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Resumen

En la actualidad, el desarrollo de nuevas estrategias que permitan optimizar el perfil
biofarmacéutico de fadrmacos actualmente utilizados en el tratamiento de numerosas
enfermedades, ha propiciado la incorporacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud,
lo cual se denomina como nanomedicina, debido a las numerosas ventajas que provee la
nanotecnologia en el tratamiento y diagnéstico de dichas enfermedades, pues los
nanomateriales disefiados en esta escala tienen el mismo tamafo que algunas estructuras
bioldgicas, de ahi que su aplicacion in vivo sea apropiada, ademas de permitir generar
estructuras que mejoren las propiedades fisicoquimicas para disminuir los efectos adversos
y no deseados asociados a las formas farmacéuticas convencionales. Por otra parte, la
resistencia bacteriana es uno de los problemas mas dificiles de superar, este problema se ha
caracterizado por el uso indiscriminado e incorrecto de farmacos, principalmente de tipo
antimicrobiano. En este sentido, la resistencia bacteriana se refiere a la capacidad que poseen
las bacterias de soportar los efectos de diversos agentes antimicrobianos, provocando que
estas sobrevivan y continiien multiplicandose, y por consecuencia las infecciones comunes
se conviertan en infecciones dificiles o imposibles de tratar con agentes microbianos
convencionales.

En el capitulo V se explora el disefio y sintesis de profarmacos B-lactamicos de tipo penicilina
como una estrategia de quimica farmacéutica para la mejora de la absorcion, dado el aumento
de la lipofilicidad, pues la incorporacion de un enlace de tipo ester-carbonato con un anillo
de adamantano, cuyo enlace permite tener una hidrolisis controlada por pH acido con un
perfil prolongada hasta 72 horas.

Por otra parte, en el capitulo VI se explora la formacion de complejos de inclusion (CI) a
través del autoensamblaje entre los profarmacos B-lactdmicos con la B-ciclodextrina (f-CD),
aprovechando la incorporacion del anillo de adamantano en la estructura de los profairmacos
sintetizados, que permiten una Unica orientacion para la formacion de CI en la cavidad de la
B-CD con alta afinidad, dichos CIs poseen un tamafio nanométrico, asi, estas plataformas
pueden funcionar como plataformas de liberacion controlada de farmaco mediada por pH.
Finalmente, el capitulo VII describe el disefio y sintesis de un dendrimero tipo PAMAM-
tetra-B-CD como acarreador de profarmacos B-lactamicos para la liberacion controlada por
pH acido y su potencial como sistema de liberacioén prolongada de dichos profarmacos [3-
lactamicos. En este sentido, se explora el potencial terapéutico de estas plataformas en la
mejora de las propiedades fisicoquimicas para mejorar la solubilidad acuosa y eficiencia
terapéutica para el tratamiento de infecciones bacterianas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION



1.1 Bacterias Gram positivas y Gram negativas

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas, es decir, carecen de tener un
nucleo definido, que se encuentran en casi todos los ambientes de la tierra, incluyendo en el
cuerpo humano. Estas, se clasifican en Gram positivas y Gram negativas con base en la
tincion de Hans Christian Gram, la cual refleja diferencias fundamentales en la arquitectura
de la envoltura celular. Las bacterias Gram positivas (Figura 1A) poseen una pared celular
gruesa compuesta principalmente por peptidoglucano (mureina), con acidos teicoicos y
lipoteicoicos, pero carecen de membrana externa. Esta estructura permite que retengan el
cristal violeta durante la tincion, observandose de color purpura al microscopio. Ejemplos
clinicamente relevantes incluyen especies de Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae 'y Enterococcus faecalis.!

En contraste, las bacterias Gram negativas (Figura 1B) presentan una pared celular mas
compleja y delgada, con una capa fina de peptidoglucano localizada en el espacio
peripldsmico y una membrana externa adicional que contiene lipopolisacarido (LPS),
fosfolipidos y proteinas tipo porina. Esta membrana externa actia como una barrera
fisicoquimica frente a numerosos agentes antimicrobianos, y es responsable de que estas
bacterias no retengan el cristal violeta de la tincion, y se tornen de color rosado. Entre los
ejemplos mas relevantes se encuentran Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae, patogenos frecuentemente implicados en infecciones urinarias,
respiratorias y sistémicas.

Desde el punto de vista de la resistencia antimicrobiana, las diferencias estructurales son
determinantes. En bacterias Gram positivas, el blanco principal de los antibidticos f-
lactamicos es la sintesis del peptidoglucano mediada por proteinas fijadoras de penicilina
(PBPs), mientras que en bacterias Gram negativas, ademas de la produccion de -lactamasas
(enzimas que degradan a los antibidticos B-lactdmicos), la presencia de la membrana externa,
la disminucidén o modificacion de porinas y la sobreexpresion de bombas de eflujo confieren
una resistencia intrinseca y adquirida méas compleja y multifactorial.?

En conjunto, la distincion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas no solo es
taxondémica y morfologica, sino que tiene implicaciones terapéuticas criticas, ya que
condiciona la seleccién de antibidticos, la penetracion del farmaco, la susceptibilidad
intrinseca y los mecanismos moleculares de resistencia (Figura 1).
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Figura 1. Diferencia entre tipos de bacterias.
1.2 Resistencia bacteriana

Se refiere a la capacidad de las bacterias para resistir los efectos de los antibidticos y otros
agentes antimicrobianos, haciendo que los fdrmacos sean menos efectivos o incluso
provocando que sean ineficaces. Esta resistencia surge principalmente a través de
mecanismos evolutivos y de adaptacion, donde las bacterias desarrollan mutaciones o
adquieren genes de resistencia mediante transferencia horizontal, es decir que las bacterias
adquieren genes de resistencia de otras bacterias sin necesidad de ser descendientes directas
de ellas, lo que en consecuencia provoca que una bacteria que no era resistente a ciertos
antibioticos desarrolle resistencia al “adquirir” material genético que contiene genes de
resistencia y por consiguiente sobrevivir en presencia de antibidticos.>* Existen varios
mecanismos mediante los cuales las bacterias desarrollan resistencia:

1) Modificacion de la diana terapéutica del antibiotico: se refiere a cambios en las estructuras
que el antibiotico intenta atacar, como las proteinas o las enzimas, lo que impide que el
farmaco se una o inhiba la funcién bacteriana.’

2) Enzimas que degradan o modifican el antibidtico: bacterias como E. coli producen
enzimas como las B-lactamasas, que funcionan abriendo el anillo B-lactamico lo que causa
la pérdida de la actividad biologica de este tipo de antimicrobianos.®

3) Expulsion activa del antibidtico: las bombas de eflujo expulsan activamente el antibi6tico
fuera de la bacteria, disminuyendo su concentracion interna y su efectividad.’
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4) Baja permeabilidad de la membrana: algunas bacterias desarrollan membranas menos
permeables al antibiotico, es decir, la propiedad de las membranas celulares que permite
el paso de solventes y solutos hacia dentro y fuera de la bacteria, evitando la entrada de

los farmacos.?

Modificacién de la diana terapéutica: Enzimas que degradan los antibidticos
@ cambios en proteinas/enzimas impiden -
el efecto del antibiético PHactama
Anbf ‘L')\ 3 X
nico .\/ b
A N

Enzima objetivo

OH

Enzimas que degradan el antibiético:
plactamasas rompen ¢f andllo B-lactdmico

Adquisicién de genes de resistencia
via transferencla horizontal
N\~
Expulsion activa del antibiético: bombas de (@ O /——\Q @ Baja permeabilidad de la membrana:
eflujo disminuyen la concentracién interma, evita la entrada del antibictico.

Figura 2. Ilustracion de los mecanismos de resistencia bacteriana.

1.3 Antibidticos p-lactamicos

Los antibioticos B-lactdmicos constituyen una amplia e importante familia de antibidticos
cominmente utilizados en el tratamiento de infecciones bacterianas alrededor del mundo,®
ya que estos son los de primera eleccion, ademas de ofrecer multiples ventajas, como ser de
amplio espectro para bacterias Gram positivas y negativas, presentar baja toxicidad,
accesibilidad en términos econdmicos y de formas farmacéuticas, y poseen un mecanismo
especifico de accion,’ sin embargo, dentro de sus principales inconvenientes se encuentra su
pobre solubilidad acuosa, su limitada absorcion oral alrededor del 30% y altas dosificaciones
asociadas a su baja solubilidad, lo que provoca efectos adversos no deseados: problemas
gastrointestinales como nduseas o malestar abdominal, sumado a erupciones cutdneas y
diarrea.'”

Su denominacién proviene de la estructura molecular, en donde comparten en su estructura
a una B-lactama, fundamental para la actividad bactericida, debido a que estos antibidticos
actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana, lo que resulta en su muerte. Las
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penicilinas fueron los primeros B-lactdmicos y por ende los mas antiguos, sin embargo,
siguen siendo muy efectivos contra infecciones causadas por bacterias Gram positivas y
negativas, algunos ejemplos incluyen a la amoxicilina y ampicilina. Por otra parte, las
cefalinas o cefalosporinas se diferencian de las penicilinas por poseer un anillo de 6
miembros y estdn dividas en generaciones con espectros de actividad cada vez mas amplios,
se utilizan comUnmente para tratar infecciones del tracto respiratorio, urinario, meningitis,
septicemias entre otras. No obstante, los carbapenémicos poseen un espectro ultra largo de
accion y son eficaces frente a muchas bacterias multirresistentes, este tipo de B-lactadmicos
se reservan para tratar infecciones graves y complicadas. Finalmente, los clavulinatos no son
antibidticos en si mismos, sino que poseen actividad inhibitoria de B-lactamasas, es decir,
inhiben a las enzimas encargadas de degradar al anillo B-lactdmico de los antibioticos,
comunmente se administran junto a penicilinas para protegerlas de la degradacion enzimatica
ampliando su espectro de accion (Figura 1).!1> 12

oﬂ\ O);N'/} OJ;NKSJ 0ﬂ3 O;D

B-Lactama Penicilinas Cefalina Clavulinato ~ Carbapenem

Figura 3. Tipos de antibidticos B-lactamicos.

Por ello, el uso de los antibidticos B-lactdmicos abarca una gran variedad de opciones para
tratar infecciones bacterianas. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos farmacos en
conjunto con mecanismos evolutivos y de adaptacion ha favorecido la aparicion de cepas
bacterianas resistentes, lo que subraya la importancia de su prescripcion adecuada bajo
supervision médica.

1.4 Mecanismo de accion de los antibidticos p-lactamicos de tipo penicilina

El mecanismo de accion de este tipo de antibioticos ha sido ampliamente estudiado a lo largo
de su uso clinico, lo que ha resultado en una descripcion sumamente detallada en su
interferencia con la sintesis de la pared celular bacteriana, provocando la muerte de la
bacteria, dada la especificidad con la que actian estos antibidticos, lo cual garantizé su éxito
comercial y uso clinico.'?

