimeros con grupos carboxili-
cos, fosfonicos o sulfénicos, y mas preferiblemente sus grupos aniénicos, en la superficie puede abordarse de formas
diversas dependiendo en primer lugar de las funcionalidades presentes en el dendrimero de partida y en segundo lugar
de la naturaleza de los grupos aniénicos que se deseen en el dendrimero final:

Asi, para la obtencién de derivados carboxilato se pueden utilizar dos métodos diferentes, el primero consiste
en la reaccion de hidrosililacién de alilamina sobre dendrimeros acabados en enlaces Si-H utilizando para ello un
catalizador de platino, seguido de la adicién de Michael de acrilato de metilo sobre los grupos amino, -NH,, terminales
del dendrimero y posterior transformacion de los grupos éster resultantes en grupos carboxilato por tratamiento con
una base, como por ejemplo NaOH. El segundo método consiste en preparar inicialmente una alil amina con grupos
éster terminales mediante adicién de Michael de acrilato de metilo sobre alilamina y posterior hidrosililacién de esta
alilamina funcionalizada sobre el dendrimero acabado en grupos Si-H terminales. En este caso también el paso final
consistiria en la transformacién de los grupos éster terminales en grupos carboxilato por adicién de una base.

Por otro lado, los dendrimeros con grupos sulfonato se pueden preparan llevando a cabo inicialmente la hidrosili-
lacion de alilamina sobre dendrimeros terminados en grupos Si-H y posterior adiciéon de Michael de vinil sulfonato de
sodio sobre los dendrimeros acabados en grupos -NH, resultantes en la primera etapa.

En el caso de los derivados fosfonato se pueden preparar inicialmente los dendrimeros acabados en grupos -NH,
y a partir de ellos se introducen los grupos fosfonato mediante reaccién con formaldehido en THF durante 1 hora a
temperatura ambiente y a continuacién adicién “in sifu” de fosfito de metilo, HPO(OMe),. También en este caso la
obtencién de derivados aniénicos con grupos fosfonato terminales se puede conseguir por adicién de base, por ejemplo
NaOH, sobre los dendrimeros anteriores.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de los dendrimeros de
la invencién, que comprende la adicién de Michael de un dendrimero que contiene un nicleo polifendlico y grupos
-NH, terminales con un grupo que se selecciona de la lista que comprende acrilato de metilo, vinil sulfonato y dimetil
fosfonato.

En una realizacion preferida, el dendrimero que contiene un nicleo polifendlico y grupos -NH, se obtiene median-
te:

a) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos alilo a partir de un
haloalqueno;
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b) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a) a un nicleo polifendlico; y

c) la funcionalizacién del dendrimero obtenido en (b) con grupos -NH, terminales.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un procedimiento de obtencion de los dendrimeros de la inven-
cién, que comprende la hidrosililacién de un dendrimero que contiene un niicleo polifendlico y grupos -Si-H terminales
con un grupo alilamina funcionalizado con grupos carboxilicos, fosfénicos o sulfénicos.

En una realizacién preferida, el dendrimero que contienen niicleos polifendlicos y grupos -Si-H terminales se
obtiene mediante:

a) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos -Si-H a partir de un
haloalqueno; y

b) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a) a un nicleo polifendlico; o de manera alternativa

a’) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos alilo a partir de un
haloalqueno;

b’) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a’) a un nicleo polifendlico; y

¢’) la funcionalizacién del dendrimero obtenido en (b’) con grupos -Si-H terminales.

Por “haloalqueno” se entiende en la presente invencidon a un alqueno (C,-Cs) sustituido por un halégeno, por
ejemplo un dtomo de bromo, yodo o cloro, mds preferiblemente es un bromoalqueno (C,;-Cg), atin mds preferiblemente
es un bromoalqueno (C,-C,), como por ejemplo el 4-bromobuteno.

Los dendrimeros de la invencidn pueden tener aplicacién en diferentes campos de la biomedicina, entre los que
cabe destacar su utilizacién como agentes terapéuticos, antivirales, antibacterianos o antipriénicos. Ademads de su ac-
tividad microbiocida, también tienen actividad antiinflamatoria, haciendo que mejore sus propiedades profilacticas
puesto que la probabilidad de contagios frente a VIH aumentan significativamente en presencia de procesos de irrita-
cién vaginal o inflamatorios. Est4 claro que un buen microbicida tépico vaginal debe prevenir de la infeccién por el
VIH y mantener integra la barrera vaginal epitelial. En este sentido un proceso de inflamacién vaginal podria aumentar
la infeccién por el VIH al activar a las células dendriticas y reclutar células T (dianas del VIH) al sitio de la inflamacién
incrementando el riesgo de la infeccion por el VIH y activando el proceso de transcripcion via citoquinas, regulando
el factor de transcripciéon NF-kappaB que a su vez une y activa el promotor del VIH. El factor de transcripciéon NF-
kappaB es una de las mayores dianas farmacoldgicas para los compuestos antiinflamatorios. La propiedad antiinfla-
matoria de los dendrimeros de la invencion es una ventaja adicional con respecto a otros dendrimeros con actividad
antivirales, antibacterianos o antipridénicos conocidos en el estado de técnica.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a los dendrimeros de la invencién para su uso como
medicamento. Siendo este medicamento preferiblemente para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades cau-
sadas por virus, bacterias u hongos. Y mds preferiblemente cuando la enfermedad es causada por el virus VIH. Més
preferiblemente estos dendrimeros son aniénicos.

Como antiviral, el dendrimero de la invencidn, de tamafio nanoscépico, impide el correcto proceso de adhesion a
la célula diana, asi como la infeccidén de ésta y su correspondiente produccién de particulas virales nuevas.

Ademas de esta aplicacion profilactica, puesto que en pacientes infectados por el VIH esta nanoparticula podria
impedir la infeccién de células ain no infectadas debido a los resultados obtenidos en los experimentos, también los
dendrimeros de la invencién tienen efecto terapéutico, ya que en células infectadas por el VIH ésta nanoparticula
reduce la replicacion viral, pero sobre todo tienen efecto terapéutico para las enfermedades de transmisidn sexual
(ETS) (antiviral, antibacteriano o antifiingico).

Por tanto, en una realizacion preferida de la presente invencién las enfermedades son enfermedades de transmisién
sexual (antiviral, antibacteriano y antiftingico).

Por “enfermedad de transmision sexual” se entiende en la presente invencién a infecciones que se adquieren por
tener relaciones sexuales con alguien que esté infectado, y dicha infeccién puede ser causada por bacterias, hongos,
protozoos o virus, por ejemplo la infeccién causada por el VIH. La gran mayoria de las infecciones por el VIH ocurren
debido a la no proteccion cuando se mantienen relaciones sexuales con una persona seropositiva.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende al menos un
dendrimero segun se ha descrito anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ademads, esta composicién
farmacéutica puede comprender otro principio activo.
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Los “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehicu-
los conocidos por un experto en la materia.

Como ejemplos de preparaciones farmacéuticas se incluye cualquier composicién sélida (comprimidos, pildoras,
cépsulas, granulos, etc.) o liquida (geles, soluciones, suspensiones o emulsiones) para administracion oral, nasal, tOpica
o parenteral, preferiblemente la administracién serd topica.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de tratamiento o prevencion de enfermedades causadas
por virus, bacterias u hongos en un mamifero, preferiblemente un humano, que comprende la administracién de una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion que comprende al menos un dendrimero de la invencién.
Preferiblemente la administracién de la composicién se puede realizar por via oral, nasal, tépica o parental.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, el término “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
de la composicién calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por
las caracteristicas propias de la composicidn, la edad, estado y antecedentes del paciente, la severidad de la enferme-
dad, y de la ruta y frecuencia de administracion.

También es posible el uso de los dendrimeros de la invencién como vehiculos de transporte de moléculas, pre-
feriblemente moléculas con actividad farmacoldgica (principios activos), y mds preferiblemente moléculas con carga
positiva cuando los dendrimeros tienen carga negativa.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1.- Representa esquemdticamente una cuiia dendritica de naturaleza carbosilano con doble funcionalidad, en
el punto focal (F.p.f) y el la periferia (F.P.).

Fig. 2.- Muestra un estudio de la liberacién de LDH tras 24 h de contacto entre las tres generaciones de dendrimero
y las células MT-2.

Fig. 3.- Muestra un estudio de la liberacién de LDH tras 24 h de contacto entre las tres generaciones de dendrimero
y las CMSP.

Fig. 4.- Muestra un estudio de la actividad mitocondrial de las CMSP en contacto con distintas concentraciones de
dendrimero a las 24 h.

Fig. 5.- Representa la inhibicion de la transcitosis de VIH en monocapa de HEC-1A. Se trat6 con 70 ng de virus
Bal en la parte apical tras 1 h de pretratamiento con el dendrimero y se recogié sobrenadante basolateral a las 48 h.

Fig. 6.- Representa la inhibicién de la infeccién de CMSP pretratadas 1 h con G203SF24. Todos los reactivos se
afiadieron a una concentracion final en el pocillo de 10 uM.

Fig. 7.- Muestra un ensayo de inhibicion de la infeccidon en macréfagos (M), células dendriticas inmaduras (Di) y
células dendriticas maduras (Dm) a los 4 dias. Se pretrataron 1 h antes de infectar con NL4.3 (3 ng)

Fig. 8.- Representacion del efecto bactericida dependiente de la concentracién de ampicilina (antibiético comercial)
y G203SF24 a las 24 h post-tratamiento de S. aureus. La pendiente del tridngulo representa el decremento de la
concentracion de Antibidtico (2; 1; 0.5; 0.25; 1.12; 0.6, 0.3; 0.15 ug/mL) o dendrimero (160; 80; 40; 20; 10; 5; 2.5;
1.25 uM). La barra gris representa el dendrimero a 10 uM.

Fig. 9.- Representacion del efecto bacterioestdtico dependiente de la concentracién de ampicilina (antibidtico co-
mercial) y G203SF24 a las 24 h post-tratamiento de S. aureus. La pendiente del tridngulo representa el decremento
de la concentracion de Antibidtico (2; 1; 0.5; 0.25; 1.12; 0.6; 0.3; 0.15 ug/mL) o dendrimero (160; 80; 40; 20; 10; 5;
2.5; 1.25 uM). La barra gris representa el dendrimero a 10 uM.

Fig. 10.- Representacién del efecto fungicida dependiente de la concentracidn de anfotericina B (fungicida comer-
cial) y G203SF24 a las 24 h post-tratamiento de C. albicans. La pendiente del tridngulo representa el decremento de
la concentracion de Anfotericina B (2; 1; 0.5; 0.25; 1.12; 0.6, 0.3; 0.15 ug/mL) o dendrimero (160; 80; 40; 20; 10; 5;
2.5; 1.25 uM). La barra gris representa el dendrimero a 10 uM.

Fig. 11.- Representacion del efecto fungiestatico dependiente de la concentracién de anfotericina B (fungicida
comercial) y G203SF24 a las 24 h post-tratamiento de C. albicans. La pendiente del tridngulo representa el decremento
de la concentracién de Anfotericina B (2; 1, 0.5; 0.25; 1.12; 0.6, 0.3; 0.15 ug/mL) o dendrimero (160; 80; 40; 20; 10;
5;2.5; 1.25 uM). La barra gris representa el dendrimero a 10 uM.
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Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invenciéon mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la efectividad de los dendrimeros carbosilano y sus procedimientos de sintesis.

Sintesis de los dendrimeros de la invencion
A.- Sintesis de dendrones o cuiias dendriticas con un punto focal y una periferia adecuadamente funcionalizados

En el esquema 1 se describe el procedimiento de sintesis de cufias dendriticas de 1%, 2* y 3* generacién con grupos
alilo terminales a partir de un bromo alqueno como el 4-bromo buteno. En un primer paso, la hidrosililacién del
doble enlace del alqueno con HSiMeCl, conduce a la cufia dendritica de 1* generacién con enlaces Si-Cl terminales,
BrG;Cl, (1), la cual se puede transformar en una cufla dendritica de 1* generacién con grupos alilo terminales por
reaccién con bromuro de alil magnesio, BrMg(C;Hs), y que denominamos BrG;A, (2). La repeticién de las dos
reacciones anteriores sobre BrG;A,, conduce a los dendrones de 2* generacién, BrG,Cl, (3) y BrG,A; (4) y si se
repiten nuevamente, ahora sobre la cufia BrG,A,, se obtienen los dendrones de 3* generacion BrG;Clg (5) y BrG;Ag

(6).

Esquema 1

B~ i . AN SMeCl_i B AN
BI’G1(C|2) BrG(Az \

\ /\/\SiMeCIz \ /_/\

; Si i P
BrG1A2 — b g NSNS N~ — 5

2

SiMeGl P
BrG2(Ch)z BrGoA, Si
,\/\
\/\/\SiMeCIz \ SiMe(C3Hs)2
Si Si
orcang — Br/\/\/s'\_\ SiMeCl il E;r/\/\/s'\_\ SiMe(C3Hs)
s~ SMeCl S\~ SMe(C3Hs)

BrGsCh)s / \,\’ BrGsAs / \,\’
SiMeCly SiMe(C3Hs)z

Donde: i) HSiMeCl,, catalizador de platino; ii) BrMg(C;Hs).