En su naturaleza estructural, el anillo B-lactdmico o B-lactama es indispensable para su
accion, el principal blanco son las bacterias en crecimiento activo, especificamente las que
sintetizan pared celular basada en peptidoglicano, es decir, una estructura esencial que rodea
la membrana citoplasmatica de multiples bacterias, proporcionando rigidez y resistencia a la
presion osmotica. No obstante, la sintesis del peptidoglicano implica la polimerizacién y
especialmente, el entrecruzamiento de cadenas peptidicas (transpeptidacion) de cadenas
peptidicas, un proceso llevado a cabo mediante enzimas especificas llamadas proteinas



fijadoras de penicilina, mejor conocidas por sus siglas en inglés: Penicillin Binding Proteins
(PBPs), las cuales presentan actividades de transpeptidasa, tranglucosilasa y
caboxipeptidasa.'?

En esencia, el anillo B-lactamico de los antibidticos de tipo penicilinas simula
estructuralmente el grupo terminal D-ala-D-ala del precursor peptidico del peptidoglicano,
que es el sustrato normal de las PBPs (ver seccion A en figura 4), por consecuencia al
mimetizar este sustrato, las penicilinas se unen irreversiblemente al sitio activo de las PBPs,
particularmente a las transpeptidasas, pues el residuo de aminoacido de Serina ataca al anillo
B-lactdmico formando un aducto covalente que bloquea la formacion de los puentes
peptidicos entre el residuo de Serina y residuos de Glicina de cadenas pépticas necesarias
para la rigidez y resistencia de la pared bacteriana, por lo cual, la inhibiciéon de las PBPs,
detiene la sintesis y remodelacion del peptidoglicano, como resultado, la pared bacteriana se
vuelve defectuosa y las bacterias, incapaces ahora de soportar la presion osmotica sufren lisis

y muerte celular (ver seccién B en figura 4).!% 1°
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Figura 4. Mecanismo de inhibicioén enzimatica de la transpeptidasa bacteriana por 3-
lactdmicos.
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2.1 Profarmacos

Los profarmacos se definen como moléculas que carecen de actividad farmacologica y que
necesitan de reacciones metabodlicas en el cuerpo para generar la molécula con actividad
biologica,!s 17> 18 se clasifican como: i) Profarmacos ligados a transportador: disefiados para
aprovechar transportadores bioldgicos especificos, como transportadores de aminoacidos,
péptidos o glucosa, con el objetivos de mejorar la absorcion y distribucion i1) Bioprecursores:
son moléculas estructuralmente inactivas hasta que se transforman en el principio activo
mediante procesos enzimaticos o quimicos en el cuerpo, iii) Profirmacos duales: también
conocidos como codrugs, son dos firmacos activos quimicamente unidos por un enlace
covalente, formando un profarmaco tnico, que al metabolizarse se generan ambas moléculas
activas, iv) Profarmacos poliméricos: son farmacos unidos covalentemente a polimeros
naturales o sintéticos, en dicha uniéon se mejoran caracteristicas como la solubilidad,

estabilidad o liberacion controlada de farmaco.!® 20

Algunos profarmacos comercialmente disponibles incluyen al (A) Omeprazol, profarmaco
de tipo bioprecursor que funciona como un inhibidor de la bomba de protones, utilizado para
el tratamiento de enfermedades acido-peptidicas como el reflujo gastroesofagico. En su
forma inactiva sufre una activacion metabdlica en el higado mediada por la enzima
CYP2C19, en la que el grupo sulfoxido es reducido, lo que genera un metabolito activo con
el efecto terapéutico, mientras que la (B) Levodopa es un profirmaco de tipo ligado a
transportador, que se metaboliza en la dopamina, un neurotransmisor esencial utilizado para
el tratamiento de Parkinson, el cual es metabolizado por la enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilasa que cataliza la eliminacion de grupo carboxilo, generando a la dopamina
activa (Figura 5).

(A) Omeprazol
H
N
/@: ) CYP2C19 /@:
\o N —_— \0
(B) Levodopa 0
HO Descarboxilasa
OH >
NH
HO 2

Figura 5. Ejemplos de profarmacos comercialmente disponibles.

En este contexto, la quimica farmacéutica moderna ha implementado el desarrollo de
profirmacos como una estrategia innovadora y oportuna para solventar los inconvenientes
asociados a los antibioticos B-lactdmicos comercialmente disponibles, previamente descritos,
destacando la baja solubilidad acuosa y limitada absorcion oral. Ejemplo de éxito, son los



profarmacos comercialmente disponibles de la ampicilina: sultamicilina y becampicilina,
mismos que fueron desarrollados para mejorar su absorcion oral y simultdneamente mejorar
su biodisponibilidad respecto a la ampicilina convencional.?! En primera instancia, la
sultamicilina combina de manera covalente a la ampicilina y al sulbactam (inhibidor de -
lactamasas) formando un di-éster, dicha combinacién no solo mejora la absorcion digestiva
de la ampicilina, sino que también amplia el espectro de accion del antibiotico por accion del
sulbactam al protegerlo de la degradacion enzimatica de las B-lactamasas, al administrarse
via oral, la Sultamicilina se hidroliza y libera a ambos componentes activos en el torrente
sanguineo. Por otra parte, la becampicilina, también es un profarmaco de la ampicilina, que
de igual forma se hidroliza tras su absorcion intestinal, liberando a la ampicilina en torrente
sanguineo, de esta manera se consiguen niveles plasmaticos mas elevados con mejor

absorcion (Figura 6).2
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Figura 6. Ejemplos profdirmacos B-lactdmicos de tipo penicilina comercialmente
disponibles.

2.2 Profarmacos de tipo meropenem sensibles a pH acido

Por otra parte, el disefio de profdrmacos representa una estrategia innovadora para mejorar
las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los principios activos
comercialmente disponibles. Una estrategia recurrente, consiste en modificar grupos
funcionales de los farmacos para modular su liberacion empleando enlaces quimicos que
puedan ser escindibles de manera enzimatica o quimicamente en un ambiente in vivo. Tal es
el caso de los antibidticos B-lactdmicos de tipo carbapenem, como el meropenem, un
antibiotico de amplio espectro con alto valor clinico, pero con marcadas limitaciones de
estabilidad y biodisponibilidad. Profairmacos del meropenem han ampliado su
aprovechamiento terapéutico y versatilidad de formulacion.?

La sintesis quimica de algunos profirmacos de meropenem, incluyen en su estructura un
estercarbonato, un enlace escindible a pH acido, asi como benzocetonas para aumentar la
lipofilicidad en la estructura quimica. Dicha sintesis comienza con la reduccion asimétrica
de Corey-Bakshi-Shibata de las benzocetonas 1 mediante el reactivo (+) CBS o (-) CBS en
presencia de BH3.SMes, empleando THF como disolvente, llevando un gradiente de
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temperatura de 0°C hasta temperatura ambiente, para obtener de esta manera a los
correspondientes hidroxilos 2 en rendimientos cuantitativos y con alta selectividad
enantiomérica segun el isdémero de CBS empleado. Posteriormente, a los hidroxilos 2
obtenidos se les hizo reaccionar con los cloroformiatos 3, donde R; = H o Me, utilizando
piridina en CH2Cl; a temperatura ambiente durante 30 minutos para obtener a los cloro-
benzocarbonatos 4 con rendimientos quimicos entre 70-95%, para posteriormente someterlos
a una reaccion de Finkelstein, reemplazando el halogeno cloro por yodo via un mecanismo
SN2 para obtener a los yodo-benzocarbonatos 5 en acetona como disolvente, obteniendo
rendimientos quimicos entre 25-95%. Finalmente, los yodo-benzocarbonatos 5 obtenidos en
el paso anterior se hicieron reaccionar con el f-lactimico de meropenem 6 en presencia de
Cs2C0O;3; empleando DMF como disolvente a 0°C durante 30 minutos, de esta manera, se
obtuvieron los correspondientes profirmacos de meropenem 7 via una reaccion de
esterificacion, siendo R; = H, Me o Ac, modulando las propiedades especificas de los
profarmacos. Esta ruta de sintesis enfatiza los principios de la quimica farmacéutica moderna:
el uso racional de la quimio-esterero-seleccion, proteccidon y activacion funcional, para
generar derivados de mejor desempefio clinico, liberando el meropenem en pH &cido, lo que
aporta liberacion controlada y mejora la eficacia del tratamiento (Esquema 1).%

0 R,

(o]
o  (Ho()cBS OH a0 e ol R
BH3;SMes 3 0/<c|
THF, 0°C at.a Piridina, CH,ClI,
n % cuant. n t.a, 30 min n
1 2 70-95% 4
n=1,273 |
(o) N Acetona
R Nal 42;0
_ NH
R1=H, Me 25-95%
R, = H, Me, Ac
Y
o) R
- 6: Meropenem 0/<|
C32C03, DMF
0°C, 30 min n
57-84% 5

Esquema 1. Ruta de sintesis de profarmacos sensibles a pH acido de Meropenem.

Este disefio responde a una activacion bajo condiciones fisioldgicas, y principalmente por
accion de agua/pH acido y catalizado por esterasas del cuerpo humano. Los autores de dicho
trabajo sugieren el mecanismo de hidrolisis de los profarmacos de meropenem 7, en donde
el grupo funcional del carbonato es hidrolizado por ataque nucleofilico del agua, lo que
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genera como productos; CO2y a los correspondientes hidroxilos 2 y al meropenem 8 con un
grupo hemiacetal, el cual es transformado al propio meropenem 9 para generar el efecto
terapéutico deseado y simultdneamente generar el correspondiente aldehido como

subproducto, como consecuencia este disefio provee mayor estabilidad plasmatica y gastrica
)23 24

(Esquema 2

Esquema 2. Mecanismo de hidrolisis propuesto de los profarmacos de Meropenem.

2.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia se refiere al estudio, creacién, manipulacion y comportamiento de
materiales a una escala nanométrica (1 x 10 m), se apoya de diversos campos de estudio, lo
que permite disefiar y preparar nuevas nanoestructuras con propiedades y funciones
especificas para diversas aplicaciones en electronica, industria de alimentos, diagndstico y
medicina. Manipular la materia en esta escala responde a que la materia adquiere diferente
comportamiento, debido a que se observan multiples fendémenos que se vuelven
significativamente relevantes en comparacion con escalas macrométricas en donde no son
relevantes, pues comienzan a notarse los efectos cuanticos de la materia, aunado al hecho
que la relacion superficie volumen de las nanoestructuras en esta escala permite que una
cantidad significativa de 4&tomos se encuentre en la superficie de dichas estructuras y por
consiguiente dominen el comportamiento, reactividad e interacciones con la materia de su
entorno.”

La Figura 7 muestra una escala en metros que representa diferentes tamafios de objetos,
clasificados desde la macroescala hasta la escala atdmica, los fendmenos fisicos que rigen a
dichas escalas y los medios en los que se puede percibir a las estructuras que se encuentre en
dichos rangos de tamafio, particularmente en la nanoescala, las estructuras representativas
incluyen, virus, nanofibras y moléculas bioldgicas como el ADN, que son regidas por los
fendmenos de la mecanica cuantica
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Figura 7. Representacion grafica de distintas escalas.

2.4 Nanomedicina

A la aplicacion de la nanotecnologia en el ambito médico se le denomina nanomedicina, pues
aprovecha el tamafio de los nanomateriales en la prevencion, diagnostico y tratamiento de
enfermedades, ya que poseen el mismo tamaio que algunas moléculas biologicas,
haciéndolas adecuadas para aplicaciones in vivo, por lo que los nanomateriales son utilizados
para detectar y ser dirigidos hacia células o proteinas especificas en el cuerpo humano. Estos
novedosos sistemas pueden ser disefiados para responder a estimulos externos o internos,
pueden dirigirse a un tejido o célula especifica y entregar la carga terapéutica. En ese sentido,
la construccion y desarrollo de nanotransportadores de farmacos como liposomas, micelas,
nanoparticulas de oro y dendrimeros permiten tener diferentes aplicaciones bioldgicas cuya
principal ventaja es su tamafio y versatilidad para su modificacion estructural. En este
sentido, dichos nanomateriales son denominados como nanoacarracadores de farmacos ya
que aprovechan el tamafio nanométrico para mejorar la eficacia, seguridad y administracion
de principios activos, pues permiten interactuar con estructuras bioldgicas de una manera
mas especifica y selectiva. Estos nanoacarraeadores de farmacos pueden clasificarse de
acuerdo con la Figura 8, en donde podemos observar a los liposomas, particulas poliméricas,
dendrimeros, nanocristales, particulas de oro, silice y basados en proteinas, éstos
nanoacarracadores de farmacos pueden ser utilizados para controlar la liberacion espacio-

temporal de uno o més principios activos.?® %’
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Figura 8. Clasificacion de los nanoterapéuticos.

Dichos nanoacarracadores de farmacos, al ser utilizados como transportadores de farmacos
hacia una diana farmacologica especifica del cuerpo humano, permiten liberar a los
principios activos de una forma previamente disefiada, lo que se traduce macroscopicamente
en un aumento en la eficacia del tratamiento y permite una reduccion de los efectos
secundarios no deseados, mejorando aspectos como la baja absorcion del farmaco,
biodisponibilidad y biocompatibilidad.

En este sentido, la liberacion controlada de farmacos en una escala nanométrica es una
tecnologia que implementa la nanomedicina para dirigir firmacos de una manera mas eficaz
y especifica. Un acarreador de farmacos en conjunto con el tamafio nanométrico y forma
especifica de liberacion del farmaco se le denomina sistema de liberacion controlada, ya que
la forma y momento son controlados desde el disefio del nanoterapéutico, no obstante, la
liberacion del fArmaco abarca 3 caracteristicas fundamentales.?’
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1. Tamafio nanométrico: se refiere al tamafio del acarreador que le brinda la capacidad a una
nanoestructura para interactuar con tejidos bioldgicos de manera mas eficiente y alcanzar
sitios especificos en el cuerpo.

2. Liberacion controlada: se refiere al estimulo con que un farmaco se libera, ya sea a través
de la modulacién de la temperatura, ultrasonido, luz, campo magnético, radiacion o pH

(Figura 9).28
3
I'emperatura Ultrasonidos
(]
o ) |

..‘ Campo magnético

Radiacion Yaii

Figura 9. Liberacion de farmacos modulada por estimulos.

3. Direccionamiento activo: existen de 2 tipos, el direccionamiento pasivo, en donde se
aprovechan caracteristicas bioldgicas como la permeabilidad de los vasos sanguineos en
tumores. También existe el direccionamiento activo, en el cual se implementan ligandos
que se unen a receptores celulares especificos como anticuerpos o péptidos.?’
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2.5 Dendrimeros

Los dendrimeros son un tipo de polimero con estructura hiperramificada que, a diferencia de
sus analogos lineales, poseen una arquitectura simétrica que les permite adoptar una forma y
tamafio bien definido, los cuales son aprovechados por la nanomedicina como acarreadores
de farmacos, es decir, estructuras que transportan a uno o mas principios activos. Los
dendrimeros estan compuestos por un nucleo y capas de unidades monomeéricas denominadas
generaciones (Figura 10), ademas poseen ramificaciones denominadas dendrones, es decir,
ramas de unidades repetitivas que se afiaden a la periferia del dendrimero durante cada
generacion de crecimiento, de esta forma existen dendrones de primera, segunda o tercera
Generacion (G) respectivamente, estos dendrones son los responsables directos de la
estructura y tamafo del dendrimero, por ende los grupos funcionales de las unidades
monoméricas de la periferia del dendrimero permiten modular su comportamiento

macroscopico y propiedades quimicas, como solubilidad, reactividad y la capacidad de
30,31

formar interacciones supramoleculares.

n-wmn = Nicle0
= = = Generacion 1 Capa
~ = = Generacion 2 interior

— — - Periferia

Punto de
derivatizacion

. Grupo termina

Figura 10. Estructura general de un dendrimero.

La metodologia para sintetizar este tipo de estructuras se divide en dos estrategias: sintesis
convergente; la cual se lleva a cabo a través de reacciones de activacion selectiva de los
grupos funcionales de las unidades monoméricas para obtener ramificaciones de las
generaciones deseadas, para posteriormente, hacer converger las ramificaciones hacia el
nucleo, en otras palabras, los dendrones se sintetizan por separado y luego se acoplan al
nticleo para obtener al dendrimero (Figura 11).%
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Figura 11. Sintesis convergente de un dendrimero.*?

Por otra parte, en la sintesis divergente, el acoplamiento de los grupos funcionales de las
unidades monoméricas no ocurre de manera selectiva, sino que el acoplamiento ocurre de
manera homogénea en los grupos funcionales de las unidades monoméricas que se
encuentren en la periferia, de esta manera se obtienen las mencionadas ramificaciones que
de igual forma se llamaran de primera, segunda o tercera Generacion (G) respectivamente,
lo que permite hacer crecer al dendrimero de forma homogénea (Figura 12).3*

monomero
% %
acoplam:e activacion acoplamiento activacion
G=1 G=1 G= G=
dendron dendron dendron dendron
I . "‘ ® | Grupos funcionales
————— — S = complemcntarios
acoplamiento activacion " B | activos
—_—
acoplamiento @ Grupos funcionales
inactivos (protegidos)
=3 G=4
dendron dendron

Figura 12. Sintesis divergente de un dendrimero.*’
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2.6 Quimica de dendrimeros

Las contribuciones hacia la quimica de dendrimeros ha sido una pieza fundamental en la
investigacion y desarrollo de nanomateriales funcionales, en dichas aportaciones destacan
principalmente; la invencion de los dendrimeros de tipo Poliamidoamina (PAMAM)
reportados por Tomalia et al. en el ano de 1979, los cuales fueron obtenidos mediante una
estrategia de sintesis divergente, mientras que en 1993 Meijer et al. introducia los
dendrimeros de tipo Polipropilenimina (PPI), los cuales mejoraron la estabilidad y control
mediante una sintesis divergente, permitiendo la exploracion de diferentes nucleos y
funcionalizaciones de las unidades monoméricas de la periferia, finalmente el desarrollo de
dendrimeros poli ésterhidroxilamina (PEHAM) y poli éster acrilato/amida (PEA),
desarrollados nuevamente por Tomalia et al. Dichas variantes permitieron ampliar sus
aplicaciones en medicina y ciencia de materiales. Por otra parte, en 1989 Frechet et al.
introdujeron la estrategia de sintesis convergente para el ensamble de dendrimeros mediante
ramificaciones prefabricadas, lo que permiti6 mejorar el control sobre el tamafio y
polidispersidad, optimizando su aplicabilidad. En este sentido, el avance en sintesis de
dendrimeros permiti6 explorar otras estrategias para su obtencién, como la sintesis de
autoensamblaje introducida por Zimmerman ef al. que en 1996, dicha metodologia planteaba
la formaciéon de estructuras supramoleculares mediante interacciones no covalentes,
facilitando el disefio de materiales funcionales, o la propuesta de Majoral et al. en 2003 con
la quimica lego, en donde se enfatizaba el ensamblaje modular de macromoléculas para
ofrecer versatilidad y precision en la construccion de materiales y mas recientemente en 2004
la quimica click desarrollada por Sharpless ef al. La cual se ha convertido en una herramienta
esencial para la funcionalizacion de dendrimeros y otras estructuras macromoleculares,
permitiendo reacciones altamente eficientes y selectivas (Figura 13).3% 3¢

Sintesis divergente

1979 1993 2005

Dendrimeros

Tomalia et al. Meijer et al. Tomalia et al.
1989 Sintesis convergente
Frechet et al.
1996 2003 2004
Sintesis de
autoensamblaje
Zimmerman ef al. Majoral ez al. Sharpless ef al.

Figura 13. Linea del tiempo, contribuciones a la estrategia de sintesis de dendrimeros.
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2.7 Dendrimeros de tipo PAMAM

En este contexto, la evolucion en las estrategias de sintesis ha hecho que los dendrimeros
mas estudiados sean los dendrimeros PAMAM (Figura 14) para aplicaciones en
nanomedicina y quimica supramolecular debido a sus propiedades tunicas, como su
versatilidad para funcionalizar las unidades monomeéricas de la superficie, capacidad de carga
y biocompatibilidad. Este tipo de nanoestructuras resultan atractivas para la industria
farmacéutica como acarreadores de farmacos, dichos dendrimeros de tipo PAMAM han sido
aprobados como acarreadores de farmacos, como es el caso del ibuprofeno. Por ello, el interés
en este dendrimero se debe principalmente a su versatilidad y al tamafio nanométrico que le
permite interactuar con numerosos componentes celulares. Si bien los dendrimeros de tipo
PAMAM muestran un gran potencial en la nanomedicina, su toxicidad demuestra una
limitante, ya que depende de factores como: el nimero de grupos amino terminales, yaa pH
fisiolégico estos grupos amino estdn protonados, provocando hemolisis en altas
concentraciones, lo que hace que un dendrimero PAMAM no sea biocompatible, ademas que

la via de administracion parental promueve una rapida eliminacion del sistema circulatorio.?”