La funcionalizacion de las cufias dendriticas anteriores con enlaces terminales Si-H, se lleva a cabo a través de una
reaccion en dos pasos que conlleva primero, la hidrosililacion de clorodimetil silano, SiMe,CIH, sobre los dendrones
terminados en grupos alilo y posteriormente la transformacion de los enlaces Si-Cl resultantes a enlaces Si-H termi-
nales con tetrahidruro de litio y aluminio, LiAlH,, tal y como se describe en el esquema 2. Operando de esta forma,
a partir del dendrén de primera generaciéon BrG; A, (2), obtendriamos la cufia dendritica BrG,H, (7). Si partimos del
derivado de segunda generacion 4, obtendriamos BrG,H, (8), y si llevamos a cabo la funcionalizacién a partir del
dendrén de tercera generacion 6, llegarfamos a la cufia dendritica con 8 enlaces terminales Si-H, BrG;Hg (9).
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Esquema 2

SiMe,Cl \ ~" SiMeH

N\ . .
f i i /\/\/S|
BrG1A2 ——» Br/\/\/SI > Br \/\SiMezH
BrG4(Cl), SiMe,Cl BrG4H;

SiMe,Cl

\ \ N NsiveH
Si Si ’
é/\r /\/\SiNIezC' i . /\/\/él/_/\ SiMe,H

i AN r \/\ e
BrG2A4 — Br \/\Si/\/SiMezm Si—"\_—SiMe,H

BrGy(Cl)g / \/ . T \x
SiMeCl SiMeoH

/

SiMe(C3HsSMe,Cl), SiMe(CqHsSiMe,H),
/—-/\ \ /§/\

Si 5i
. \S./J NN\ SiMe(CHsSiMeCly Veudl N~ SiMe(CHsSiMeH)
BrG3As — B NN |\/\ . iy Br/\/\/SI\/\
AN SiMe(CaHsSiMeCl) AN SiMe(CaHsSiMeoH),

BrG3(Clls \ . . BrGaHs \
SiMe(C3HsSiMeCl)2 SiMe(CaHsSiMeH),

Donde: i) HSiMe,Cl, catalizador de platino; ii) LiAlH,.

Un tercer tipo de cuflas dendriticas que se recogen en esta invencion, son aquellas que presentan en su punto focal
un grupo funcional -CH,Br, y su periferia se encuentra funcionalizada con grupos éster, que son grupos precursores
de ligandos anidnicos, tal y como hemos descrito en la primera parte de esta Memoria. Se han preparado estas cufas
dendriticas hasta una tercera generacién siguiendo la ruta sintética que se describe en el esquema 3. La reaccién
que se describe en este esquema es una reaccién de hidrosililacion de cufias dendriticas de naturaleza carbosilano
que contienen enlaces terminales Si-H con una alilamina funcionalizada con grupos acrilato de metilo, utilizando el
catalizador de Karstedt. La alilamina utilizada en esta sintesis, es la que hemos descrito como compuesto A

0
\/\N/\)—OMe
\’>—OMe

0)
A

Asfi pues, si la reaccidn parte de la cufia dendritica de primera generacién 7, su reaccién de hidrosililacién con A,
conduce a la cufia dendritica de primera generacion con grupos acrilato de metilo terminales BrG1(COOMe), (10). Si
se parte de la cufia de segunda generacion 8, se obtiene la cufia de segunda generacién BrG,(COOMe); (11), que tiene
8 grupos acrilato en la superficie, y si se lleva a cabo la reaccién de hidrosililacién empezando con la cuiia de tercera
generacion 9 y la alilamina A, se obtiene el dendrén de tercera generacion BrG;(COOMe),q (12), que cuenta con 16
grupos acrilato en la periferia.

11
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Esquema 3

N/\/COZMe

\
/\/\ Tﬁ \\COZMe

BrGle - Br\/\/\s|/\/\
/

P !
\/\__N /\/
BrG;(COOMe), \/COZMe

CO,Me

CO,Me

\/ /\/

SI\/\/ \/\
/_/‘

CO,Me

/si/\/>s{\/\/N -~ COzMe
N

; S CO,Me
/\/\/
BGHy ———> B AN pe: GO
/\/\N

CO,Me

//Si\/\___Nx

CO,Me
BrGy(COOMe); CO,Me

C5H,CO0Me

/_rN_CQH4COOMe
\

C,H4COOMe
/ 24

/\/\SI\/\/ C,H,COOMe
Si

\ l N /CQH4COOMG
‘Si’\/\Si—/\//SI\/\/ \CQH4COOMe
/
Si

i
BrGsHg —— Br—"~o NS / \/\/N/CQH4COOMe
\CQH4COOMe

’\,\ /\/\ T~ /CQH4COOMe
\/\_ \CQH4COOMG

. /
/S'\/\ / \_\_N/CQH4COOMe
X

/ C,H4COOMe
S
/ N—"C2H4COOMe
C,H4COOMe
NZT—C,H,CO0Me
C,H4COOMe

BI'G3(COOMG)16

Donde: i) C;HsN(C,H,COOMe), catalizador de platino.
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Los dendrones o cuflas dendriticas descritas en este apartado, 1-12, han sido caracterizados por andlisis elemental
de carbono, hidrégeno y nitrégeno, resonancia magnética nuclear de 'H, *C y *Si, y espectrometria de masas, que se
detallan a continuacion:

Sintesis de BrG,Cl, (1)

A una disolucién de 4-Bromo-1-buteno (4.00 g, 0.030 mol) en hexano (4 mL) enfriada a 0°C se adiciona HSiMeCl,
(5.10 g, 0.045 mol) y catalizador de Kardsted (3% mol). La reaccion se agita a temperatura ambiente durante una noche
y a continuacién se lleva a sequedad. Se adiciona hexano (15 mL) y se filtra la disolucién a través de carbono activo.
Se evapora el disolvente y se obtiene el compuesto BrG,Cl, como un liquido incoloro (7.03 g, 95%). El derivado 1 es
sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmdsfera inerte.

'H-RMN (CDCl,): 6 0.77 (s, 3 H, MeSiCl,), 1.11 (m, 2 H, CH,Si), 1.65 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.93 (m, 2 H,
BrCH,CH,), 3.41 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,); *C-RMN{'H} (CDCL): 6 5.1 (MeSiCl,), 20.6 (CH,CH,Si), 21.1
(CH,CH,Si), 32.8 (BrCH,CH,), 34.9 (BrCH,CH,); Si-RMN (CDCL,): § 32.3 (MeSiCl,).

Sintesis de BrG,A, (2)

Sobre una disolucién de BrG,(SiCl,) (10.00 g, 0.040 mol) en Et,O (25 mL) enfriada a 0°C se adiciona lentamente
BrMg(C;H;5) (0.085 mol) y se agita a temperatura ambiente durante una noche. Transcurrido este tiempo se adiciona
en frio una disolucién de NH,Cl en agua (12%, 50 mL). A continuacién, se realiza una extraccion agua/éter (3 veces),
la fase orgédnica se seca con MgSO, y finalmente se lleva a sequedad, obteniéndose el compuesto BrG;A, como un
liquido incoloro (8.35 g, 80%).

'H-RMN (CDCL,): 6 -0.02 (s, 3 H, MeSi(CH,CHCH,),), 0.53 (m, 2 H, CH,Si), 1.44 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.54 (d,
J=8.5Hz, 4 H, SiCH,CH), 1.85 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 4.84 (m, 4 H, CH=CH,), 5.74
(m, 2 H, CH=CH,); *C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.9 (e), 12.0 (d), 21.2 (f), 22.1 (c), 33.5 (a), 36.2 (b), 113.3 (h), 134.5
(2); Si-RMN (CDCL): 6 0.99 (MeSi). Anal. Calc. C,,H,,BrSi (261,27 g/mol): C, 50.57; H, 8.10; Exp.: C, 51.03; H,
8.17.

Sintesis de BrG,Cl, (3)

Este compuesto se prepara a partir de BrG, A, (4.30 g, 0.016 mol), HSiMeCl, (3.41 g, 0.03 mol) y catalizador de
Kardsted (3% mol) siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,Cl,, obteniéndose BrG,Cl,; como un
aceite incoloro (7.60 g, 94%). El derivado 3 es sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmésfera inerte.

'H-RMN (CDClL,): § -0.03 (s, 3 H, MeSi), 0.53 (m, 2 H, SiCH,), 0.66 (m, 4 H, SiCH,), 0.75 (s, 6 H, MeSiCl,), 1.19
(m, 4 H, CH,SiCl,), 1.50 (m, 6 H, CH,), 1.85 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,); *C-RMN{'H}
(CDClL,): 6 -5.1 (MeSi), 5.1 (MeSiCl,), 12.5 (SiCH,), 17.3 (CH,), 17.9 (CH,), 22.3 (BrCH,CH,CH,), 25.9 (CH,SiCl,),
33.7 (BrCH.), 36.4 (BrCH,CH,); Si-RMN (CDCLy): 6 2.3 (MeSi), 32.1 (MeSiCl,).

Sintesis de BrG,A, (4)

Este compuesto se prepara a partir de BrG,Cl, (6.25 g, 0.013 mol) y BrMg(C;Hs) (0.055 mol) siguiendo el proce-
dimiento descrito para la sintesis de BrG, A,, obteniéndose BrG,A, como un aceite incoloro (5.10 g, 78%).

'H-RMN (CDCL): 6 -0.08 (s, 3 H, MeSi), -0.04 (s, 6 H, MeSi), 0.56 (m, 10 H, SiCH.), 1.25 (m, 6 H, CH,), 1.52 (d,
J = 8.4 Hz, 8 H, CH,CH=CH,), 1.84 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (1, J = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 4.84 (m, 8 H, CH=CH,),
5.74 (m, 4 H, CH=CH,); *C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.7 (MeSi), -5.1 (MeSi), 12.9 (SiCH,), 17.9, 182 y 18.6 (CH,),
21.4 (CH,CH=CH,), 22.5 (BrCH,CH,CH,), 33.6 (BrCH,), 36.3 (BrCH,CH,), 113.0 (CH=CH,), 134.8 (CH=CH,);
2Si-RMN (CDCL): 6 0.1 (MeSi), 1.8 (MeSi). Anal. Calc.. CsH,BrSi; (513.82 g/mol): C, 58.44; H, 9.61; Exp.: C,
58.01; H, 9.53.

Sintesis de BrG;Clg (5)

Este compuesto se prepara a partir de BrG,A, (2.50 g, 4.86 mmol), HSiMeCl, (3.80 g, 0.033 mol) y catalizador de
Kardsted (3% mol) siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,Cl,, obteniéndose BrG;Cly como un
aceite incoloro (4.45 g, 94%). El derivado 5 es sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmdsfera inerte.

'H-RMN (CDCL): 6 -0.07 (s, 3 H, MeSi), -0.04 (s, 6 H, MeSi), 0.58 (m, 18 H, SiCH.,), 0.75 (s, 12 H, MeSiCl,),
0.87 (m, 8 H, CH,), 1.16 (m, 8 H, CH,SiCl,), 1.52 (m, 6 H, CH.), 1.85 (m, 2 H, BrCH,CH.), 3.40 (t, ] = 6.6 Hz, 2
H, BrCH,); *C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.2 (MeSi), 5.5 (MeSiCl,), 12.9 (SiCH,), 17.3 y 17.5 (CH.), 18.4, 18.6 y 18.7
(CH,), 22.6 (BrCH,CH,CH,), 25.9 (CH,SiCl,), 33.6 BrCH,), 36.3 (BrCH,CH,); *Si-RMN (CDCL): 6 1.4 (MeSi),
1.8 (MeSi), 32.1 (MeSiCl,).
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Sintesis de BrG;As (6)

Este compuesto se prepara a partir de BrG;Clg (3.30 g, 3.39 mmol) y BrMg(C;Hs) (0.031 mol) siguiendo el
procedimiento descrito para la sintesis de BrG, A,, obteniéndose BrG;Ag como un aceite incoloro (2.62 g, 76%).

'H-RMN (CDCl): 6 -0.10 (s, 3 H, MeSi), -0.08 (s, 6 H, MeSi), -0.04 (s, 12 H, MeSi), 055 (m, 26 H, SiCH,), 1.31
(m, 16 H, CH,), 1.52 (d, J = 8.4 Hz, 16 H, CH,CH=CH,), 1.84 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,),
4.84 (m, 16 H, CH=CH,), 5.73 (m, 8 H, CH=CH,); "C-RMN{'H} (CDCl,): 6 -5.7 (MeSi), -5.1 (MeSi), -4.9 (MeSi),
13.0 (SiCH,), 17.9, 18.3, 18.5, 18.8 y 18.9 (CH,), 21.5 (CH,CH=CH,), 22.6 (BrCH,CH,CH,), 33.6 (BrCH,), 36.4
(BrCH,CH,), 113.1 (CH=CH,), 134.9 (CH=CH,); ¥Si-RMN (CDCL,): 6 0.1 (MeSi), 0.9 (MeSi), 1.8(MeSi). Anal.
Calc. Cs3H,05BrSi; (1018.90 g/mol): C, 62.48; H, 10.39; Exp.: C, 61.92; H, 10.33.