38,39

NH,

Figura 14. Estructura general de un dendrimero de tipo PAMAM GI.
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2.8 Carga de farmacos en dendrimeros

En la literatura, existen multiples estrategias para la carga de principios activos en
dendrimeros, en este sentido, la capacidad de carga se refiere al nuimero de moléculas que el
dendrimero puede sostener en su estructura via interacciones covalentes y no covalentes. La
estrategia A representa a las unidades monoméricas de la periferia del dendrimero unidas de
a través de un enlace covalente con los principios activos, ya que este tipo de formulacion de
carga permite una liberacion controlada mediante la ruptura de los enlaces covalentes en
condiciones fisioldgicas especificas. Por otra parte, la metodologia B muestra una interaccion
covalente mediante un enlace escindible, es decir, que puede ser facilmente removido a través
del medio en que se encuentre. En cuanto a la estrategia de carga no covalente, encontramos
a la interaccion C, que representa la encapsulacion de los principios activos en las cavidades
del dendrimero, dicha formulaciéon se basa en la capacidad del dendrimero para formar
cavidades hidrofilicas o hidrofobicas, que dependen de la arquitectura del dendrimero y la
naturaleza de los farmacos. Caso opuesto a la estrategia D, en donde la distribucion de los
principios activos se encuentra en la periferia del dendrimero a través de interacciones
supramoleculares. Mientras que las metodologias E y F representan cimulos o conjuntos
dendriméricos en los que los principios activos se encuentran dispersos tanto en la superficie
como en las cavidades de los dendrimeros mediante interacciones mixtas (Figura 15).4°
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Figura 15. Estrategias generales para la carga de farmacos en dendrimeros.*’
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2.9 B-Ciclodextrina

La B-Ciclodextrina (B-CD) es un oligosacarido ciclico constituido por 7 unidades de D-
glucosa, que proviene de la degradacion enzimatica del almidon y se encuentra unida por
enlaces glicosidicos a-1, 4 que forman una estructura toroidal, también reconocida como una
forma de cono truncado, dicha adaptacion conformacional se debe a la rigidez de los anillos
de D-glucosa y a la orientacion de los enlaces glucosidicos. Esta particular forma toroidal le
permite adaptar una superficie externa hidrofilica y una cavidad hidrofobica. Dentro de sus
caracteristicas estructurales destacan: su diametro externo ~1.5 nm y el diametro de la
cavidad ~0.60 a 0.65 nm, ademas de una altura ~0.79 nm. Posee una moderada solubilidad
en agua, ~18.6 g/L a temperatura ambiente, dicha solubilidad se debe a su superficie
hidrofilica que forma una extensa red de enlaces de hidrogeno entre los hidroxilos. Ademas,
su particular forma le permite tener 2 caras por las cuales pueda encapsular pequenas
moléculas no polares o ligeramente polares, la cara primaria alberga a 7 hidroxilos primarios
mientras que en la cara secundaria soporta a 14 hidroxilos secundarios (Figura 16).%!- %>

( Cara primaria

OH Cara secundaria

Figura 16. Estructura de la 3-CD.

Al ser una de las principales ventajas su moderada solubilidad en agua de la B-CD y la
biocompatibilidad que ofrece, permite mejorar la biodisponibilidad de faArmacos hidrofobicos
al utilizarse como excipiente. Por otra parte, la versatilidad de reacciones quimicas con las
que se pueden funcionalizar de forma regioselectiva a los hidroxilos, ya sea de la cara
secundaria o primaria mediante condiciones controladas resulta bastante atractivo para
realizar modificaciones quimicas que permiten dar lugar derivados con propiedades
mejoradas para aplicaciones en el ambito farmacéutico, cosmético, alimenticio y

ambiental *> 43
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2.10 Complejos de inclusion B-CD/huésped

La B-CD puede formar complejos de inclusion (CI) supramoleculares con una gran variedad
de compuestos organicos, debido a su cavidad hidrofébica. La formaciéon de dichos Cls
ocurre cuando una molécula huésped se inserta parcial o totalmente en la cavidad de la B-
CD. Dicha interaccion esta impulsada principalmente por la expulsion de moléculas de agua
alojadas dentro de la cavidad y estabilizadas a través de interacciones no covalentes,
predominantemente hidrofobicas, aunque también pueden intervenir interacciones de Van
Der Waals e incluso puentes de hidrogeno (Figura 17).4% 4443

Figura 17. Formacion de Cls con huéspedes hidrofobicos en la cavidad 3-CD.

En este sentido, las moléculas hidrofobicas y estructuralmente compatibles en forma y
tamafio pueden introducirse en la cavidad de la B-CD, sin embargo, no poseen una alta
afinidad por mantener ocupada dicha cavidad y sostener el CI. En este contexto, la constante
de afinidad Ka es un parametro termodindmico que cuantifica la estabilidad del complejo y
se expresa como:

K [CD - H]
¢ [cD][H]

En donde [CD] representa la concentracion de ciclodextrina libre, [H] la concentracion del
huésped libre, y [CD-H] la concentracion del complejo formado, de tal forma que la
introduccion de grupos funcionales como alcoholes, 4cidos carboxilicos o aminos no
favorece la formacion de Cls, ya que este tipo de grupos funcionales son polares, como
resultado las interacciones huésped-CD son débiles, principalmente de tipo Van der Waals,
y el desplazamiento de agua desde la cavidad es minimo. En consecuencia, la contante de
afinidad para estos sistemas tipicamente se sitia en un rango entre 10 y 200 M, lo que da
lugar a Cls inestables y de escasa reproducibilidad.*6 42
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2.11 Afinidad del adamantano por la cavidad de la B-CD

Existen moléculas estructuralmente compatibles en forma y tamafio con la cavidad de la p-
CD, como el anillo de adamantano (Ad) el cual presenta una afinidad excepcionalmente alta
por la cavidad de la B-CD. El Ad es un hidrocarburo saturado de geometria rigida y
tridimensional, la inclusion del Ad en esta molécula resulta en una expulsion eficiente de las
moléculas de agua, generando una ganancia entropica significativa y estabilizando el sistema
mediante interacciones hidrofobicas y de Van der Waals. Como resultado los valores de Ka

alcanzan cifras de 10%* a 10° M, lo que evidencia la formacion de Cls muy estables (Figura
18).47’ 48,49

R

O
HO
O

HO
Figura 18. Uso del anillo de Ad como huésped de la B-CD.

La capacidad de la B-CD para formar Cls estd fuertemente influenciada por la naturaleza
quimica y estructural de la molécula huésped, por lo que el Ad y derivados generan Cls
gracias a su afinidad 6ptima con la cavidad de la B-CD, lo que permite el desarrollo de
multiples aplicaciones farmacéuticas basadas en la versatilidad de la B-CD como anfitrion
molecular de distintas moléculas huésped.*’- 4
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2.12 Quimica click

La quimica click, es una filosofia y estrategia en la quimica sintética acunada en 2001,
idealiza por K. Barry Sharpless y Morten Meldal, a través de la observacion de la naturaleza,
en la que se ensamblan moléculas complejas a partir de pequenas unidades modulares, de
forma rapida y eficiente, a lo que inspirados por esta observacion de la naturaleza propusieron
un conjunto de parametros y criterios para definir reacciones click, que se caracterizan por
ser rapidas, simples, faciles, versatiles, especificas y altamente eficientes para generar
productos con altos rendimientos quimicos, subproductos minimos y faciles de eliminar, de
manera que estas reacciones se lleven a cabo bajo condiciones faciles y amigables con el
ambiente. En este sentido, el objetivo central de la quimica click es simplificar la sintesis
quimica para hacerla mas eficiente, selectiva y modular, permitiendo unir rapidamente
unidades moleculares para construir moléculas complejas de manera mas sencilla, pues la
quimica click busca transformar las rutas de sintesis tradicionales que resultan en su mayoria
poco eficientes y laboriosas, para resultar en rutas de sintesis mas directas, con altos
rendimientos, en menos etapas y haciendo menor uso de recursos.

La reaccion mas representativa de la quimica click es la cicloadicion 1,3 de una azida a un
alquino catalizada por Cu(I), no obstante, esta reaccion fue originalmente reportada por Rolf
Huisgen en 1967, sin embargo, esta reaccion carecia de ser catalizada por Cu(l), lo que
producia triazoles sustituidos en las posiciones 1,4 y 1,5 con bajos rendimientos quimicos
(Esquema 3).°%!
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Esquema 3. Cicloadicion 1,3 dipolar entre azidas y alquinos de Rolf Huisgen.

En este sentido, la introduccién de Cu(I), permitio volver altamente eficientes, selectivas y
précticas a este tipo de reacciones, ya que se obtenia como Unico producto al triazol 1,4
disustituido, por lo cual, esta estrategia de sintesis fue reconocida con el Premio Nobel de
Quimica en el afio 2022, ya que ha tenido un impacto sustancialmente significativo en la
sintesis de formacos, materiales poliméricos y diversas conjugaciones (Esquema 4).>">
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Esquema 4. Cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por Cu(I) propuesta por Barry Sharpless y
Morten Meldal.
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Otros ejemplos de quimica click incluyen las reacciones de cicloadicion de Diels-Alder entre
un dieno conjugado y un dienéfilo para formar un derivado sustituido del ciclo hexeno. De
igual forma, las reacciones de apertura de anillos heterociclicos pequefios como epoxidos,
aziridinas o episulfuros mediante la induccion de nucleofilos se consideran reacciones click
por ser extremadamente eficientes (Esquema 5).%!

q @
.
X Nu" XH
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Esquema 5. Ejemplos de reacciones de quimica click.

R

En resumen, las reacciones de quimica click, ocurren de manera eficiente y con altos
rendimientos quimicos, se llevan a cabo bajo condiciones suaves, empleando materias primas
accesibles y disolventes amigables con el ambiente, como el agua, permitiendo obtener
selectividad y robustez, ademés de generar pocos o ningtin subproducto toxico, facilitando la
purificaciéon de los productos favoreciendo una quimica verde. No obstante, también
presentan algunas desventajas, como la necesidad de Cu(I) como catalizador metélico para
reacciones de cicloadicion 1,3 dipolar, que debe ser eliminado totalmente si se busca que el
producto tenga aplicaciones biologicas. Ademas del limitado catalogo de reacciones click,
pues existe un nimero limitado de reacciones que cumplan estrictamente todos los criterios
de quimica click y muchas moléculas utilizadas como precursores presentan problemas de
solubilidad acuosa o estabilidad en agua, dificultando su aplicacion. No obstante, la quimica
click, representa una evolucion en la planificacion y ejecucion en la quimica sintética
moderna, ofreciendo alternativas eficientes, sencillas y sostenibles.>!: %2

2.13 Quimica click aplicada en dendrimeros de tipo PAMAM decorados con -CD

Actualmente la introduccion de la quimica click en dendrimeros representa un punto de
convergencia innovadora entre dos pilares versatiles de la quimica supramolecular, debido a
que las reacciones altamente eficientes y selectivas de la quimica click, que proveen una
estructura tridimensional bien definida y funcionalizable en los dendrimeros. De dicha
convergencia se han impulsado avances significativos en el area de la nanotecnologia,
especificamente en la nanomedicina, debido a la facilidad para la sintesis de arquitecturas
dendriticas complejas y modularmente construidas mediante sintesis convergente o
divergente. Recordando que los dendrimeros son macromoléculas hiperramificadas con una
arquitectura esférica altamente controlada y dependiendo de su generacion posee multiples
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grupos funcionales en su periferia que se adaptan como modulos versatiles, en este sentido,
la incorporacion de la cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por Cu(I) en la estrategia de sintesis
de dendrimeros de tipo PAMAM ha permitido obtener mejores rendimientos quimicos, por
otra parte, la introduccion de unidades periféricas de B-CD en la estructura dendrimérica,
funcionalizando la cara primaria de la f-CD, ha abierto la puerta a dendrimeros adaptados
para su uso como nanoacarreadores, debido a que la B-CD permite encapsular pequenas
moléculas hidrofobicas via la formacion de CI a través de interacciones supramoleculares y
controlar su liberacion mediante la formacion de Cls en las cavidades lipofilicas de la B-CD,
ademas de aportar biocompatibilidad al nanoacarreador, de esta manera se tiene un control
en la capacidad de carga de los dendrimeros a diferencia de los dendrimeros con grupos
amino terminales en donde las interacciones supramoleculares no estin controladas para su
capacidad de carga de farmaco.