Sintesis de BrG,H, (7)

Una disolucién de BrG, (SiCl), (2.00 g, 4.44 mmol) en Et,O (25 mL) se adiciona lentamente sobre una disolucién
de LiAlIH, (7.76 mmol) en Et,O (25 mL) a 0°C. Una vez completada la adicién se agita a temperatura ambiente
durante una noche. A continuacién se aflade en frio una disolucién acuosa de NH,CI/NaCl (12%, 50 mL) y se realiza
una extraccién agua/éter (3 veces). La fase organica se seca con MgSQO, y finalmente se lleva a sequedad, obteniéndose
el compuesto 7 como un liquido incoloro (1.20 g, 71%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 -0.08 (s, 3 H, MeSi), 0.04 (d, J = 4.2 Hz, 12 H, Me,SiH), 0.52 (m, 2 H, SiCH,), 0.58 (m, 8
H, SiCH,), 1.38 (m, 6 H, CH,), 1.85 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 3.82 (m, 2 H, SiH); '3C-
RMN{'H} (CDCl;): 6 -5.1 (MeSi), -4.3 (Me,SiH), 12.9 (SiCH,), 17.9 (CH,), 18.8 y 19.0 (CH,), 22.5 (BrCH,CH,CH,),
33.7 (BrCH,), 36.4 (BrCH,CH,); *Si-RMN (CDCl,): 6§ -14.6 (Me,SiH), 2.1 (MeSi). Anal. Calc. C,sHs,BrSi; (381.61
g/mol): C, 47.21; H, 9.77; Obt.: C, 47.89; H, 9.53.

Sintesis de BrG,H, (8)

Este compuesto se prepara a partir de BrG,(SiCl), (3.15 g, 3.53 mmol) y LiAlH, (10.60 mmol) siguiendo el
procedimiento descrito para la sintesis de BrG,H,, obteniéndose BrG,H,, 8, como un aceite incoloro (1.76 g, 66%).

'H-RMN (CDCl): 6 -0.10 (s, 6 H, MeSi), -0.08 (s, 3 H, MeSi), 0.04 (d, J = 4.2 Hz, 12 H, Me,SiH), 0.54 (m,
26 H, SiCH,), 1.35 (m, 14 H, CH,), 1.85 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 3.82 (m, 4 H,
SiH); "C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.0 (MeSi), -4.38 (Me,SiH), 13.0 (SiCH,), 18.2, 18.5, 18.7, 18.8, 19.0 (CH,), 22.5
(BrCH,CH,CH,), 33.6 (BrCH,), 36.4 (BrCH,CH,); Si-RMN (CDCL,): & -14.1 (Me,SiH), 1.0 (MeSi), 1.8 (MeSi).
Anal. Calc. Cy;Hg, BrSi; (754.50 g/mol): C, 52.53; H, 10.82; Obt.: C, 53.00; H, 10.25.

Sintesis de BrG;Hg (9)

Este compuesto se prepara a partir de BrG;(SiCl)g (2.00 g, 1.13 mmol) y LiAlIH, (6.75 mmol) siguiendo el proce-
dimiento descrito para la sintesis de BrG,H,, obteniéndose BrG;Hg, 9, como un aceite incoloro (1.11 g, 66%).

'H-RMN (CDCL,): 6 -0.10 (s, 21 H, MeSi), 0.04 (d, J = 4.2 Hz, 48 H, Me,SiH), 0.58 (m, 58 H, SiCH.), 1.31 (m, 30
H, CH,), 1.82 (m, 2 H, BrCH,CH,), 3.40 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 3.83 (m, 8 H, SiH); *C-RMN{'H} (CDCl,): -5.0
(MeSi), -4.3 (Me,SiH), 13.0 (SiCH,), 18.2-19.0 (CH,), 22.6 (BrCH,CH,CH,), 33.5 (BrCH,), 36.5 (BrCH,CH,); *Si-
RMN (CDCL): 6 -14.6 (Me,SiH), 1.4 (MeSi). Anal. Calc. CeoH,BrSi,s (1500.27 g/mol): C, 55.24; H, 11.35; Obt.: C,
54.88; H, 10.73.

Sintesis de BrG,(COOMe), (10)

A una disolucién de BrG,H, (1.00 g, 2.62 mmol) en hexano (2 mL) se adiciona C;HsN(C,H,COOMe), (1.21 g,
5.24 mmol) en presencia de catalizador de Kardsted (3% mol) y la reaccién se agita durante una noche. A continuacién
se aflade hexano (15 ml) y la disolucién se filtra a través de carbono activo. Se evapora el disolvente y se obtiene el
derivado BrG,(COOMe),, 10, como un aceite incoloro (2.04 g, 92%).

'H-RMN (CDCL): 6 -0.10 (s, 3 H, MeSi), -0.08 (s, 12 H, Me,Si), 0.33 (m, 4 H, SiCH,), 0.52 (m, 10 H, SiCH,),
1.27 (m, 4 H, CH,), 1.35 (m, 6 H, CH.), 1.83 (m, 2 H, BrCH,CH,), 2.33 (m, 4 H, CH,N), 2.41 (t, ] = 7.3 Hz, 8 H,
CH,N), 2.74 (t, J = 7.3 Hz, 8 H, CH,CO), 3.39 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 3.61 (s, 12 H, OMe). *C-RMN{'H}
(CDCL,): 6 -5.1 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.8 (SiCH,), 12.9 (SiCH,), 18.4 (CH,), 18.6 y 20.1 (CH,), 21.5 (CH,CH,N),
22.5 (BrCH,CH,CH,), 32.5 (CH,CO), 33.7 (BtCH,), 36.4 (BrCH,CH,), 49.2 (CH,N), 51.6 (OMe), 57.5 (CH,N),
173.1 (CO). Anal. Calc. Cs;H,5BrN,O4Si; (840.16 g/mol): C, 52.89; H, 9.00; Obt.: C, 52.29; H, 8.63.
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Sintesis de BrG,(COOMe)g (11)

Este compuesto se prepara a partir de BrG,H, (0.30 g, 0.40 mmol) y C;HsN(C,H,CO,Me), (0.40 g, 1.75 mmol),
siguiendo el procedimiento descrito para BrG,(CO,Me),, obteniéndose BrG,(CO,Me)s como un aceite incoloro (0.53
g, 80%) tras realizar una cromatografia de permeacion de gel en tolueno.

'H-RMN (CDCl,): 6 -0.10 (s, 6 H, MeSi), -0.08 (s, 3 H, MeSi), -0.07 (s, 24 H, Me,Si), 0.37 (m, 8 H, SiCH,), 0.52
(m, 26 H, SiCH,), 1.33 (m, 22 H, CH,), 1.83 (m, 2 H, BrCH,CH,), 2.33 (m, 8 H, CH,N), 2.41 (t, ] = 7.3 Hz, 16 H,
CH,N), 2.74 (t,J = 7.3 Hz, 16 H, CH,CO), 3.39 (t, ] = 6.6 Hz, 2 H, BrCH,), 3.61 (s, 24 H, OMe).

B.- Acoplamiento de dendrones o cuiias dendriticas de los sintetizados en el apartado anterior sobre un niicleo poli-
fendlico

Todos los dendrones descritos en el apartado anterior presentan en su punto focal una funcionalidad -CH,Br, por lo
que pueden ser anclados sobre un niicleo polifendlicos, como hidroquinona o 1,3,5-trihidroxibenceno, para dar lugar
a dendrimeros con diferentes grupos funcionales en la superficie. Esta reaccién de acoplamiento de cuifias dendriticas
con enlaces C-Br en el punto focal sobre derivados polifendlicos, se realiza de forma general en acetona a 80°C durante
3 dias y con la presencia de carbonato potdsico (K,CO;) y el éter corona 18-C-6, tal y como se describe en el esquema

Esquema 4
Fy
OH
o)
OH 0]
Fy

Donde: i) K,COs;, C3H3,0O4, Acetona, 80°C; F son los grupos funcionales e y el nimero de grupos funcionales

En estos dendrimeros que se describen a continuacion se ha utilizado una nomenclatura del tipo GnOxFy, donde:

Gn: Indica la generacién del dendrimero obtenido por acoplamiento de cuflas dendriticas sobre nicleos polifené-
licos.

Ox: O indica que las cufias dendriticas han sido acopladas al niicleo del dendrimero a través de un atomo de
oxigeno de los grupos fendlicos presentes inicialmente en dicho nticleo. El niimero x indica el nimero de grupos
fendlicos presentes en el derivado polifenélico inicial. Asi O2, indica acoplamiento a un nicleo de hidroquinona que
posee dos grupos fenol y O3 indica acoplamiento a un nicleo de 1,3,5-trihidroxibenceno, que presenta tres grupos
fenol.

F: representa una o varias letras que indican la naturaleza de los grupos funcionales presentes en la superficie del
dendrimero, asi A representa un grupo alilo, Cl, grupos terminales con enlaces Si-Cl, H grupos terminales con enlaces
Si-H, N grupos amino terminales, etc.

y: representa el nimero de grupos funcionales presentes en la superficie del dendrimero.
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Preparacion de dendrimeros con grupos alilo terminales

La reaccién de acoplamiento de cufias dendriticas que poseen un enlace C-Br en el punto focal y funcionalidades
alilo en la superficie, sobre un ntcleo polifenélico, conduce a la formacién de dendrimeros esféricos con grupos alilo
terminales, tal y como se esquematiza en el esquema 5 para un dendrimero de primera generacion. Asi por ejemplo, la
reaccion de 1,3,5-trihidroxibenceno con la cuiia dendritica BrG; A, (2) conduce a la formacion del dendrimero G, 03A,
(13) que contiene 6 grupos alilo en la superficie. Si se utiliza la cufia dendritica de segunda generacion BrG,A, (4) en
la reaccién de acoplamiento se obtiene el dendrimero de segunda generaciéon G,03A,, (14) y si lo que se utiliza es la
cufia de tercera generacién BrG;Ag (6), se obtiene el dendrimero de tercera generacion G;03A,, (15).

Esquema 5
—Si/\/
OH \ 0]
BFG1A2 + HO —|> SIMO
\
OH
/ G103A ©

Donde: i) K,CO;, 18C6 (10%), Acetona, 80°C.

Preparacion de dendrimeros con enlaces Si-H terminales

La reaccion de acoplamiento de cufias dendriticas que poseen un enlace C-Br en el punto focal y enlaces Si-H
en la superficie, sobre un nicleo polifendlico, conduce a la formacién de dendrimeros esféricos funcionalizados con
enlaces Si-H terminales, que se esquematiza en el esquema 6 para el derivado de primera generacién. De esta forma a
partir de BrG,H, (7), se obtiene el dendrimero de primera generacién G;03Hg (16), si partimos de BrG,H, llegamos
al dendrimero de segunda generacién G,0O3H,, (17) y si lo hacemos de BrG;H;g (9) obtenemos el dendrimero G;O3H.,,
(18) que contiene 24 ramas con enlaces Si-H terminales.

Estos derivados se pueden obtener también a partir de los dendrimeros con grupos alilo terminales 13-15, a través
de un proceso de dos etapas: primero hidrosililacién de los dendrimeros alilo con HSiMe,Cl y posterior reduccién
de los enlaces Si-Cl terminales con LiAlH, para obtener los dendrimeros con enlaces Si-H en la superficie, 16-18,
descritos anteriormente.
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Esquema 6

SiMe,H

///J SiMe,H
d
o)

OH

OH Hl\llezsi—\j
i /
BrGH, + HOQ . /JSi\/\/\O

HMe,Si
SiMe,H

JSi_/\/
G403Hg

SiMe,H
Donde: i) K,CO;, 18C6(10%), Acetona, 80°C.

Preparacion de dendrimeros con grupos acrilato de metilo terminales

De forma similar a lo descrito en los dos apartados anteriores, si se realiza la reaccién de acoplamiento de cufias
dendriticas que poseen un enlace C-Br en el punto focal y grupos acrilato de metilo en la superficie, sobre un niicleo
polifendlico, conduce a la formacién de dendrimeros esféricos funcionalizados con grupos éster terminales (método
A). El esquema 7 muestra la preparaciéon de un dendrimero de esta familia de primera generacién. De esta forma a
partir de BrG,(COOMe), (10), se obtiene el dendrimero de primera generacion G;03(COOMe);, (19), si partimos de
BrG,(COOMe); (11) llegamos al dendrimero de segunda generacién G,03(COOMe),, (20) y si lo hacemos de BrG;
(COOMe),s (12), obtenemos el dendrimero G;03(COOMe),5 (21) que contiene 48 grupos éster terminales. También,
se pueden preparar estos compuestos por hidrosililacién sobre dendrimeros con grupos Si-H terminales (16-18) con
la alilamina A, descrita anteriormente (método B) o bien, por adicién tipo Michael de acrilato de metilo sobre den-
drimeros funcionalizados con grupos -NH, terminales (22-24) (método C). El esquema 8 recoge la sintesis de estos
dendrimeros con grupos éster terminales preparados por los métodos B y C.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 7
MeOzC
z CO,Me
N’
~5i.
MeO,C
s CO,Me
OH /\/\s{ Vant
MeO,C N TINN
i 7 \—\/
BrG;(COOMe)s+ HO _— Y,
- Ie) CO,Me
OH /
Sie "0
\//f O

A 1
Me0,C™ N . Iy

/s|\/\/S\I’\,\
MeO,C N
. e CO,Me
St Co,Me
N
)
MeOQC
MeOzC
G103(COOM€)12
donde: i) K,COs;, 18C6(10%), Acetona, 80°C.
Esquema 8
Hgl\é
~Si.
\Si'\/\s/.
HoN Pl
2 \_\S/ f NH2
Al / 3
i ii iii Ske~""0
G403A¢——G,03(Cljg—1~ G;03Hg —— e
\ @)
/_/‘Sh
\
HoN BTN Y
NH,
v Si-
iv é
NH,
G103(NH2)s

G103(C02Me)12

Donde: i) HSiMe,Cl, catalizador de Pt; ii) LiAlH,; iii) C3HsNH,, catalizador; iv) C,H;CO,Me; v) C;HsN(C,H,CO,
Me),, cat.
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Los dendrimeros 13-21, han sido caracterizados por andlisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno, reso-
nancia magnética nuclear de 'H, *C y Si, y espectrometria de masas, que se detallan a continuacion:

Sintesis de G,03A¢ (13)

Una ampolla de llave de teflon que contiene BrG1A, (1.50 g, 5.74 mmol), 1,3,5-(HO);CsH; (0.24 g, 1.91 mmol),
K,CO; (1.59 g, 11.48 mmol) y éter corona 18-C-6 (0.15 g, 0.57 mmol) en acetona (50 mL) se calienta a 80°C durante
56 h. A continuacién se evaporan los volatiles y se realiza una extracciéon Et,O/H,O (NH,Cl, 12%). La fase orgédnica
se seca con MgSO, (aprox. 2 h) y a continuacién se afiade SiO, y se agita durante 30 min. La disolucién se filtra a
través de carbono activo, se evapora el disolvente y se obtiene G;O03A¢ como un aceite amarillo palido (1.01 g, 79%).

'H-RMN (CDCL): 6 -0.02 (s, 9 H, MeSi), 0.58 (m, 6 H, CH,Si), 1.44 (m, 6 H, OCH,CH,CH,), 1.54 (d, J = 8.5
Hz, 12 H, CH,CH=CH,), 1.76 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.89 (t, J = 6.4 Hz, 6 H, OCH,), 4.84 (m, 12 H, CH=CH,), 5.78
(m, 6 H, CH=CH,), 6.04 (s, 3 H, C¢H,); "C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.9 (MeSi), 12.7 (SiCH,), 20.1 (OCH,CH,CH,),
21.3 (CH,CH=CH,), 32.9 (OCH,CH,), 67.4 (OCH,), 93.7 (CsH, (CH), 113.1 (CH=CH,), 134.7 (CH=CH,), 160.9
(i-CsH,); ®Si-RMN (CDCL): 6 0.8 (MeSi). Anal. Calc. C3HesO;Si; (667.20 g/mol): C 70.21; H 9.97; Obt.: C 69.83;
H9.22.

Sintesis de G,03A,, (14)

Método A) Este compuesto se prepara a partir de BrG,A, (1.50 g, 2.92 mmol), 1,3,5-(HO);C¢H; (0.12 g, 0.97
mmol), K,CO; (0.81 g, 5.84 mmol) y éter corona 18-C-6 (0.077 g, 0.29 mmol) siguiendo el procedimiento descrito
para la sintesis de G;O3Ag, obteniéndose el derivado G,03A,, 14, como un aceite amarillento (0.98 g, 71%).

Meétodo B) A partir de G,03(SiCl,)s (4.20 g, 3.09 mmol) y BrMg(C;Hs) (0.044 mol), siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de BrG, A,, se obtiene G,03A,, como un aceite amarillento (3.35 g, 76%).

'H-RMN (CDCL): 6 -0.08 (s, 9 H, MeSi), -0.04 (s, 18 H, MeSi), 0.57 (m, 30 H, SiCH,), 1.30 (m, 12 H, CH,),
1.41 (m, 6 H, OCH,CH,CH.), 1.52 (d, J = 7.9 Hz, 24 H, CH,CH=CH,), 1.75 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.88 (t, J = 6.3
Hz, 6 H, OCH,), 4.84 (m, 24 H, CH=CH,), 5.74 (m, 12 H, CH=CH,), 6.04 (s, 3 H, C¢H); *C-RMN{'H} (CDCL):
8 -5.7 (MeSi), -5.1 (MeSi), 13.8 (SiCH,), 17.9, 18.2 y 18.6 (CH,), 20.6 (OCH,CH,CH,), 21.5 (CH,CH=CH,), 33.3
(OCH,CH,), 67.6 (OCH,), 93.7 (CsH, (CH), 113.1 (CH=CH,), 134.9 (CH=CH,), 160.9 (i-C;Hs); 2’Si-RMN (CDCl,):
5 0.1 (MeSi), 1.5 (MeSi). Anal. Calc. CgH,5,0;Si, (1424.83 g/mol): C 68.28; H 10.61; Obt.: C 68.01; H 10.31.

Sintesis de G303A,, (15)

Método A) Este compuesto se prepara a partir de BrG;Ag (1.50 g, 1.47 mmol), 1,3,5-(HO);CsH; (0.061 g, 0.49
mmol), K,CO; (0.41 g, 2.94 mmol) y éter corona 18-C-6 (0.039 g, 0.14 mmol) siguiendo el procedimiento descrito
para la sintesis de G;03Ag, obteniéndose el derivado G;03A,,, 15, como un aceite amarillento (0.92 g, 62%).

Meétodo B) A partir de G;03(SiCl,);, (3.10 g, 1.10 mmol) y BrMg(C;Hs) (0.027 mol), siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de BrG, A,, se obtiene G;03A,, como un aceite amarillento (2.50 g, 77%).

'H-RMN (CDCLy): 6 -0.10 (s, 18 H, MeSi), -0.07 (s, 9 H, MeSi), -0.04 (s, 36 H, MeSi), 0.55 (m, 78 H, SiCH,),
1.31 (m, 42 H, CH,), 1.52 (d, J = 7.9 Hz, 48 H, CH,CHCH,), 1.75 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.88 (t, J = 6.3 Hz, 6 H,
OCH,), 4.84 (m, 48 H, CH=CH,), 5.74 (m, 24 H, CH=CH,), 6.04 (s, 3 H, C¢H); "C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.7
(MeSi), -5.0 (MeSi), 13.9 (CH,Si), 17.9, 18.2, 18.5, 18.8, 18.9 (CH,), 20.6 (OCH,CH,CH,), 21.5 (CH,CH=CH,),
33.3 (OCH,CH,), 67.7 (OCH,), 93.6 (CsH; (CH), 113.0 (CH=CH,), 134.9 (CH=CH,), 160.9 (i-C4H,); *Si-RMN
(CDCL,): 6 0.1 (MeSi), 0.9 (MeSi), 1.7 (MeSi). Anal. Calc. CyesHs505Sis, (2940.08 g/mol): C 67.41; H 10.90; Obt.: C
66.56; H 10.87.

Sintesis de GiO3H (16)

Este compuesto se puede preparar en un proceso en dos etapas a partir de G103Ag, 13. La primera etapa consiste
en la hidrosililacién de 13 (1.01 g, 1.51 mmol) con HSiMe,Cl (1.46 g, 0.015 mol) y catalizador de Kardsted (3% mol),
obteniéndose el dendrimero con enlaces Si-Cl terminales G;O3(SiCl)s como un aceite amarillo palido (1.77 g, 95%).
G103(SiCl)s es sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmdsfera inerte. La reaccién de G;03(SiCl), (1.77
g, 1.43 mmol) con LiAlH, (6.45 mmol) siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,;H,, da lugar al
compuesto G;O3H;, 16, como un aceite incoloro (1.00 g, 68%).

'H-RMN (CDCL): 6 -0.08 (s, 9 H, MeSi), 0.04 (d, J = 4.2 Hz, 36 H, Me,SiH), 0.55 (m, 18 H, SiCH,), 0.63 (m,
12 H, CH,SiH), 1.25 (m, 18 H, CH,), 1.77 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.82 (m, 6 H, SiH), 3.88 (t, J = 6.6 Hz, 6 H, OCH,),
6.04 (s, 3 H, CoHy); “C-RMN{'H} (CDCL,): 6 -5.1 (MeSi), -4.4 (Me,SiH), 13.7 (SiCH,), 18.0, 18.8 y 18.9 (CH,),
20.5 (OCH,CH,CH,), 33.2 (OCH,CH,), 67.6 (OCH,), 93.8 (CsH; (CH), 161.0 (i-CsH,); 2Si-RMN (CDCL,): 6 -14.0
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(Me,SiH), 1.9 (MeSi). Anal. Calc. Cs5;H,;,05Si, (1028.22 g/mol): C 59.57; H 11.18; Obt.: C 59.89; H 11.53.

Sintesis de G,O3H,, (17)

Este compuesto se puede preparar en un proceso en dos etapas a partir de G,03A,, 14. La primera etapa consiste
en la hidrosililacién de 14 (2.00 g, 1.40 mmol) con HSiMe,Cl (2.71 g, 0.029 mol)y catalizador de Kardsted (3% mol),
obteniéndose el dendrimero con enlaces Si-Cl terminales G,03(SiCl),, como un aceite amarillo pélido (3.41 g, 95%).
G,03(SiCl),, es sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmésfera inerte. La reaccién de G,03(SiCl),, (1.45
g, 0.57 mmol) con LiAlH, (5.10 mmol) siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,H,, da lugar al
compuesto G,03H;,, 17, como un aceite incoloro (0.80 g, 66%).

'H-RMN (CDCL,): 6 -0.10 (s, 18 H, MeSi), -0.08 (s, 9 H, MeSi), 0.03 (d, J = 4.2 Hz, 72 H, Me,SiH), 0.55 (m, 54
H, SiCH,), 0.63 (m, 24 H, CH,SiH), 1.35 (m, 42 H, CH,), 1.77 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.82 (m, 12 H, SiH), 3.88 (t, J
= 6.6 Hz, 6 H, OCH,), 6.04 (s, 3 H, C4H,); 3C-RMN{'H} (CDCL): 6 -5.1 (MeSi), -5.0 (MeSi), -4.4 (Me,SiH), 13.9
(SiCH.), 18.2, 18.5, 18.8 y 19.0 (CH,), 20.5 (OCH,CH,CH,), 33.3 (OCH,CH,), 67.7 (OCH,), 93.7 (CsH, (CH), 160.9
(i-CsHy); ®Si-RMN (CDCL): 6 -14.2 (Me,SiH), 0.8 (MeSi), 1.9 (MeSi). Anal. Calc. CosHaus05Siy (2146.87 g/mol):
C 58.74; H 11.55; Obt.: C 57.89; H 11.53.

Sintesis de G;O3H,, (18)

Este compuesto se puede preparar en un proceso en dos etapas a partir de G;O3A,,, 18. La primera etapa consiste
en la hidrosililacién de 15 (2.50 g, 0.85 mmol) con HSiMe,Cl (3.28 g, 0.034 mol) y catalizador de Kardsted (3% mol),
obteniéndose el dendrimero con enlaces Si-Cl terminales G;03(SiCl),, como un aceite amarillo pélido (4.21 g, 95%).
G;03(SiCl),, es sensible a la humedad y debe almacenarse bajo atmdsfera inerte. La reaccion de G;03(SiCl),, (3.00
g, 0.58 mmol) con LiAlH, (0.010 mmol) siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,H,, da lugar al
compuesto G;03H,,, 18, como un aceite incoloro (1.64 g, 65%).

'H-RMN (CDCl,): 6 -0.10 (s. a., 54 H, MeSi), 0.03 (d, J = 4.2 Hz, 144 H, Me,SiH), 0.58 (m, 174 H, SiCH,), 1.35
(m, 90 H, CH,), 1.77 (m, 6 H, OCH,CH,), 3.82 (m, 30 H, SiH y OCH,), 6.03 (s, 3 H, C4H,); *C-RMN{'H} (CDCL):
§ -5.0 (MeSi), -4.3 (Me,SiH), 13.9 (CH,Si), 18.2, 18.5, 18.8, 18.9 (CH,), 20.6 (OCH,CH,CH,), 33.2 (OCH,CH,),
67.7 (OCH,), 94.5 (C¢H; (CH), 160.9 (i-CsH;); 2Si-RMN (CDCL,): 6 -14.2 (Me,SiH), 1.0, 1.2 (MeSi). Anal. Calc.
C13Hs1005S14s (4384.17 g/mol): C 58.35; H 11.73; Obt.: C 58.85; H 10.97.

C. Funcionalizacion de la periferia de los dendrimeros obtenidos en el apartado anterior con grupos anionicos de
diferente naturaleza, como por ejemplo, carboxilato, sulfonato o fosfonato

Una vez sintetizados los dendrimeros descritos en el apartado anterior, la obtencién de dendrimeros con grupos
aniénicos en la superficie puede abordarse de formas diversas dependiendo en primer lugar de las funcionalidades
presentes en el dendrimero de partida y en segundo lugar de la naturaleza de los grupos anidnicos que se deseen en el
dendrimero final.

Preparacion de dendrimeros anionicos con grupos carboxilato terminales

Los dendrimeros con grupos éster terminales preparados por los métodos A, B y C descritos anteriormente se
pueden transformar en los dendrimeros aniénicos con grupos carboxilato terminales 25-27 por tratamiento con NaOH
en una mezcla de MeOH y agua (Esquema 9).

Siguiendo los pasos anteriores se obtiene el dendrimero de primera generacién G,03(COONa),, (25) que poseen
12 grupos anidnicos terminales, el dendrimero G,03(COONa),, (26) con 24 grupos aniénicos y el dendrimero G;03
(COONa),g (27) que presenta 48 grupos carboxilato terminales. El esquema 9 describe la sintesis del dendrimero de
primera generacion.
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Esquema 9
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Donde: i) NaOH.
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Na Na

G103(CO,Na)y,

Preparacion de dendrimeros aniénicos con grupos sulfonato terminales

La obtencién de dendrimeros anidnicos con grupos sulfonato terminales se lleva a cabo fundamentalmente utili-
zando como productos de partida los dendrimeros que contienen grupos -NH, en su superficie, 22-24, descritos en el
apartado anterior y a partir de ellos llevar a cabo una adicién de Michael de vinil sulfonato de sodio para dar lugar a la
sintesis de dendrimeros aniénicos con grupos sulfonato periféricos.