En este sentido, la incorporacion de unidades de B-CD en la periferia del dendrimero
incrementan la solubilidad acuosa y biocompatibilidad del dendrimero, de esta manera, se
reduce la toxicidad asociada a los grupos libres amino terminales de arquitecturas dendriticas
de tipo PAMAM, lo que permite garantizar la seguridad del nanoacarreador. No obstante, la
aplicacion mas explorada para los nanoacarreadores ha sido como acarreadores de farmacos
en el tratamiento contra distintos tipos de cancer. Particularmente, el quimioterapéutico de
doxorrubicina modificado como un profarmaco introduciendo un anillo de Ad en su
estructura quimica con el objetivo de ensamblarlo en las cavidades de la B-CD, de esta
manera se incrementa la solubilidad acuosa mediante induccidon, ademdas de aportar una
notable capacidad de encapsulacion para formar los CI. Ademas, para la construccion de este
profarmaco se utilizé un enlace escindible a pH acido de tipo hidrazona, permitiendo que la
liberacion de doxorrubicina ocurra de manera selectiva en ambientes relativamente acidos
como el microambiente tumoral, mejorando la especificidad y simultdneamente reducir los
efectos adversos y sistematicos asociados a una dosificaciéon comun de la doxorrubicina libre.
Por consecuencia, el ensamblaje supramolecular entre el dendrimero de tipo PAMAM
decorado con unidades periféricas de B-CD y el profarmacos de doxorrubicina con Ad
anclados mediante un enlace escindible ofrecen perfiles de liberacion controlada en
ambientes tumorales y también de liberacién prolongada (superior a 72 horas), ademas de
presentar actividad citotoxica comparable a la doxorrubicina libre, de esta manera, se asegura
que la accion terapéutica se ha mantenido y que se intensifica en el sitio tumoral deseado. En
este sentido, los estudios in vitro muestran una eficacia terapéutica mejorada, debido a que
el nanoacarreador es inocuo per se, de manera que libera doxorrubicina en ambientes
cancerosos, disminuyendo la cardiotoxicidad sistematica, por lo que modificar dendrimeros
de tipo PAMAM con unidades periféricas de f-CD y ensamblar profarmacos que incorporen
Ad y un enlace escindible en su estructura constituyen una plataforma avanzada y versatil
para liberacion controlada de farmacos, combinando alta eficiencia, menores efectos

adversos y secundarios, ademas de ofrecer perfiles de liberacion prolongada (Figura 19).°*
54
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Figura 19. Estructura del dendrimero PAMAM decorado con 4 unidades periféricas de -

CD cargado con un profarmaco de doxorrubicina.>*

2.14 Quimica click en arquitecturas dendriticas basadas en p-CD

Ensamblar profarmacos que incorporen un anillo de Ad no es la unica alternativa, como se
menciond en la introduccion, la cavidad de la B-CD puede albergar a pequefias moléculas
lipofilicas. A continuacion, el trabajo ilustrado en la Figura 20 presenta un nanoacarreador
de clase glicodendrimero basado en f-CD que se obtuvo con la reaccion click de cicloadicion
1,3 dipolar catalizada por Cu(l), funcionalizando la cara primaria de la f-CD, de manera que
la eficiencia de encapsulacion de Metotrexato (un farmaco utilizado en el tratamiento de
leucemia) en el nanoacarreador resulté ser de 52% de eficiencia de encapsulacion del
complejo MTX/B-CD, de manera que la capacidad de encapsulacion del nanoacarreador se
debe tanto a las cavidades de la unidades de B-CD asi como a la red dendritica.>
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Figura 20. Glicodendrimero basado en B-CD ensamblado con Metotrexato.>

Adicionalmente los estudios in vitro realizados sugieren un perfil de liberacion sostenido y
controlado hasta 72 h, en donde la liberacién es sensible al pH 4cido. Sin embargo, las
principales desventajas que presenta este disefio son la eficacia global en esta ruta de sintesis,
aunque son rendimientos razonables (alrededor de 53 % de rendimiento en la reaccion click)
pueden limitar el escalamiento en mayores cantidades. Mientras que, por otra parte, los
analisis DLS y SEM revelan tamafnos promedio de 57 nm para el nanoacarreador y 78 nm
para el nanoacarreador cargado con MTX, dimensiones que sugieren que pueden formarse
agregados que pueden afectar su estabilidad en sangre y su internalizacion celular.

En contraste con estos disefios, la implementacion de profarmacos que incorporen un anillo
de Ad en su estructura aprovechan la afinidad del Adamantano por la cavidad de la -CD, lo
cual permite que se ensamblen espontaneamente por interacciones supramoleculares, asi, el
ensamblaje de farmacos ocurre de igual forma por interacciones no covalentes, sin embargo,
la ausencia del anillo de Ad no garantiza una formacion eficiente del CI. Pues el ensamblaje
Ad/B-CD no es reversible, porque el equilibrio de inclusion se basa en la afinidad del
huésped, ideal para sistemas de liberacion sensibles a estimulos, mientras que el
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glicodendrimero aporta encapsulacion por confinamiento fisico y presencia de multiples
sitios de inclusion en sus unidades de -CD, asi como en su red dendritica, lo que aporta una
mayor tasa de reversibilidad.

En este sentido, la implementacion del anillo de Ad en profarmacos es sumamente util para
la liberacion controlada de farmacos mediante estimulos especificos garantizando una alta
afinidad de interacciones supramoleculares en el nanoacarreador y simultaneamente obtener
una liberacion prolongada al tener control en la capacidad de carga, mientras que
arquitecturas dendriticas que encapsulan inicamente a los farmacos por confinamiento fisico
o mediante redes poliméricas, lo que dificulta una liberacién adecuada dadas las interacciones
supramoleculares.>

2.15 ;Como ayudan los sistemas de liberacion controlada de farmacos a controlar y
combatir la resistencia bacteriana?

Los sistemas de liberacion controlada de firmacos ofrecen varias ventajas en el combate de
la resistencia bacteriana, mejorando la efectividad de los tratamientos antibidticos y
reduciendo el riesgo de que las bacterias desarrollen resistencia. Estos sistemas optimizan la
entrega y el tiempo de accion de los antibidticos, lo que es clave para frenar la evolucion de
bacterias resistentes.>®

1. Optimizacion de las concentraciones de farmaco: los sistemas de liberacion controlada
mantienen una concentracion constante y adecuada del antibiotico en el sitio de infeccion
durante un periodo prolongado. Lo que evita las fluctuaciones tipicas de la administracion
convencional, donde las concentraciones pueden ser demasiado bajas (favoreciendo la
resistencia) o demasiado altas (causando efectos secundarios).

2. Liberacion dirigida al sitio de infeccion: estos sistemas pueden ser disefiados para liberar
el antibidtico de manera selectiva en el sitio de la infeccidon bacteriana, esta liberacion
dirigida reduce la exposicion del microbiota normal, minimizando la probabilidad de que
desarrollen resistencia, también ayuda a reducir los efectos secundarios propios del
tratamiento.

3. Prolongacion de la eficacia del farmaco: mediante la liberacion controlada, el antibidtico,
se libera a lo largo del tiempo, lo que permite que actue de forma continua sobre las
bacterias, evitando intervalos en los que las bacterias podrian recuperarse o adaptarse.
Esto reduce las posibilidades de que se desarrollen cepas resistentes durante el
tratamiento.

4. Reduccidon de la dosis total del antibiotico: la administracion de antibidticos mediante

sistemas de liberacion controlada generalmente requiere dosis mas bajas en comparacion
con la administracion convencional, ya que el firmaco se administra de manera mas
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eficiente, esto contribuye a reducir el riesgo de que el microorganismo active mecanismo
de resistencia, dado que se evita el uso excesivo o inadecuado del antibidtico.

Incorporacion de estrategias de liberacion de multiples farmacos: algunos sistemas de
liberacion simultdnea de farmacos, lo que permite liberar multiples antibidticos o
combinaciones de antibidticos con otros compuestos antimicrobianos, estos ayudan a
atacar a las bacterias mediante diferentes mecanismos de accidn, dificultando que
desarrollen resistencia a un tipo de estructura quimica especifica.
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CAPITULO III. JUSTIFICACION E HIPOTESIS.
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3.1 Justificacion

Los antibiodticos B-lactdmicos se mantienen como la clasificacion de farmacos de primera
eleccion para la terapia de infecciones bacterianas; no obstante, su eficacia se ve limitada por
un perfil fisicoquimico deficiente, caracterizado por una baja solubilidad y permeabilidad.
Estas limitaciones obligan a prescribir dosis elevadas de antibidtico para alcanzar niveles
terapéuticos, lo que favorece la aparicion de resistencia bacteriana debido a la exposicion
frecuente del patdogeno a concentraciones suboptimas. Ante este escenario, resulta imperativo
optimizar el perfil biofarmacéutico de los antibidticos B-lactamicos mediante modificaciones
estructurales que permitan el autoensamblaje con la B-CD y con
dendrimeros PAMAM funcionalizados con unidades de B-CD con el objetivo de desarrollar
nanoacarreadores de farmacos que permitan mejorar la entrega del farmaco y potenciar la
respuesta clinica de los antibidticos p-lactamicos.

3.2 Hipaétesis

El disefio molecular de antibidticos -lactamicos con un enlazador  de tipo
alquiloxicarboniloxialquil y un residuo de adamantano permitira obtener profarmacos que se
activen por pH acido, ademads, este disefio permitird que estas nuevas estructuras puedan ser
integradas en un sistema acarreador de farmacos de tipo dendrimérico a través de
autoensamblaje supramolecular, esta estrategia permitird optimizar el perfil biofarmacéutico
de los antibioticos B-lactdmicos para obtener sistemas novedosos que mejoren las terapias
convencionales para el tratamiento de infecciones bacterianas.
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CAPITULO IV. OBJETIVOS.
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4.1 Objetivo general

> Disefiar y sintetizar 3 profarmacos B-lactamicos, que estructuralmente contengan un anillo
de Ad unido a través de un enlace de tipo alquiloxicarboniloxialquil escindible por pH
acido y ensamblarlo con un dendrimero PAMAM-tetra-B-CD como potencial
nanoacarreador de profarmacos B-lactamicos.

0élR\NH
o=\
N

gl
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4.2 Objetivos especificos

> Sintetizar el carbonato de 1-cloroetil-2-adamantanetil carbonato (linker) y establecer
condiciones Optimas de reaccion.

HO CITO\([)]/CI >C|To\g/o

> Disenar y sintetizar profarmacos de amoxicilina, ampicilina y dicloxacilina, con un enlace
sensible a pH 4cido de tipo alquiloxicarboniloxialquil y un residuo de adamantano.

H, Sﬂ/
HN— \y—7.. O__0O_ _0
«‘? AN S S
Cl N/O
Y T Cl

> Realizar curvas de calibraciéon por UV-vis de los antibidticos B-lactamicos 12a-c¢
(Ampicilina, Amoxicilina y Dicloxacilina), comercialmente disponibles, que permitan la
cuantificacion de los antibidticos en estudios de cinéticas de hidrolisis de los profarmacos
disefiados.