De esta forma se han preparado los dendrimeros aniénicos G;03(SO;Na),, (28), G,03(SO;Na),, (29) y G;03

(SO;Na)4s (30) que poseen 12, 24 y 48 grupos sulfonato terminales respectivamente. El esquema 10 describe la sintesis
del dendrimero de primera generacién.
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Esquema 10

Na - SO,
. \\ / O Na®
i /
G1O5(NHz)g — JSI\/\/\OQ
\ o)
|\
© 20,5 f_[ v
g N—\-SO3
©
S0 8
’ Si- 505
Na é ®
N
N a

SO,
Naea Na®
G103(503Na)q,

Donde: i) C,H;SO;Na.

Preparacion de dendrimeros aniénicos con grupos fosfonato terminales

La obtencién de dendrimeros aniénicos con grupos fosfonato terminales se lleva a cabo también utilizando como
productos de partida dendrimeros que contienen grupos -NH, en su superficie, 22-24, y a partir de ellos se lleva a cabo
una reaccién en dos pasos, primero con formaldehido en THF durante 1 hora a temperatura ambiente y a continuacién
“in situ” se afiade fosfito de dimetilo y se calienta la mezcla a 40°C durante 3 horas, dando lugar a dendrimeros
con grupos terminales que presentan unidades -PO(OMe),. Por ltimo, la reaccién de los dendrimeros anteriores con
NaOH transforma los grupos periféricos -PO(OMe), en grupos aniénicos -PO(ONa),.

De esta forma hemos preparado los dendrimeros aniénicos G;O3(PO(ONa),);, (31), G,O3(PO(ONa),),, (32) y

G;03(PO(ONa),),s (33) que poseen 12, 24 y 48 grupos fosfonato terminales respectivamente. El esquema 11 describe
la sintesis del dendrimero de primera generacion.
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Esquema 11
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Donde: i) CH,0, HP(O)(OMe),; ii) NaOH.

Los dendrimeros descritos, 22-33, han sido caracterizados por andlisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrége-
no, resonancia magnética nuclear de 'H, *C, ?Si y *'P, y espectrometria de masas, segtin se detalla a continuacion:

Sintesis de G,O3(NH,)s (22)

Una ampolla con llave de teflon que contiene G,O3Hg (0.50 g, 0.49 mmol), alilamina, C;HsNH, (0.37 g, 6.42
mmol) y catalizador de Kardsted (3% mol) en THF (3 mL) se calienta a 120°C durante 48 h. A continuacién la
disolucidn se lleva a sequedad, se afiade CH,Cl, (10 mL) y la disolucién se filtra a través de carbono activo. Se
evapora el disolvente y se obtiene G;O3(NH,)s, 22, como un aceite amarillo palido (0.59 g, 89%).

'H-RMN (CDCl,): § -0.09 (s, 9 H, MeSi), -0.06 (s, 36 H, Me,SiH), 0.48 (m, 18 H, SiCH.), 0.54 (m, 36 H, SiCH.),
1.29 (m, 18 H, CH,), 1.40 (m, 24 H, CH,), 1.74 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.63 (t,J = 7.1 Hz, 12 H, CH,N), 3.87 (t, ] = 6.3
Hz, 6 H, OCH,), 6.04 (s, 3 H, CsHs); *C-RMN{'H} (CDCL,): § -5.1 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.3 (NCH,CH,CH,), 13.8
(SiCH), 18.4, 18.6 y 20.0 (CH,), 20.5 (OCH,CH,CH,), 33.2 (OCH,CH,), 45.6 (NCH,), 67.6 (OCH,), 93.7 (CsH;
(CH), 160.9 (i-CsH,); *Si-RMN (CDCL): 6 1.8 (MeSi), 2.1 (Me,Si). Anal. Calc. CgoH,5sNs05Sis (1370.78 g/mol): C
60.46, H 11.47, N 6.13; Obt.: C 61.11, H 11.26, N 5.86.

Sintesis de G,03(NH,),, (23)

El dendrimero de segunda generacién con 12 grupos -NH, terminales, 23, se prepara por un procedimiento simi-
lar al descrito para el compuesto 22, partiendo de G,O3H,, (0.50 g, 0.23 mmol), C;HsNH, (0.32 g, 5.59 mmol) y
catalizador de Kardsted (3% mol). De esta forma se obtiene G,O3(NH,);, como un aceite amarillento (0.47 g, 72%).

'H-RMN (CDCLy): 6 -0.11 (s, 18 H, MeSi), -0.09 (s, 9 H, MeSi), -0.07 (s, 72 H, Me,SiH), 0.43 (m, 26 H, CH,),
0.54 (m, 72 H, CH.,), 1.21 (s, 24 H, NH,), 1.28 (m, 36 H, CH,), 1.38 (m, 30 H), 1.74 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.63 (t, J
=7.1 Hz, 24 H, CH,N), 3.85 (t, J = 6.3 Hz, 6 H, OCH,), 6.04 (s, 3 H, C¢H;); *C-RMN{'H} (CDCL,): 6 -4.9(MeSi),
4.7 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.3 (SiCH,), 13.8 (SiCH,), 18.4, 18.6, 18.8, 20.0, 20.1 (CH,), 20.6 (OCH,CH,CH,), 28.3
(CH,CH,N), 33.3 (OCH,CH,), 45.7 (CH,N), 67.6 (OCH,), 93.7 (CsH, (CH), 160.9 (i-C¢Hs); *Si-RMN (CDCl,): &
0.9 (MeSi), 1.7 (MeSi), 1.9 (Me,Si). Anal. Calc. C,4Hs3N 120581y (2832.00 g/mol): C 59.80; H 11.75; N 5.94; Obt.:
C 60.92; H 10.03; N 5.44.
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Sintesis de G;O3(NH,),, (24)

El dendrimero de tercera generacién con 24 grupos -NH, terminales, 24, se prepara por un procedimiento similar al
descrito para el compuesto 22, partiendo de G3;O3H,, (1.00 g, 0.23 mmol), C;Hs;NH, (0.62 g, 0.011 mol) y catalizador
de Kardsted (3% mol). De esta forma se obtiene G;O3(NH,),, como un aceite amarillento (0.48 g, 36%).

'H-RMN (CDCl,): 6 -0.11 (s.a., 54 H, MeSi), -0.07 (s, 144 H, Me,Si), 0.52 (m, 222 H, SiCH,), 1.21-1.50 (m, 186
H, NH,, CH,), 1.74 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.63 (t, ] = 7.1 Hz, 48 H, CH,N), 3.85 (t, ] = 6.3 Hz, 6 H, OCH,), 6.04
(s, 3 H, CoHy); BC-RMN{'H} (CDCL): 6 -4.9 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.8 (CH,CH,CH,N), 14.1 (SiCH,), 17.9-20.6
(CH,), 27.1 (CH,CH,N), 33.4 (OCH,CH,), 45.1 (CH,N), 67.8 (OCH,), 93.7 (C¢H, (CH), 161.0 (i-C4H;). Anal. Calc.
CagsHersNayO;Siys (5754.44 g/mol): C 59.49; H 11.88; N 5.84; Obt.: C 58.50; H 11.67; N 5.34.

Sintesis de G,03(COOMe),, (19)

Meétodo A) Este compuesto se prepara a partir de BrG,(CO,Me), (0.55 g, 0.65 mmol), 1,3,5-(HO);CsH; (0.027
g, 0.21 mmol), K,CO; (0.18 g, 1.30 mmol) y éter corona 18-C-6 (0.017 g, 0.06 mmol) siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de G;03Ag, obteniéndose G;03(CO,Me);, como un aceite amarillento (0.36 g, 68%).

Método B) A partir de G;O3H¢ (0.20 g, 0.19 mmol) y C;H;N(C,H,CO,Me), (0.28 g, 1.18 mmol), siguiendo el
procedimiento descrito para la sintesis de BrG,(CO,Me),, se obtiene G,03(CO,Me);, como un aceite amarillento
después de lavar con hexano (2 x 10 mL) (0.42 g, 89%).

Método C) Una disolucion de G;O3(NH,)s (0.25 g, 0.18 mmol) y acrilato de metilo C,H;CO,Me (0.28 g, 3.28
mmol) en CH;OH (5 mL) se agita a temperatura ambiente durante 16 h. A continuacidn, la disolucién se filtra y se
evaporan los volatiles y el aceite restante se lava con hexano (2 x 10 mL) para obtener G,03(CO,Me);,, 19, como un
aceite amarillento (0.39 g, 90%).

'H-RMN (CDCl,): 6 -0.09 (s, 9 H, MeSi), -0.07 (s, 36 H, Me,Si), 0.40 (m, 12 H, SiCH,), 0.53 (m, 30 H, SiCH.),
1.27 (m, 12 H, CH,), 1.36 (m, 18 H, CH,), 1.75 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.39 (m, 12 H, CH,N), 2.41 (t, J = 7.3 Hz, 24
H, CH,N), 2.74 (t, T = 7.3 Hz, 24 H, CH,CO), 3.64 (s, 36 H, OMe), 3.87 (t, J = 6.6 Hz, 6 H, OCH,), 6.03 (s, 3 H,
CeHs); *C-RMN{'H} (CDCL): § -5.1 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.8 (SiCH,), 13.9 (SiCH,), 18.4, 18.6 y 20.1 (CH,), 20.5
(OCH,CH,CH,), 21.5 (CH,CH,N, 32.5 (CH,CO), 33.7 (OCH,CH,), 49.2 (CH,N), 51.6 (OMe), 57.5 (CH,N), 67.7
(OCH,), 93.6 (CsH, (CH), 160.9 (i-CsHs), 173.1 (CO); ®Si-RMN (CDCL): 6 1.6 (MeSi), 1.9 (Me,Si). Anal. Calc.
C17HasNsOx Siy (2403.86 g/mol): C 58.46, H 9.56, N 3.50; Obt.: C 58.09, H 9.13, N 3.02.

Sintesis de G,03(COOMe),, (20)

La sintesis del compuesto 20, se puede llevar a cabo por procedimientos similares a los descritos para el derivado
19. Por ejemplo, a partir de G,O3H;, (0.35 g, 0.16 mmol) y C;Hs;N(C,H,CO,Me), (0.46 g, 2.00 mmol), siguiendo
el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,(CO,Me),, se obtiene G,03(CO,Me),, como un aceite amarillento
(0.70 g, 88%).

'H-RMN (CDCly): 6 -0.10 (s, 27 H, MeSi), -0.07 (s, 72 H, Me,Si), 0.39 (m, 24 H, SiCH,), 0.53 (m, 78 H, SiCH,),
1.30 (m, 66 H, CH,), 1.75 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.39 (m, 24 H, CH,N), 2.41 (t, ] = 7.3 Hz, 48 H, CH,N), 2.74 (t, ] = 7.3
Hz, 48 H, CH,CO), 3.64 (s, 72 H, OMe), 3.87 (t, ] = 6.6 Hz, 6 H, OCH,), 6.03 (s, 3 H, CoHs); *C-RMN{'H} (CDCl,):
6 -5.1 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.8 (SiCH,), 13.9 (SiCH,), 18.4, 18.8, 19.0 y 20.1, 20.5, 21.5 (CH,), 32.5 (NCH,), 33.7
(OCH,CH,), 49.2 (CH,CO), 51.2 (OMe), 57.5 (CH,N), 67.7 (OCH,), 93.6 (CsH; (CH), 160.9 (i-C;Hs), 173.1 (CO);
2Si-RMN (CDCl,): 6 0.9 (MeSi), 1.7 (MeSi), 1.9 (Me,Si).

Sintesis de G;O3(COOMe)ys (21)

La sintesis del compuesto 21, se puede llevar a cabo por procedimientos similares a los descritos para el derivado
19. Por ejemplo, a partir de G;O3H,4 (0.32 g, 0.075 mmol) y C;HsN(C,H,CO,Me), (0.41 g, 1.80 mmol), siguiendo
el procedimiento descrito para la sintesis de BrG,(CO,Me),, se obtiene G;03(CO,Me),s como un aceite amarillento
(0.63 g, 88%).

'"H-RMN (CDCL5): 6 -0.12 (s.a., 54 H, MeSi), -0.07 (s, 144 H, Me,Si), 0.38 (m, 48 H, SiCH,), 0.52 (m, 174 H,
SiCH,), 1.26 (m, 84 H, CH,), 1.38 (m, 54 H, CH,), 1.75 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.45 (m, 144 H, CH,N), 2.74 (s.a.,
98 H, CH,CO), 3.63 (s, 144 H, OMe), 3.87 (s.a., 6 H, OCH,), 6.00 (s, 3 H, C¢H;); C-RMN{'H} (CDCl;): § -4.8
(MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.8 (SiCH,), 14.1 (SiCH,), 18.4-20.5 (CH,), 32.3 (NCH,), 33.6 (OCH,CH,), 49.2 (CH,CO),
51.6 (OMe), 57.4 (CH,N), 67.8 (OCH,), 93.6 (CsH; (CH), 160.9 (i-C¢H;), 172.8 (CO); ¥Si-RMN (CDCI,): 6 -0.9,
1.8 (MeSi), 1.9 (Me,Si). Anal. Calc. C,7;HgesN240099Si45 (9886.72 g/mol): C 57.95; H 9.85; N 3.40; Obt.: C 57.09; H
10.10; N 3.63.
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Sintesis de G,O3(COONa);, (25)

Una disolucién de NaOH (0.048 g, 1.19 mmol) en H,O (1 mL) se afiade a una disolucién de G;O3(COOMe),, (0.20
g, 0.083 mmol) en MeOH (3 mL) y se agita la reaccién durante 24 h. A continuacién se evaporan los disolventes,
se extrae con MeOH (5 mL) y se lleva a sequedad. El residuo se lava con Et,O (2 x 10 mL) obteniéndose G,03
(COONa),,, 25, como un sdlido blanco (0.17 g, 82%).

'H-RMN (D,0): § -0.26 (s, 45 H, MeSi), 0.19 (m, 18 H, SiCH.,), 0.32 (m, 24 H, SiCH,), 1.19 (m, 30 H, CH,), 1.45
(m, 6 H, OCH,CH,), 2.07 (m, 36 H, CH,N), 2.47 (m, 24 H, CH,CO), 3.50 (s, 6 H, OCH.), 5.70 (s, 3 H, CsH,); 13C-
RMN{'H} (D,0): § -4.8 (MeSi), -3.5 (Me,Si), 12.8 (SiCH,), 13.7 (SiCH,), 18.4-20.2 (CH,), 32.9 (OCH,CH,), 34.2
(CH,N), 49.4 (CH,CO), 57.0 (CH,N), 67.1 (OCH,), 93.7 (CsH; (CH), 160.5 (i-CsH,), 181.1 (CO); ¥Si-RMN (D,0):
5 1.6 (MeSi).

Sintesis de G;O3(COONa),4 (26)

A partir de G,03(COOMe),, (0.35 g, 0.071 mmol) y NaOH (0.046 g, 1.16 mmol), siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de 25, se obtiene G,03(COONa),,, 26, como un sélido blanco (0.29 g, 82%).

'H-RMN (D,0): 6 -0.21 (s, 99 H, MeSi y Me,Si), 0.22 (m, 30 H, SiCH.), 0.38 (m, 72 H, SiCH,), 1.17 (m, 66 H,
CH,), 1.58 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.10 (m, 48 H, CH,N), 2.19 (m, 24 H, CH,N), 2.51 (m, 48 H, CH,CO), 3.42 (s, 6 H,
OCH,), 5.64 (s, 3 H, C¢H,); *C-RMN{'H} (D,0): 6 -4.5 (MeSi), -3.4 (Me,Si), 13.0 (SiCH,), 13.7 (SiCH,), 18.4-20.3
(CH,), 32.9 (OCH,CH,), 34.3 (NCH,), 49.6 (CH,CO), 57.2 (NCH,), 67.2 (OCH,), 93.8 (CsH; (CH), 168.4 (i-CsH,),
181.2 (CO); ®Si-RMN (D,0): 6 1.7 (MeSi y Me,Si).

Sintesis de GzO3(COONa)ss (27)

A partir de G;03(COOMe),s (0.30 g, 0.030 mmol) y NaOH (0.069 g, 1.74 mmol), siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de 25, se obtiene G3;03(COONa),s, 27, como un sélido blanco (0.24 g, 79%).

'"H-RMN (D,0): 6 -0.21 (s. a., 207 H, MeSi y Me,Si), 0.20-0.40 (m, 222 H, SiCH,), 1.16 (m, 138 H, CH,), 1.58
(m, 6 H, OCH,CH,), 2.09 (m, 144 H, CH,N), 2.49 (m, 96 H, CH,CO), 3.42 (s, 6 H, OCH,), 5.64 (s, 3 H, C¢H>);
BC-RMN({'H} (D,0): § -4.5 (MeSi), -3.4 (Me,Si), 12.9 (SiCH,), 18.0-21.0 (CH,), 34.2 (NCH,), 49.4 (CH,CO), 57.2
(NCH,), 181.1 (CO), no se observan los dtomos de Carbono OCH,CH,CH,CH, ni C¢H;.

Sintesis de G,03(SO;Na)y, (28)

Una ampolla con llave de teflén que contiene G;O3(NH,)s (0.25 g, 0.18 mmol) y C,H;SO;Na (0.28 g, 2.18 mmol)
en una mezcla EtOH/H,0O (5 mL/10 mL) se calienta a 120°C durante 72 h. A continuacion, se evaporan los volatiles
y el residuo se lava primero con MeOH (2 x 10 mL) y Et,O (2 x 15 mL), obteniéndose G,03(SO;Na),, 28, como un
sélido blanco (0.30 g, 57%).

'H-RMN (D,0): 6 -0.18 (s, 45 H, MeSi), 0.26 (m, 18 H, SiCH,), 0.39 (m, 24 H, SiCH,), 1.19 (m, 18 H, CH,), 1.29
(m, 12 H, CH,), 1.47 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.26 (m, 12 H, CH,N), 2.77 (m, 24 H, CH,N), 2.86 (m, 24 H, CH,S), 3.59
(s, 6 H, OCH,), 5.78 (s, 3 H, C4H,); "C-RMN{'H} (D,0): 6§ -4.8 (MeSi), -3.5 (Me,Si), 12.7 (SiCH,), 13.7 (SiCH,),
18.4, 19.9 y 20.2 (CH,), 32.7 (OCH,CH,), 47.1 (CH,S), 47.8 (CH,N), 57.1 (CH,N), 67.2 (OCH,), 93.7 (CsH, (CH),
160.6 (i-C¢Hs); Si-RMN (D,0): 6 1.9 (MeSi).

Sintesis de G,03(SO3Na),4 (29)

A partir de G,O3(NH,),, (0.20 g, 0.071 mmol) y C,H;SO;Na (0.13 g, 0.97 mmol), siguiendo el procedimiento
descrito para la sintesis de 28, se obtiene G,03(SO;Na),,, 29, como un sélido blanco (0.25 g, 60%).

'H-RMN (D,0): 6 -0.18 (s, 99 H, MeSi y Me,Si), 0.26 (m, 30 H, SiCH.,), 0.41 (m, 72 H, SiCH,), 1.25 (m, 66 H,
CH,), 1.60 (m, 6 H, OCH,CH,), 2.27 (m, 24 H, CH,N), 2.75 (m, 48 H, CH,N), 2.86 (m, 48 H, CH,S), 3.45 (s, 6 H,
OCH,), 5.78 (s, 3 H, C¢H,); BC-RMN{'H} (D,0): & -4.6 (MeSi), -3.4 (Me,Si), 12.7 (SiCH,), 13.7 (SiCH,), 18.5-20.5
(CH,), 33.0 (OCH,CH,), 47.0 (NCH,), 47.9 (CH,S), 57.2 (NCH,), 66.8 (OCH,), 93.6 (C;H, (CH), 160.6 (i-CsH,);
2Si-RMN (D,0): 6 1.9 (MeSi y Me,Si).

Sintesis de G;03(SO;Na), (30)
A partir de G;03(NH,),4 (0.20 g, 0.035 mmol) y C,H;SO;Na (0.12 g, 0.92 mmol), siguiendo el procedimiento

descrito para la sintesis de 28, se obtiene G;03(SO;Na),s, 30, como un sélido blanco (0.26 g, 63%).
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"H-RMN (D,0): 6§ -0.13 (s. a., 207 H, MeSi y Me,Si), 0.41 (s. a., 222 H, SiCH,), 1.15-1.60 (s. a., 144 H, CH,),
2.40 (s. a., 48 H, CH,N), 2.90 (s. a., 192 H, CH,N y CH,S), no se observan las sefiales correspondientes a OCH, y
CgH5); BC-RMN{'H} (D,0): 6 -4.4 (MeSi), -3.3 (Me,Si), 12.5 (SiCH,), 18.0-21.0 (CH,), 46.7 (NCH,), 48.5 (CH,S),
57.2 (NCH,), no se observan los dtomos de Carbono OCH,CH,CH,CH, ni C4H;.

Actividad biologica de los dendrimeros

A continuacién se muestra una evaluacion de la citotoxicidad, mitogenicidad y efecto microbicida/microestatico
de los nuevos dendrimeros aniénicos sintetizados segtin la presente invencion en distintas lineas celulares (vaginales
y linfoides), en diferentes poblaciones fisioldgicas (células mononucleares de sangre periférica, hematies. macréfagos
y células dendriticas) y en cultivos bacterianos.

Materiales y métodos
1. Células

Human Endometrial Carcinoma cells (HEC-1A): linea celular endometrial humana, derivada de un adenocarcino-
ma humano de endometrio. Se obtuvieron del American Type Culture Collection (ATCC). Las HEC-1A se cultivaron
en medio completo [RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal de Ternera (SFT), 2 mM L-glutamina
y antibidticos (1% cloxaciclina, 1% ampicilina y 0.32% gentamicina)] en placas de 24 o 96 pocillos o placas transwell
de 12 pocillos con soporte permeable de policarbonato de 0.4 um de poro (Costar, Cambridge, MA), en condiciones
de cultivo (37°C en una atmésfera de 5% CO, y 95% de humedad relativa).

Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP): La sangre se obtuvo de buffy coats procedentes de donantes
sanos del Centro de Transfusiones de Madrid. Dicha sangre se diluye 2 con solucién salina tamponada con fosfato 6.7
mM (PBS, Bio-Whittaker®) y se procede a su centrifugacién en gradiente de densidad (Ficoll-Isopaque®). Tras dicha
centrifugacion se recupera el halo que contiene las CMSP y se procede a dos ciclos de lavado-centrifugado posteriores
con PBS (10 minutos a 1500 r.p.m.). Las CMSP resultantes se resuspenden en medio de cultivo completo.

MT-2: Linea celular de leucemia de células T con ADN de HTLV-1 integrado. Se obtuvieron del American Type
Culture Collection (ATCC). Se cultivaron en medio completo en diferentes formatos de placa (6, 24 o 96 pocillos) y
en condiciones de cultivo.

Células Dendriticas (CD): Se realiz6 una separaciéon de CMSP por gradiente de densidad como se ha descrito
anteriormente. Los monocitos se obtuvieron por separacién inmunomagnética con anticuerpos monoclonales anti-hu-
mano CD14 (MicroBeads) mediante separacion en columnas (MACS®, Miltenyi Biotec, Alemania). Los monocitos
purificados se resuspendieron en medio completo en placa de fondo plano de 6 pocillos a una concentracién de 2*10°
células/pocillo en un volumen final de 3 mL. Se cultivaron con 50 ng/ml rh GM-CSF y 20 ng/ml rh IL-4 (Immuno-
Tools, Alemania), en condiciones de cultivo, y se incluyé S-mercaptoetanol (MERCK®) a 50 uM para eliminar las
ribonucleasas liberadas durante la lisis celular. Se afiadié medio fresco completo con 50 ng/ml rh GM-CSF y 20 ng/ml
rh IL-4 a los 3 dias a las células inmaduras (CDi). Se maduraron las células a los 6 dias con 20 ng/ml LPS (Sigma)
durante 2 dias (CDm). Los marcadores de CDi y CDm se analizaron mediante un citémetro Beckman-Coulter® de 4
colores y se utiliz6 el software EPICs® de Beckman-Coulter®.

Macrdéfagos: Se realizé una separacion de CMSP por gradiente de densidad y una separacién inmunomagnética
con anticuerpos monoclonales anti-humano CD14 (MicroBeads) como se describe anteriormente. Los monocitos pu-
rificados se resuspendieron en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de suero humano AB, 2 mM L-
glutamina y antibidticos (1% cloxaciclina, 1% ampicilina y 0.32% gentamicina) en placa de fondo plano de 6 pocillos
a una concentracion de 2*10° células/pocillo en un volumen final de 3 mL. Se cultivaron con 50 ng/ml th M-CSF y
se incluy6 B-mercaptoetanol (MERCK®) a 50 uM para eliminar las ribonucleasas liberadas durante la lisis celular. Se
afiadié medio fresco con 50 ng/ml rh M-CSF a los 3 dias. A los 7 dias, los marcadores de macr6fagos se analizaron
mediante un citémetro Beckman-Coulter® de 4 colores y se utilizé el software EPICs® de Beckman-Coulter®.

2. Dendrimeros

La sintesis de los dendrimeros carbosilano con terminaciones sulfonato (G103SF12, G203SF24 y G203SF48)
fue la descrita en el apartado anterior.

Los dendrimeros G103SF12, G203SF24 y G203SF48 corresponden a G;03(SO;Na);, (28), G,03(SO;Na),, (29)
y G;03(SO;Na)s (30) que poseen 12, 24 y 48 grupos sulfonato terminales. Esta nueva nomenclatura para esta parte de
la presente invencion se ha adoptado para simplificar la representacion de estos dendrimeros en su estudio biomédico
y asi facilitar el seguimiento de esta discusion de resultados.
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G203SF48

3. Evaluacion de la toxicidad

Se utilizaron distintas técnicas con el fin de evaluar la viabilidad en diferentes aspectos: integridad de membrana
(tinciones con azul tripan y ensayo de LDH), actividad mitocondrial (reactivo MTT) y proliferacién celular (incor-
poracién de BrdU). Estas técnicas se aplicaron para el estudio de la toxicidad de las generaciones de dendrimeros en
HEC-1A y en CMSP humanas.