» Determinar la cinética de hidrolisis de los profarmacos [-lactdmicos simulando
condiciones acidas estomacales a pH 1.2 y 37 °C.

> Llevar a cabo la formacion de CI en solucidn de los profarmacos 13a-c¢ con la B-CD como
sistemas modelo de autoensamblaje supramolecular.

H,C ’
H, Sﬂ/c ’
HN N~ o (o} (o]
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Caracterizar en solucion los CI entre los profarmacos 13a-c¢ con la B-CD a través de
experimento de RMN de efecto Overhauser (NOESY)

Caracterizar los Cls profarmacos 13a-c con la B-CD en estado so6lido mediante andlisis
térmico de DSC/TGA.

Determinar el tamafio de particula en solucion de los CI entre los profarmacos 13a-c¢ con
la B-CD mediante experimento de Dispersion Dinamica de Luz (DLS).

Realizar la mono-modificacion de un hidroxilo por un grupo azida de la cara primaria de
la B-CD.

Sintetizar un dendrimero PAMAM decorado con cuatro unidades de (PAMAM-tetra-f3-
CD) a través de una reaccion click.
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> Llevar a cabo el autoensamblaje de los profarmacos 13a-c con el dendrimero PAMAM-
tetra-B-CD y demostrar la formacion de CI mediante espectroscopia de RMN-2D NOESY.
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> Determinar el tamaio de particula en solucion de los Cls profarmacos 13a-c con el
dendrimero PAMAM-tetra-3-CD mediante experimentos de DLS.

> Caracterizar los Cls profarmacos 13a-c con el dendrimero PAMAM-tetra-B-CD en
estado solido mediante andlisis térmico de DSC/TGA.

36



CAPITULO V. DISENO Y SINTESIS DE PROFARMACOS B-LACTAMICOS DE
TIPO PENICILINA Y SU CINETICA DE HIDROLISIS.
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5.1 Sintesis de los profarmacos p-lactamicos 13a-b

La sintesis del /inker inicia con la obtencidon del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-
cloroetilo) 10, en esta transformacidon se hace reaccionar el 1-adamantanetanol 9 con el
cloroformiato de 1-cloroetilo en presencia de una base, empleando CH>Cl, anhidro, bajo
atmosfera inerte a temperatura ambiente durante 24 horas para obtener el compuesto 10 con
rendimientos quimicos superiores al 90% (Esquema 6).

\( Cl (0] (o)
Base, CHZCIz o
t.a, 24 h 10

Esquema 6. Sintesis del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10.

Por otra parte, la base empleada para la sintesis de carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-
cloroetilo) 10 y los rendimientos correspondientes obtenidos para cada base evaluada:
DIPEA (entrada 1, Tabla 1) y Et;N (entrada 2, Tabla 1) destaca que ambas bases son
altamente efectivas, aunque DIPEA ofrece un rendimiento marginalmente superior. Esto
sugiere que DIPEA es la base preferida en las condiciones experimentales descritas (Tabla
1).

Tabla 1.
Bases utilizadas para la reaccion de sintesis del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-
cloroetilo).

Entrada Base %
1 DIPEA 98
2 Et;N 94.7

Una vez obtenido el carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10, se tratdo de
reproducir la ruta sintesis empleada en los profarmacos de Meropenem,? sometiendo el
carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10 a las condiciones de la reaccion de
Finkelstein, empleando Nal en acetona durante 24 horas a 40°C, para asi obtener al carbonato
de 2-adamantan-1-il-etilo (1-yodoetilo) 11 via una reaccion SN2 con un rendimiento del 72
% (Esquema 7).

CI\(O\[]/O Nal I\(O\”/O
o) \/\Q Acetona o

10 40°C, 24 h, 72 % 1"

Esquema 7. Sintesis del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo(1-yodoetilo) 11.
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Sin embargo, dicha reaccion generaba multiples subproductos, de manera que la purificacion
por extracciones y posterior cromatografia en columna resultaba en multiples impurezas
observadas mediante cromatografia en capa fina (TLC), lo que sugiere una descomposicion
prematura de la molécula 11 y una limitada estabilidad. Por lo cual, al continuar con la ruta
de sintesis de acuerdo con las condiciones reportadas para la sintesis de los profarmacos de
Meropenem 7, el farmaco B-lactamico de dicloxacilina (12¢) comercialmente disponible, se
hizo reaccionar con el 2-adamantan-1-il-etilo (1-yodoetilo) 11 en presencia de CsxCOs3 en
DMF a 0 °C durante 24 horas, de igual forma, esta reaccion transcurria con la generacion de
multiples subproductos que impedian una adecuada purificacion por extracciones y posterior
cromatografia en columna. Sin embargo, si es posible acceder al profarmaco de dicloxacilina
13c en pocas cantidades y algunas impurezas siguiendo esta metodologia (Esquema 8).

ITO\H/O\/\Q o)
(o) Cl
11 H H

-

CSQCO3, DMF, 0°C

- 24 h o -
g/ ©oH 30% g9 .
12¢c
13c o)/\o

Esquema 8. Sintesis del profarmaco de Dicloxacilina empleando el 1-yodo-etil,
etiladamantano carbonato 11.

Por lo tanto, para optimizar la ruta de sintesis de los profdrmacos, optamos por generar la
formacion del 2-adamantan-1-il-etilo (1-yodoetilo) 11 in situ empleando KI en cantidades
cataliticas respecto al carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10 para generar el
yodo derivado 11, que constituye un grupo saliente mas eficaz.’’ En este sentido, la reaccion
de esterificacion entre el carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10 y los fArmacos
B-lactdmicos 12a-c , se llevd a cabo haciendo reaccionar Cs2COs (4.0 eq) y KI al 10%,
empleando DMF a 40 °C durante 48 horas, para obtener los profirmacos B-lactamicos
correspondientes 13a-c con rendimientos aceptables (Tabla 2). Las condiciones de reaccion
transcurrieron limpiamente, ya que no se observo la generacion de subproductos no deseados
gracias al monitoreo por TLC, a diferencia de las metodologias previamente descritas en las
que se aislo el yodo derivado. Ademads, no se observa competencia nucleofilica del grupo
amino de los antibidticos B-lactdmicos 13a-b, atribuimos este comportamiento a los
equivalentes de Cs2COj3 que genera el grupo carboxilato, el cual se estabiliza por resonancia,
cuya reactividad es como un nucleofilo fuerte, que ataca a un centro electrofilico duro, como
el carbono del intermediario yodo derivado 11 (Esquema 9).
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Esquema 9. Sintesis de profdrmacos B-lactamicos 13a-c.
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Por otro lado, presentamos los rendimientos obtenidos para la sintesis de los profarmacos [3-
lactdmicos 13a-c¢ mediante la reaccion de esterificacion con un tiempo de reaccion fijo de 48
horas. Los datos reflejan las diferencias en reactividad y eficiencia dependiendo de la
naturaleza del sustituyente R de los antibioticos B-lactamicos 12a-¢ (entradas 1, 2) en los
reactivos de partida, lo que influye en el rendimiento final, esto pone en evidencia la
diferencia entre las entradas 1 y 2 (Tabla 2). Sin embargo, el profirmaco 12b mostro el
rendimiento mas bajo, debido a la presencia del grupo hidroxilo (R = OH), el grupo hidroxilo
puede generar interacciones competitivas, afectando la disponibilidad del grupo carboxilato
para funcionar como nucleéfilo. En conclusion, los resultados demuestran que la naturaleza
del sustituyente R en el antibidtico B-lactdmico tiene un impacto significativo en los
rendimientos de la reaccion. La simplicidad estructural del grupo R=H en el farmaco B-
lactdmico 12a favorece una mayor eficiencia, mientras que la presencia de un sustituyente
R= OH adicional en el farmaco 12b introduce efectos electronicos y estéricos que pueden
limitar parcialmente la formacion de los profarmacos deseados 13a-b.>% >

Tabla 2. Rendimientos de reaccion para profarmacos f-lactamicos.

Rendimiont
Entrada  Compuesto cen t;nlen 0
0
13a 85
13b 50
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5.2 Caracterizacion de los profarmacos 13a-c por RMN de 'H

La caracterizacion por 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) de los profirmacos 13a-¢ muestran
las sefiales caracteristicas asociadas a los protones esperados de acuerdo con los disefios
planteados. Los profarmacos 13a y 13b presentan las sefiales de los protones aromaticos
etiquetados como H-2’’ hasta H-6’’que aparecen entre 6.7 y 7.6 ppm con un patron de
multiplete que evidencia el acoplamiento no definido entre los protones vecinos en el anillo
aromatico, pues estas sefiales suelen mostrar multiplicidades poco definidas debido al
solapamiento parcial entre protones aromaticos que poseen acoplamientos similares con una
J alrededor de 7-9 Hz para el profarmaco 13a, mientras que para el profarmaco 13b que se
encuentra sustituido en posicion para, suele tener una J entre 7-10 Hz. Para el profarmaco
13c se observan 3 sefiales etiquetadas como H-3’" hasta H-5" correspondientes con un patréon
de multiplete de los protones aromaticos entre 7.5 a 7.8 ppm.

Por otra parte, las sefiales etiquetadas como H-2 hasta H-6 pertenecen a los protones del
anillo B-lactamico para los profarmacos 13a-c, mientras que las sefiales etiquetadas como H-
37>’ y H-2""’ pertenecen al enlace di-ester-carbonato para los 3 profarmacos, finalmente las
sefales etiquetadas como H-B, H-y y H-a pertenecen al anillo de Ad de los 3 profarmacos
13a-c. Las senales etiquetadas como H-5"" y H-6"" del etilo que une el ester-carbonato con
el anillo de Ad para los 3 profarmacos (Figura 22). Sin embargo, se observan multiplicidades
poco definidas para los profdirmacos 13a y 13b, dicho comportamiento se atribuye a
restricciones conformacionales de las estructuras, que originan acoplamientos no
equivalentes y sefales multiples, ademads del intercambio entre los grupos -NHz y -OH con
el DMSO-ds causando el ensanchamiento de las sefiales, de manera que impide que la sefales
resulten dificiles de resolver.

5" 6'1" NHZ
2\ |I:l| H
R A 5
on
3 o) N
R o’ 1 2w
H=13a
OH=13b

Figura 21. Asignacion numérica de los protones presentes en los profarmacos 13a-c.
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Figura 22. Comparacion de espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de los
profarmacos 13a-c.
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En los tres compuestos obtenidos como profarmacos 13a-c, los desplazamientos quimicos,
multiplicidades e integrales observados en la RMN de 'H (500 MHz, en DMSO-ds)
concuerdan con las estructuras esperadas y conservan integras las sefiales correspondientes
al anillo B-lactimico de la penicilina, lo que confirma la correcta obtencion de los
profarmacos 13a-c.