3.1 Tinciones con azul tripdn

Se prepard una solucién con azul tripan (Sigma®) al 0,8%. Las células tratadas con los dendrimeros se centrifuga-
ron y se decanté el sobrenadante; tras resuspender el sedimento celular, se trat6 con la solucién de azul tripan durante
30 segundos, procediéndose a centrifugacion-lavado posteriormente con PBS dos veces. Las células se observaron
bajo microscopia 6ptica y se contaron las positivas para la presencia de azul tripdn (células azules, muertas) en rela-
cién con el porcentaje de células negativas (células vivas). Para ello se seleccion6 un campo amplio con al menos 100
células cada vez.
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3.2 Ensayo MTT

Esta técnica se utilizé para evidenciar efectos deletéreos sobre el metabolismo celular. Se trata de un ensayo co-
lorimétrico basado en la capacidad selectiva de las células viables para reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT, Sigma®) en cristales insolubles de formazan. Tras el tiempo deseado de incubacién
de las distintas poblaciones celulares con diferentes concentraciones de dendrimeros en placa de 96 pocillos (100.000
células/pocillo respectivamente), y con 3 pocillos como control positivo de inactividad celular [20% de dimetil sul-
féxido (DMSO, Sigma®)], el sobrenadante que contenia dendrimero se retiré y se sustituyé por 200 uL de un medio
de cultivo sin suero ni rojo fenol (Opti-MEM®). Ademds de los 200 uL. de Opti-MEM®, se afiadieron 20 uL. de MTT
filtrado previamente para conseguir su esterilidad (Azul de Tiazolil, Sigma®) en PBS a una concentracién de 5 mg/mL
(concentracioén final en pocillo de 0,5 mg MTT/mL). Después de 4 horas de incubacién en condiciones de cultivo,
se procedi6 a la centrifugacién de la placa a 2000 r.p.m. 10 minutos y a la posterior retirada del sobrenadante con
el exceso MTT que no reacciond. Los cristales de formazdn se observaron al microscopio de contraste de fase y se
disolvieron posteriormente con 200 uL. de DMSO. La placa se agité a 700 r.p.m. en un agitador Eppendorf® para
asegurar la correcta disolucién de dichos cristales. La concentracion de formazén se determiné por espectrofotometria
utilizando un lector de placas a una longitud de onda de 570 nm con una referencia de 690 nm. El espectrofotémetro
se calibré a 0 utilizando Opti-MEM® sin células. La viabilidad celular relativa (%) respecto del control (células sin
tratar) se calculd en base a la férmula: [A] test/[A] control x 100. Cada concentracién de dendrimero se ensayé por
triplicado, siguiendo las directivas del ATCC.

3.3 Ensayo de LDH

Esta técnica (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay) se utilizé para evaluar el dafio en la superficie
de la membrana celular debido a la presencia de los distintos grupos periféricos anidnicos de los dendrimeros. La
lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se libera en el citoplasma debido a la lisis celular. El ensayo de
LDH, por lo tanto, es una medida de la integridad de la membrana, que se basa en la oxidacién de LDH a piruvato y
la reduccién de sales de tetrazolio a cristales de formazan por el piruvato. Se dispensaron en placa de 96 pocillos de
fondo redondo 1*10° células/pocillo en un volumen de 100 uL de medio completo y se afiadié el dendrimero en un
volumen de 100 uL, para obtener un volumen final en el pocillo de 200 uL. Controles: 1. 200 uL de medio completo
sin células (background control); 2. 100 uL de células + 100 L. de medio completo; 3. 100 uL de células + 100 uL
de tritén X-100 al 0,2%; 4. 100 pL de células + 100 uL con el dendrimero a la concentracién deseada. Se incubaron
en condiciones de cultivo durante las primeras 24 hs. Se centrifugé la placa a 1500 r.p.m. 10 minutos y se retiraron
100 uL de sobrenadante, con cuidado de no llevarse las células. Se afiadié 100 uL de mezcla de reaccion preparada
en el momento sobre los 100 ul. de sobrenadante y se incub6 a temperatura ambiente 30 minutos y en oscuridad.
Finalmente, se midi6 a 490 nm y 690 nm de referencia. La citotoxicidad se obtuvo de la siguiente férmula:

Citotoxicidad(%) = (4 - 2)/(3-2) * 100

3.4 Ensayos de inhibicion del VIH
3.4.1 Preparacion de la cepa X4 VIH-1NLA-3

El aislado viral X4 VIH-1y,4_; es una cepa viral de laboratorio establecida y se utilizaron células MT-2 para la
expansion del virus. Se lavaron 2x10° MT-2 dos veces con medio completo y se transfirieron a un tubo cénico de
15 mL a una concentracién de 2x10° células/mL en medio completo. Posteriormente, se afiadié VIH-1y.4_; a una
concentracion de 1 particula por célula o lo que es lo mismo, 1 M.O.I. (Multiplicity Of Infection). Se cultivaron las
MT-2 con el virus durante 2 horas en condiciones de cultivo, agitando el cultivo cada 15-30 minutos. Finalmente se
lavaron los cultivos (células-virus) dos veces para retirar el virus no integrado en el genoma celular. Las células se
transfirieron a un pocillo de p6 en un volumen de 3-4 mL. Se dej6 en cultivo durante 2-3 dias y se observé la presencia
de sincitios en el pocillo. Cuando la presencia de sincitios alcanzé un 80-90% de produccién, se afiadieron 12 mL de
medio completo con 20%10° MT-2 y se dispensaron en placa petri. A los 2-3 dias, se centrifugé todo el volumen y
se recogi6 el sobrenadante. Se afiadieron 12 mL de medio completo con 20#10° MT-2 a las células anteriores (MT-
2 infectadas) y se dispensaron en placa petri. Se repitié este proceso hasta 3 veces. El sobrenadante se alicuoté y se
almacend en un tanque de nitrégeno liquido, para posteriormente ser titulado.

3.4.2. Titulacion de los virus

El aislado viral VIH-1y4_3 y VIH-2¢5;,; se tituld en la linea celular MT-2. Se cultivaron 2x10* células MT-2 con
medio completo en placas de 96 pocillos y se afiadieron 40 uL de la preparacion viral a distintas concentraciones, para
lo que se realizaron las correspondientes diluciones. Se dispusieron las diluciones por octuplicado y se mantuvieron
en condiciones de cultivo durante una semana. Transcurrido este tiempo se procedi6 a la lectura de la titulacién por
visualizacién del efecto citopético. El titulo se calcul6 aplicando la férmula de Spearman-Karber. También se tituld
mediante cuantificacién de proteina p24 por un inmunoensayo enzimatico (ELISA p24. INNOTEST™ HIV antigen
mAB, Innogenetics®) y se establece la relacién particulas infectivas por mL y ug de virus por mL.
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El aislado viral VIH-1g, | se titulé mediante cuantificacién de proteina p24 por ELISA.

Para asegurar la pureza del virus, las alicuotas descongeladas se filtraron a través de filtros de 0.22 ym antes de la
cuantificacion.

3.4.3. Infeccion in vitro de las diferentes poblaciones celulares

Las CMSP se estimularon durante 48 horas con 2 ug/mL de PHA y 50 UI de IL-2, para provocar una activacion
policlonal; a las 48 horas se lavan las células con PBS. La concentracién deseada de células se incub6 con el niimero
de particulas de VIH deseado en medio completo durante 2 horas en condiciones de cultivo. Tras este tiempo se
recogieron las células del cultivo y se lavaron tres veces con PBS para eliminar el virus no integrado en el genoma
celular, tras lo cual se depositaron en placa de 24 pocillos 0 96 pocillos (dependiendo del ensayo) en medio completo
con 50 Ul/mL de IL-2.

MT-2, HEC-1A, CDi, CDm y macréfagos se recogieron el dia del experimento y se lavaron 2 veces con PBS antes
de ser infectadas con el VIH durante 2 o 3 horas, segtin el experimento.

3.5. Monocapa de HEC-1A

Para obtener un perfecta monocapa de células epiteliales polarizadas, las HEC-1A se crecieron en medio completo
sobre un soporte de policarbonato permeable de 0.4 um de poro (Costar, Cambridge, MA). Se procedi6 al cultivo
de 2*10° células por pocillo y se cultivaron durante 7 dias (valores de resistencia de la monocapa >300 Q*cm?),
con cambios de medio cada 2-3 dias. El dendrimero se afiadié una hora antes de la infeccion. Después de afiadir las
particulas virales a la zona apical de la monocapa, se recogié el sobrenadante de la cdmara de la zona basolateral a las
24/48 horas. La concentracion viral se cuantificé por ELISA.

3.6. Pre-tratamiento de CMSP

Se utilizaron CMSP estimuladas dispensadas en 2*#10° células en 200 uL. de medio completo en pocillos de placa
p96 de fondo redondo. Para el experimento de pretratamiento, se trat con el dendrimero 1 hora antes de la infeccién
a 50 ng de VIH-1y4_3 y se infect6 durante 3 horas en condiciones de cultivo. Tras este tiempo, se lavé dos veces con
PBS y se incub6 en condiciones de cultivo. La concentracién viral a los 3 dias se cuantificé por ELISA de p24.

3.7. Pre-tratamiento en CDi, CDm y macrdfagos

Una vez diferenciadas las células, se lavaron con PBS dos veces y se dispensaron 2*10° CDi, 2*10° CDm y 103
macréfagos en 200 uL. de medio completo en pocillos de p96 de fondo. El dendrimero se afiadi6é una hora antes de la
infeccién. Después de afadir las particulas virales (50 ng), se incub6 en condiciones de cultivo y a las 3 horas, se retird
el sobrenadante y se lavé 4 veces con PBS. Se recogi6 sobrenadante a los 4 dias. La concentracion viral se cuantificd
por ELISA.

3.8 Estudio en bacterias y hongos

3.8.1. Staphylococcus aureus. Cepa y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa FDA209 (ATCC 6538) para estudiar la capacidad de los dendrimeros como bactericidas. Las
bacterias se crecieron en placas de Mueller Hinton agar (Sigma™) durante toda la noche a 37°C antes de cada experi-
mento.

Experimento de biomasa: El dia del ensayo, una colonia de S. aureus se crecia en 15 mL de medio Mueller Hinton
durante 5 h. Tras este tiempo, se contaba el nimero de S. aureus y se dispensaban 10° S. aureus por punto (100 uL
de medio Mueller Hinton en placa de 96 pocillos de fondo en U). Se afiadieron diluciones seriadas de los dendrime-
ros evaluados hasta completar un volumen de 200 uL por punto. Se utiliza ampicilina (Gobemicina®, Laboratorios
Normon) como control positivo de bactericida. La cantidad de biomasa formada 24 h después del tratamiento con
el dendrimero, se cuantificé espectrofotométricamente con un lector de placas (Biowhittakermicroplate reader 2001,
Innogenetics®. =550 nm).

Experimento de proliferacion: Para evaluar la proliferacion de S. aureus en presencia del dendrimero, se utiliz6 el
kit de proliferacion celular 24 h después del tratamiento (Bromodeoxyuridine Cell Proliferation Assay, Chemicon In-
ternational. Lectura en Biowhittakermicroplate reader 2001, Innogenetics®. 1=450 y referencia =550 nm). El niimero
de células, tratamiento con los dendrimeros y tiempo de exposicién se describen en el experimento de biomasa.
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3.8.2. Candida albicans. Cepa y condiciones de cultivo

Se utilizé el aislado clinico SC5314 (ATCC MYA-2876) para estudiar la capacidad de los dendrimeros como
fungicidas. Las levaduras se crecieron en placas de YED agar (1% D-glucosa, 1% Difco extracto de levadura (BD
Diagnostic Systems, USA) y 2% agar) durante toda la noche a 30° C antes de cada experimento.

Experimento de biomasa: El dia del ensayo, una colonia aislada de levadura se crecié en 15 mL de medio YED
agar durante 5 h. Tras este tiempo, se conté el ndimero de C. albicans y se dispensé 10° céndidas por punto (100 uL
de medio YED agar en placa de 96 pocillos de fondo en U). Se afiadieron diluciones seriadas de los dendrimeros
evaluados hasta completar un volumen de 200 uL por punto. Se utiliz6 anfotericina B (Duchefa Biochemie) como
control positivo de fungicida. La cantidad de biomasa formada 24 h después del tratamiento con el dendrimero, se
cuantificé espectrofotométricamente con un lector de placas (Biowhittakermicroplate reader 2001, Innogenetics®.
A=550 nm).

Experimento de proliferacion: Para evaluar la proliferacion de C. albicans en presencia del dendrimero, se utilizé
el kit de proliferacion celular 3 h antes de cumplir las 24 h de tratamiento (Bromodeoxyuridine Cell Proliferation
Assay, Chemicon International. Lectura en Biowhittakermicroplate reader 2001, Innogenetics®. 1=450 y referencia
A=550 nm), evaluandose de esta forma la incorporacién de BrdU al ADN de nueva sintesis. El nimero de células,
tratamiento con los dendrimeros y tiempo de exposicion se describen en el experimento de biomasa.

Resultados
Evaluacion de la citotoxicidad de los dendrimeros

Para realizar una completa caracterizacién de las tres generaciones del nuevo dendrimero sintetizado, se elaboré
un sistema de screening para determinar las concentraciones biocompatibles que requerian un estudio mas detallado.