5.3 Espectrometria de masas de los profarmacos 13a-c

La caracterizacion por espectrometria de masas de los profarmacos 13a-c se llevo a cabo
empleando la técnica de ionizacion de Analisis Directo en Tiempo Real, por sus siglas en
inglés DART (Direct Analysis in Real Time) en modo positivo y en alta resolucion (HRMS).
Pues, la técnica DART, es una técnica de ionizacién que permite analizar muestras de manera
directa, con minima o ninguna preparacion, y bajo condiciones atmosféricas, En este sentido,
el peso molecular de 13a calculado es: 599.74 g/mol, para 13b 615.74 g/mol y 720.65 g/mol
para 13c¢. Los iones moleculares [M + H]" esperados para los profarmacos son: m/z 600.26
para 13a, para 13b una relacion m/z 616.26 y finalmente para el profarmaco 13¢ una m/z de
719.18. Los iones moleculares [M + H]" no se observan directamente, sin embargo, se
observan aductos moleculares, encontrando para el profarmaco 13a es m/z 602.33 [M + 3]"
resaltado en el cuadro rojo. Mientras que para el profarmaco 13b la relacion m/z 618.33 [M
+ 3]". Finalmente, la relacion m/z encontrada para el profarmaco 13¢ es m/z 722.26. El hecho
de que los 3 profarmacos aparezcan como [M + 3]" sugiere que los picos observados [M +
3]" no son iones moleculares simples, sino una contribucion isotépica de *C y *S. La
ausencia aparente del ion [M + 1] se debe al solapamiento espectral y a la naturaleza de la
ionizacion DART que favorece clusteres, fragmentacion leve y congestion isotdpica, pues en
DART el pico mono isotdpico no siempre es el mas intenso asi que el ion [M + 1]" queda
escondido bajo el ruido o mezclado.®® ¢! %2 (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) mediante técnica DART" de los
profarmacos 13a-c.

Adicionalmente, también se realiz6 un analisis de espectrometria de masas en baja resolucion
(LRMS) empleando nuevamente la técnica DART en modo positivo, de esta manera los iones
moleculares esperados [M + H]" para los profarmacos 13a-¢ son: m/z 600, m/z 616 y m/z 719
respectivamente. En este sentido, los iones moleculares encontrados para el profarmaco 13a
son m/z 600 para un ion [M + H]" y m/z 602 correspondiente a un ion [M + 3H]" resaltados
en los cuadros rojos. Por otra parte, para el profarmaco 13b los iones observados son m/z 616
correspondiente a [M + H]"y m/z 618 correspondiente a [M + 3H]". Para el profarmaco 13¢
se encuentra un m/z 758 correspondiente a un aducto [M + K] (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de masas de baja resolucion (LRMS) mediante técnica DART™ de los
profarmacos 13a-c.
De esta manera se demuestra la existencia de los profarmacos 13a-c mediante espectrometria
de masas como iones [M + 3]" en alta resolucion (HRMS) y de manera secundaria en
espectrometria de masas de baja resolucion (LRMS) se observan los iones [M + 1]*, habiendo
empleado la técnica DART en modo positivo.
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5.4 Determinacion de la cinética de hidrdlisis in vitro de los profarmacos 13a-c

5.4.1 Curvas de calibracion de antibioticos p-lactamicos 12a-c

La construccion de las curvas de calibracion por espectrofotometria de UV-Vis de los
antibidticos B-lactamicos 12a-c¢ se disend cuidadosamente con el objetivo de garantizar la
linealidad, reproducibilidad y estabilidad quimica de los analitos en condiciones de pH 4cido-
semejantes a las que se encuentran en el jugo gastrico del estdmago. En este sentido, a partir
de una solucion stock concentrada (4.37 x 1073 M), se realizaron diluciones volumétricas
precisas en matraces aforados de 10.0 mL, ajustando los volumenes iniciales de acuerdo con
la concentracion esperada de cada dilucion, empleando 6 mL para el antibidtico 12a y
unicamente 100 pL para 12b y 12¢, lo que refleja diferencias significativas en sus
coeficientes de absortividad molar. Todas las diluciones subsecuentes se realizaron en un
sistema acido (pH = 1.2, solucion acusa KCI/HCI), condicion seleccionada estratégicamente
para asegurar la estabilidad del anillo B-Lactamico y evitar procesos de hidrélisis que podrian
alterar la respuesta espectroscopica, utilizando agua desionizada para la preparacion de cada
disolucion. Asi a partir de la disolucion de 2.6 mM (para 12a) y 0.0437 mM (12b y 12¢) se
efectuaron diluciones seriadas sucesivas, es decir, tomando 5 mL y aforando
subsecuentemente a 10 mL, obteniendo rangos de concentracion bien definidos y
decrecientes, comprendidos entre 2.6 mM y 0.1638 mM para el antibiotico 12a, y entre
0.0437 y 0.00273 mM para los antibidticos 12b-c (Esquema 10).

stock concentrado
437x10° M

6 mLp&
12a _

100 pL
para 12b-c

12a 2. 131lmM  0.6555mM 0.327mM  0.1638 mM
12b-c 0.0437mM  0.0218mM  0.0109 mM  0.00547 mM  0.00273 mM
Esquema 10. Representacion esquematica para la preparacion de las soluciones para las
curvas de calibracion de los antibidticos 12a-c.
Este procedimiento permiti6 cubrir un intervalo amplio de concentraciones dentro del rango
lineal de la ley de Beer-Lambert, condicion indispensable para la validacion analitica del
método. Finalmente, las soluciones preparadas fueron analizadas mediante
espectrofotometria UV-Vis, garantizando que las mediciones se realizaran bajo condiciones
controladas y comparables, lo que permitido establecer curvas de calibracion robustas,
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confiables y reproducibles para la cuantificacion de los antibidticos P-lactdmicos
comercialmente disponibles 12a-c.

El espectro de absorcion UV-vis del antibidtico 12a (Ampicilina), registrado en un intervalo
de A= 230 a 280 nm y a diferentes concentraciones comprendidas entre 2.6 mM y 0.0819
mM, evidencia un comportamiento espectroscopico consistente con la naturaleza estructural
del antibidtico B-lactamico, pues en todas las mediciones se observa que la region
comprendida entre 250 y 270 nm se distinguen sefiales de menor intensidad y ligeras
inflexiones, mas evidentes a concentraciones altas, las cuales pueden asociarse a transiciones
electronicas menos favorecidas asociadas al grupo fenilo. En el espectro se encuentra una
banda de absorcion secundaria en 257 nm, consistente en la FARMACOPEA de los Estados
Unidos Mexicanos en su version de 2021 la cual recomienda para la cuantificacion de
ampicilina (Figura 25).

2.6 mM
1.3 11T mM
0.6555 mM
0.3277 mM
16 -\ | 0.1638 mM
\ 0.0819 mM

0.8 4 \ N0

Absorbancia

0.0 - B
! 1 ! T M || v 1 . 1
230 240 250 260 270 280

Longitud de onda (nm)

Figura 25. Espectro UV-vis del antibidtico 12a para curva de calibracion.

Conforme la concentracion del analito disminuye, se observa una reduccion proporcional de
la intensidad de absorbancia en todo el intervalo espectral, manteniéndose la forma general
de los espectros, lo que indica ausencia de cambios estructurales o procesos de agregacion y
confirma la estabilidad del compuesto bajo las condiciones experimentales empleadas.

El espectro de absorcion UV-vis de la Amoxicilina 12b, registrado en el intervalo de 190 a
400 nm y para concentraciones comprendidas entre 0.0437 mM y 0.00273 mM, muestra un
perfil espectroscopico caracteristico de los antibioticos B-lactamicos que poseen un anillo
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aromatico sustituido y multiples grupos funcionales. En todas las mediciones se observa una
banda de absorcion intensa, con un maximo pronunciado en de 205 nm, atribuible
principalmente a transiciones electronicas de alta energia del tipo n—n* asociadas al anillo
aromatico y a los sistemas carbonilicos presentes tanto en el anillo B-lactimico como en la
cadena lateral (amida). Adicionalmente, se distingue una banda secundaria de menor
intensidad en la region de 229 nm, la cual puede relacionarse con transiciones n—n* de los
grupos carbonilo y con contribuciones del sustituyente fenolico caracteristico de la
amoxicilina, cuya presencia confiere un comportamiento espectral ligeramente diferente
respecto a otros B-lactdmicos como la ampicilina 12a vista anteriormente®® (Figura 26).
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08 | —0.0109 mM
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074 || 0.00273 mM
- |‘
064 |
® 1 (|
[3) 0.5
C |
g 4
5 04 4
7] d ~
o J \
< 034/
02 4
0.1 /
0.0 - SS—— -
1 v 1 v 1 v ] v 1
200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 26. Espectro UV-vis del antibidtico 12b para curva de calibracion.

El espectro de absorcion UV-Vis de la dicloxacilina 12¢, registrado en el intervalo entre 190
a 400 nm y para concentraciones comprendidas entre 0.00273 y 0.0437 mM, presenta un
comportamiento espectroscopico distintivo que refleja la complejidad estructural de este
antibiotico B-lactamico. En todas las mediciones, se observa una banda de absorcion intensa,
con un maximo pronunciado alrededor de 200-205 nm, de igual forma, atribuible
principalmente a transiciones electronicas de tipo m—n* asociadas al sistema aromatico con
2 4atomos de cloro y a los grupos carbonilo presentes tanto en el anillo B-lactimico como en
la funcion amida de la penicilina. La elevada intensidad de esta banda, particularmente a las
concentraciones mas altas, es consistente con la presencia de sustituyentes halogenados en el
anillo aromatico, los cuales incrementan el caracter cromoforico del antibiotico y favorecen
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transiciones electronicas de alta energia. En este sentido, para la cuantificacion de la
dicloxacilina 12¢ segun la FARMACOPEA de los Estados Unidos Mexicanos de 2021
recomienda utilizar la longitud de onda de 229 nm, consistente con lo que se observa en el
espectro de UV-vis de la dicloxacilina 12¢ (Figura 27).
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Figura 27. Espectro UV-vis del antibidtico 12¢ para curva de calibracion.

En conjunto, el perfil espectroscopico observado valida el uso de la espectrofotometria UV-
vis como una técnica analitica sensible y reproducible para la cuantificacion de antibidticos
B-lactdmicos comercialmente disponibles en medio 4cido (pH= 1.2, KCI/HCI),
proporcionando una base sélida para la construccion de curvas de calibracion y su aplicacion
posterior en estudios de estabilidad, cinética de hidrdlisis o evaluacion de sistemas de
liberacion controlada.