Antes de nada, se establecieron los limites de solubilidad de los dendrimeros de cada generacién en agua. Se
disolvieron los dendrimeros a concentraciones de 3 mM, 2 mM y 1 mM, siendo esta tltima la que mejor solubilidad
presentaba sin la ayuda de factores fisicos adicionales para su perfecta solubilizacién (vortex, calor,etc). Una vez
asentada la concentracién de partida en todos los dendrimeros testados, se procedid a evaluar su citotoxicidad en los
células diana de nuestro estudio, las células epiteliales vaginales (HEC-1A) y las CMSP. Se realizé un estudio de
los dendrimeros a distintas concentraciones, evaludndose la biocompatibilidad de las 3 generaciones mediante tincién
con azul tripan. Para evaluar el dafio a la membrana celular que pueden causar las cargas aniénicas de la periferia
(formando poros debido a interaccidon con diversos receptores celulares o por interaccién electrostitica con zonas
positivas de la membrana), se realizé ensayos de liberacion de lactato deshidrogenasa al sobrenadante. Se obtuvo que
a valores por debajo de 10 uM, los dendrimeros no resultaban t6xicos ni en una linea celular linfoide (Fig. 2) ni en
CMSP (Fig. 3).

Estos estudios se complementaron con ensayos de actividad celular de la mitocondria, donde la reduccién de sales
de tetrazolio a cristales de formazan es un reflejo indirecto del correcto metabolismo de las células.

Se evaluaron las 3 generaciones de dendrimero con niicleo polifendlico, obteniendo unos niveles aceptables de
biocompatibilidad y siempre dentro de los méargenes de aceptabilidad indicados para ambos ensayos (no mas del 10%
de LDH en sobrenadante y no mas de una disminucién del 20% en la actividad celular). Los resultados muestran que
incluso a una concentracién de 50 M, no existe dafio de membrana significativo en una linea celular como son las
MT-2.

Se realiz6 un estudio mds detallado para evaluar el efecto de un dendrimero en el metabolismo de las CMSP. Se
probo el dendrimero de segunda generacién y se observé que la actividad mitocondrial no se veia reducida de forma
notoria. Fig. 4).

Ante estos resultados, se determiné que el G203SF24 seria el elegido para poner a punto los ensayos de inhibicién
de la adherencia, internalizacién e infeccion del VIH a las células epiteliales y CMSP.

Ensayos de adhesion/internalizacion

El dendrimero que iba a ser expuesto sobre la monocapa de células epiteliales habia demostrado no ser téxico ni
mitogénico a la concentracién de 10 uM. Para su posible uso como microbicida, se decidi6 evaluar la capacidad de
interaccionar con el virus en el proceso de adhesion de éste a la superficie de la membrana celular. La molécula de
dendrimero actuaria asi como una barrera fisica en la prevencion de la infeccién por VIH de las células endometriales
y de su paso a la cavidad interna del ttero.

Para evaluar la eficacia de impedimento de adhesion a la superficie celular, asi como la capacidad de frenar la
internalizacion del virus en las HEC-1A, se disefié un experimento con el G2O3SF24. La idea de un uso tépico de esta
molécula hace necesario evaluar si los tiempos de tratamiento previos a la infeccién (pretratamiento) son limitantes
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a la hora de comprobar la eficacia. Se realizaron ensayos a diferentes tiempos y se estableci6 un pretratamiento de 1
h en todos los experimentos. El suramin, un polisulfonato de naftilurea, es una molécula con terminaciones sulfonato
idénticas al G203SF24 pero con distinta estructura interna. Esta molécula fue elegida como control positivo de la
inhibicién de la adhesion ya que se ha demostrado su unién electrostética a la gp120 de la regién V3 de VIH, lo que
impide que su maquinaria de infeccién funcione correctamente in vitro.

Ensayos de inhibicion

Para reproducir de la mejor forma posible la funcién que el dendrimero aniénico desarrollaria en la superficie del
endometrio y estudiar el paso de las viriones a través de la mucosa estratificada del epitelio vaginal, se utilizaron
dispositivos de transwell que permiten recrear el fenémeno de transcitosis (transporte de macromoléculas desde un
espacio extracelular a otro a través del citoplasma de una célula por medio de una vesicula endocitica) debido a la
posibilidad de formar una monocapa perfecta de células adherentes en su interior y recolectar informacién de los
sobrenadantes de la cara apical y basolateral de la monocapa. En la grifica de la Fig. 5, se muestra el efecto del
dendrimero sobre el paso de las particulas virales a través de la monocapa. Este efecto se reduce en un 40%, mientras
que nuestro control positivo carece del efecto inhibidor. Por tanto, la estructura interna del dendrimero estd implicada
en la capacidad antiviral de la molécula.

La segunda generacion de sulfonatos se evalué por su posible efecto profilactico y terapéutico en PBMCs, mos-
trando un 60% de inhibicion en los ensayos de pre-tratamiento de las células con el dendrimero, lo que confirma la
aplicacién de este dendrimero en un sistema mads fisioldgico como es una linea primaria linfoide, Fig. 6.

Se estd evaluando actualmente su accién en células dendriticas y macrdéfagos. Debido a que estas lineas celulares
se infectan de forma menos notable que en los experimentos con linfocitos, la disminucién de un 50 a 70% en las
diferentes poblaciones celulares esta ligada a la disponibilidad de virus en contacto con las mismas. Fig. 7.

Ensayos de aplicacion antibacteriana y antifiingica

También se ha determinado el efecto antibacteriano y antiftingico que tienen estos dendrimeros en presencia de
bacterias. Para ello se ha elegido staphylococcus aureus y candida albicans como modelo de experimentacion bac-
teriano y fungico, respectivamente. En estos experimentos se observé que a la concentracién utilizada de 10 uM el
dendrimero presenta un 40% de efecto bactericida y un efecto bacterioestitico del 90% Fig. 8-9. No se observaron
efectos fungicidas ni fungiestéticos a las concentraciones utilizadas, Fig. 10-11.
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REIVINDICACIONES
1. Dendrimero carbosilano que comprende
a) un nucleo polifendlico,
b) al menos una generacion, y

¢) una capa externa, que consiste, total o parcialmente, en unidades iguales o diferentes del grupo de férmula
general (I):

-Si-X,

donde: R’ es un grupo alquilo (C,-C,),
pvariaentre 1 y 3,y

X es el siguiente grupo de féormula general (II):
E-NHCH,)-R;

(I
donde: E es un grupo enlazante entre el silicio y el grupo amina,
z varia entre 1y 4,
R! se selecciona de un grupo de la lista que comprende -COOR?, -SO;R? 0 -PO3(R?),, y

R? es hidrégeno o un grupo alquilo (C,-Cy).

2. Dendrimero segun la reivindicacién 1, donde el nicleo es trisustituido.

3. Dendrimero segun la reivindicacién 1, donde el nicleo es hidroquinona.

4. Dendrimero segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde p es 1.

5. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R’ es metilo.

6. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde E se selecciona de entre un alquilo (C;-C,y) o
un grupo -(CH,),-R?, donde R? es un grupo triazol o fenoxo y x varia entre 1y 6.

7. Dendrimero segtn la reivindicacién 6 donde el grupo alquilo de E es un propilo.

8. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde R? es hidrégeno o metilo.

9. Dendrimero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde E es el grupo -(CH,),-R* y R® es triazol.
10. Dendrimero segun la reivindicacién 9, donde x es 4.

11. Dendrimero segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde E es el grupo -(CH,),-R* y R? es fenoxo.
12. Dendrimero segun la reivindicacién 11, donde x es 1.

13. Dendrimero segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde R! es el grupo -COOR?.

14. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde R' es el grupo -SO;R?.
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15. Dendrimero segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde R! es el grupo -PO5(R?),.
16. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde z es 2.
5 17. Dendrimero segun la reivindicacion 15, donde z es 1.

18. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde dicho dendrimero estd en forma de sal
anidnica.

10 19. Dendrimero segun la reivindicacién 18, donde la sal es de Na*.

20. Dendrimero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, donde dicho dendrimero es al menos de primera
generacion con la siguiente férmula (ITI):

15
20 ‘ / O—R,—Si ( Ra—R
/ \ | m
(R"am
25
(1)
30
donde: R,, R, y R™, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C;-Cy);

m tiene un valor de 1 a 3;
35 y esta comprendido entre 2 y 6;

R es el grupo de féormula general (I) descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.
40

21. Dendrimero segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, donde dicho dendrimero es al menos de segunda
generacion con la siguiente férmula (IV):

. N
O
. il

i ) I y
(R 3-n (R%)zm n
55
(V)

6 donde: R,, Ry, R., R y R, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C,-Cy);

my n son iguales o diferentes y tienen un valor de 1 a 3;

y esta comprendido entre 2 y 6;
65 R es el grupo de férmula general (I) descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.
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22. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, donde dicho dendrimero es al menos de tercera
generacion con la siguiente férmula (V):

70 Rd Si Rc Si <Rb Si (Ra R)

donde: R,, Ry, R, Ry, R", R™ y R, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C,-Cy);
m, ny q son iguales o diferentes y tienen un valor de 1 a 3;
y tiene un valor de entre 2 y 6;

R es el grupo de féormula general (I) descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.
23. Dendrimero segiin cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, donde R,, Ry, R, 0 R, son iguales o diferentes, y
representan un grupo alquilo (C,-C,).

24. Dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, donde R™ , R™ o R son de forma independiente
un grupo metilo.

25. Procedimiento de obtencién de los dendrimeros segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, que compren-
de:

la adicién de Michael de un dendrimero que contiene un nicleo polifendlico y grupos -NH, terminales con un
grupo que se selecciona de la lista que comprende acrilato de metilo, vinil sulfonato y dimetil fosfonato.
26. Procedimiento segun la reivindicacion 25, donde el dendrimero que contiene un nicleo polifendlico y grupos

-NH, se obtiene mediante:

a) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos alilo a partir de un
haloalqueno;

b) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a) a un nticleo polifendlico; y
¢) la funcionalizacién del dendrimero obtenido en (b) con grupos -NH, terminales.
27. Procedimiento de obtencién de los dendrimeros segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, que compren-
de:
la hidrosililacién de un dendrimero que contiene un niicleo polifendlico y grupos -Si-H terminales con un grupo
alilamina funcionalizadas con grupos carboxilicos, fosfénicos o sulfénicos.
28. Procedimiento segun la reivindicacién 27, donde el dendrimero que contienen nucleos polifendlicos y grupos
-Si-H terminales se obtiene mediante:

a) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos -Si-H a partir de un
haloalqueno; y

b) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a) a un nicleo polifendlico; o

a’) la sintesis de dendrones con un punto focal haloalquilo y funcionalizada por grupos alilo a partir de un
haloalqueno;
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b’) acoplamiento de los dendrones obtenidos en el paso (a’) a un nicleo polifendlico; y
¢’) la funcionalizacién del dendrimero obtenido en (b’) con grupos -Si-H terminales.
29. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 26 o 28, donde el haloalqueno es un bromoalqueno
(C,-Cg), mas preferiblemente bromoalqueno (C,-C,).
30. Uso de los dendrimeros segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, para la elaboracion de un medicamento.

31. Uso de los dendrimeros segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, para la elaboracién de un medicamento
para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades causadas por virus, bacterias u hongos.

32. Uso segun cualquiera de la reivindicacién 31, donde la enfermedad es causado por el VIH.

33. Composicion farmacéutica que comprende al menos un dendrimero segtin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 24 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

34. Composicién segtin la reivindicacién 33, que ademds comprende otro principio activo.

35. Uso de los dendrimeros segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, como vehiculo de transporte de
moléculas.
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FIG. 1

Ensayo de toxicidad en MT-2
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Base de la Opinién.-
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1-35
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030450

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2007010080 A2 (UNIVERSIDAD DE ALCALA) 25.01.2007

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere a dendrimeros carbosilano formados por:

- un nucleo polifendlico

- al menos una generacion y

- una capa externa que son unidades iguales o diferentes del grupo de férmula general (I) (ver reivindicacion 1).

La reivindicaciones 20, 21 y 22 se refieren a los dendrimeros de primera, segunda y tercera generacion de férmulas (Ill) (ver
reivindicacién 20), (1V) (reivindicacion 21) y (V) (reivindicacion 22). También se reivindica el procedimiento de obtencién de
dichos dendrimeros (reivindicaciones 25-29) y su uso para la preparacién de un medicamento o como vehiculo de transporte
de moléculas.

El documento D1 divulga dendrimeros carbosilano con grupos amino terminales (ver formula 7 en la figura 1lay 23 en la
pagina 58), unidos a un Ph-1,3,5-trihidroxi con nucleo de Si. Los compuestos descritos en la solicitud estan formados por un
nucleo trihidroxifenil y atomos de Si en las ramificaciones y llevan grupos carboxilato, sulfonato o fosfonato en los extremos,
como se puede ver por ejemplo en las férmulas desarrolladas de las paginas 52,53 y 54 de la solicitud. Este tipo de
dendrimeros no se han encontrado divulgados en el estado de la técnica, también el procedimiento de sintesis se considera
nuevo e inventivo ya que los productos son nuevos y ademas se utiliza un procedimiento que consiste en el acoplamiento de
dendrones tipo cufias dendriticas sobre el nacleo polifendlico en lugar del procedimiento divergente de extension de las
ramificaciones.

Por consiguiente se considera que las reivindicaciones 1-35 de la solicitud cumplen los requerimientos de novedad y
actividad inventiva establecidos en los Art. 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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