Con base en las curvas de calibracion para deteccion de los antibioticos 12a-c, se puede
obtener una ecuacion de la recta a partir de las absorbancias observadas en las longitudes de
onda seleccionadas para cada antibidtico:

(HA=¢Cl 4 y=mx+b
e =
- =

Con base en las absorbancias registradas en los méximos de absorcién de cada antibidtico
(257 nm para 12a, 229 nm para 12b y 225 nm para 12¢) en el espectrofotometro de UV-vis,
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se construyen las siguientes curvas de calibracion, siendo A) para ampicilina 12a y teniendo
un coeficiente de correlacion de 0.9991 (R?), mientras que B) muestra a la amoxicilina 12b,
que muestra un coeficiente de correlacion igual a 0.999 y C) corresponde al antibiotico de
dicloxacilina 12¢ con un R? de 0.9982, cabe sefialar que este experimento se realizod por
triplicado (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de calibracion de los antibidticos 12a-c.
De manera que las ecuaciones de la recta de cada antibidtico permiten cuantificar a los
antibioticos con base en las siguientes ecuaciones:

Para el antibidtico 12a (ampicilina):

o Aysopm + 0.0112
N 324.45

Para el antibidtico 12b (amoxicilina):
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C _ A228 nm - 0.0102
B 793.52

Para el antibidtico 12¢ (dicloxacilina):

- Ayys pm — 0.0121
N 746.11

Dichas ecuaciones de la recta son imprescindibles para cuantificar a los antibidticos 12a-c¢ en
la consecuente cinética de hidrdlisis de los profairmacos 13a-c.

5.4.2 Cinética de hidrdlisis de los profarmacos 13a-c

La cinética de hidrolisis a pH acido de los profarmacos B-lactamicos 13a-c¢ se disefi6 para
simular el entorno del jugo géstrico estomacal (pH de 1 a 3).% 66667 [ o5 profirmacos 13a-
¢ se evaluaron en una solucion buffer KCI/HCI (pH = 1.2) a 37 °C £ 0.5 °C durante 72 horas
mediante monitoreo espectrofotométrico UV-vis del producto de hidrélisis de antibidticos
liberado, es decir, monitoreando la concentracion mM del producto de hidrolisis de los
farmacos 12a-c a intervalos de tiempo de 1, 3, 5, 7, 9, 12, 24, 48 y 72 horas. Las longitudes
de onda utilizadas para cada compuesto corresponden a 257 nm para 13a, 229 nm para 13b
y 225 nm para 13¢. En este sentido, la cinética de hidrolisis de los profarmacos 13a-¢ muestra
diferencias en la velocidad y extension de la hidrolisis; las primeras 10 horas a pH = 1.2 los
profarmacos 13a-c mostraron una liberacion gradual del antibidtico, con concentraciones
inferiores a 0.35 mM. Sin embargo, el anélisis de las primeras 10 horas sugiere una liberacion
lenta de los farmacos 12a-c, mientras que alrededor de las 12 horas 13a alcanza
concentraciones cercanas a 0.325 mM, 13b alrededor de 0.1 mM y 13c¢ alcanza una
concentracion de 0.45 mM. En puntos de tiempo intermedios (12 — 24 horas), 13a exhibe un
aumento sostenido y casi lineal en la concentracion de antibiodtico liberado alcanzando
aproximadamente 0.7 mM a las 24 h, superando progresivamente a 12b que alcanza alrededor
de 0.2 mM, lo que sugiere una hidrélisis mas lenta pero continua y 13c¢ alcanza 0.55 mM.
Durante periodos prolongados (24 — 72 h), las diferencias se acentian notablemente; 13a
alcanza concentraciones superiores a 2.5 mM al final del ensayo, mientras que 13b mantiene
el perfil diferente, con concentraciones finales cercanas a 0.75 mM, y 13¢ continla
aumentando moderadamente hasta aproximadamente 0.9 mM. Estos resultados demuestran
que la cinética de hidrolisis depende en gran medida de la estructura del profdrmaco y
sugieren un perfil prolongado para los tres profarmacos, con un orden general de velocidad
de hidrolisis de 13a > 13c¢ > 13b, lo que tiene implicaciones directas para la estabilidad
gastrica y la posible hidrélisis controlada del antibiotico activo tras su administracion oral
(véase la figura 29).
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CAPITULO VI. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION DE LOS
PROFARMACOS B-LACTAMICOS CON p-CICLODEXTRINA.
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6.1 Formacion de los complejos de inclusion f-CD/Profarmacos 13a-c

Una vez obtenidos y caracterizados los profarmacos 13a-¢, se realizd la formacion de los
complejos de inclusion (CI), estos se autoensamblaron a través de la estrategia de
cosolvencia-evaporacion, disolviendo cada profarmaco B-lactamico 13a-c en 1 mL de MeOH
para ser anadidos a una disolucion acuosa de B-CD en cantidades equimolares (1:1) a
temperatura ambiente. Posteriormente se dejaron en agitacion durante 12 horas, asi la mezcla
resultante fue liofilizada para obtener a los Cls 14a-c¢ en cantidades cuantitativas, cabe sefialar
que los profarmacos fueron disueltos en MeOH debido a que son insolubles en agua, de esta
manera la interaccion entre el huésped y el anfitrion se lleva a cabo por transferencia de fase
para formar los ClIs con la B-CD via autoensamblaje (Esquema 11).

ﬂ/CHg,
é«‘ﬁ Ty
(o]
R 13ac
a
NH,
@\W(M —
b 0A\NH
Ho\©\<NH2 /A)\\FS
(0] N CH3
'\N"‘N‘ \XCH:;

(o] 14a-c

Esquema 11. Autoensamblaje de los profarmacos p-lactdmicos 13a-¢ con -CD para
formar los CI 14a-c.

De esta manera se obtuvieron los CI 14a-c¢ a través del autoensamblaje supramolecular en

cantidades cuantitativas, una vez sometidas al proceso de liofilizacion se procedio a realizar
su analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear de dos dimensiones.
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6.2 Analisis de la formacion de los CIs entre los profarmacos 13a-c¢/p-CD por RMN de
efecto Overhauser (NOESY)

La caracterizacion de los CI se llevé a cabo empleando el experimento bidimensional de
RMN de efecto Overhauser (NOESY), este experimento permite evidenciar si existen
correlaciones espaciales entre protones que se encuentran en la cavidad interna de la B-CD
asignados como H-3, H-5 y los protones del residuo de Ad presente en cada profarmaco,
etiquetados como H-B, H-y y H-a. En el espectro NOESY del CI 14a en la Figura 31 se
observan sefiales de correlacion entre 2.10-3.96 ppm de los protones H-3 y H-5 de la cavidad
interna de la B-CD correlacionando con los protones H-f del adamantano, ademas los
protones H-y y H-a asignados al sistema alifatico del Ad muestran sefiales de correlacion
entre 1.74-4.03 ppm y 1.64-3.96 ppm respectivamente. Asi, estas correlaciones espaciales
NOE, indican una proximidad espacial menor a 5 A entre los protones del anillo de Ad del
profarmaco 13a y los protones de la cavidad interna de la B-CD, lo cual es corrobora la
insercion del fragmento de AD del profarmaco 13a dentro de la cavidad hidrofobica de la
cavidad de la B-CD. Ademas, la ausencia de correlaciones entre los protones del Ad y los
protones externos de la f-CD (H-4 y H-2) sugiere que la orientacion del profarmaco 13a deja
los grupos mas polares expuestos al exterior acuoso y la intensidad de las correlaciones entre
los protones H-3, H-5 de la B-CD y H-a, H-B, H-y del anillo de Ad del profarmaco 13a indica
una insercion profunda de dicho fragmento hidrofébico, en conjunto, dichas correlaciones
encontradas corroboran la formacion del CI B-CD/profirmaco 13a y conforman la
participacion del anillo de Ad como Unico huésped en la cavidad de la B-CD y estableciendo
una disposicion geométrica estable y estéricamente favorecida.

Figura 30. Numeracion de los protones presentes en el CI 14a.
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Figura 31. RMN 2D NOESY (500 MHz, D-0O) del CI 14a.

Asi mismo, en el espectro 2D NOESY del CI 14b, se observan patrones de correlacion
consistentes con la formacion del ensamble B-CD/profarmaco 13b. Asi, en la Figura 33 se
observan senales de correlacion H-H bien definidas, en particular las correlaciones
observadas entre 2.13-3.95 ppm que corresponden a la interaccion espacial de los protones
de las posiciones H-5 de la cavidad interna de la B-CD correlacionando con los protones H-
B del anillo de Ad, mientras que, la sefial de correlacion 1.76-3.95 ppm corresponde a la
interaccion espacial de los protones H-3 de cavidad interna de la B-CD y los protones H-y del
anillo de Ady la senal de correlacion en 1.63-3.96 ppm corresponden a la interaccion espacial
entre los protones H-a del anillo de Ad con los protones H-5 de la cavidad de la -CD, dichas
correlaciones indican la proximidad espacial menor a 5 A entre los protones del anillo de Ad
y los protones H-3 y H-5 de la cavidad de la B-CD, adicionalmente y en concordancia con el
CI 14a, se conserva la insercion profunda del fragmento de anillo de Ad de caracter
hidrofobico del profarmaco 13b en la cavidad interna de la B-CD. Por otra parte, la sefial de
correlacion en 1.9-3.65 ppm, correspondiente a la correlacion espacial de los protones H-6"’
de la cadena alifatica del residuo de Ad con los protones H-2 de la superficie externa de la 3-
CD vy finalmente se observa la correlacion 1.63, 3.65 del metilo (CH3) de la posicion H-37’
correlacionando espacialmente con los protones H-4 de la B-CD esto sugiere un arreglo
conformacional del CI 14b de manera que no solo el anillo de Ad interactia con la B-CD,
sino también los sustituyentes alifaticos adyacentes. De esta manera se demuestra la
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formacion del CI 14b dadas las correlaciones espaciales H-H del espectro de efecto

Overhauser (NOESY).
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Figura 33. RMN 2D NOESY (500 MHz, D;0) del CI 14b.

Finalmente, para el CI 14¢ en el espectro bidimensional NOESY se observa la sefial de
correlacion entre 1.55-3.70 ppm, correspondiente a la interaccion espacial de los protones H-
a del anillo de Ad con los protones H-5 de la cavidad de la B-CD, mientras que en la sefial
de correlacion 1.33-3.69 ppm confirma la interactian entre los protones H-y del anillo de Ad
con los protones H-5 de la cavidad interna de la B-CD, lo que demuestra la formacion de CI
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14c¢ dada la insercion del anillo de Ad del profarmaco 13c¢ con la cavidad de la B-CD mostrada
por las correlaciones NOE. Por otra parte, el espectro NOESY del CI 14¢ muestra picos de
correlacion en 1.35, 3.40 ppm que corresponde al metilo de la posicion H-3"" proveniente
del profarmaco 13c¢ interactuando con los protones H-4 de la B-CD, ademas de encontrarse
la sefial de correlacion de los metilos del anillo de la penicilina CH3-3 interactuando con los
hidrégenos H-2 de la B-CD, lo que sugiere un arreglo conformacional de tal manera que no
solo el anillo de Ad interactia con la cavidad de la B-CD como en el caso del CI 18b, sino
que también los sustituyentes alifaticos adyacentes del profarmaco 13¢ interacttian con la 3-
CD (Figura 35).
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Figura 35. RMN 2D NOESY (500 MHz, D,0) del CI 14c¢.
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De esta manera se demuestra la formacion de los CI 14a-c, en donde los arreglos
conformacionales de estos CI permiten que el enlace ester-carbonato de los profarmacos 13a-
¢ se encuentre espacial y conformacionalmente disponibles para poder ser hidrolizados
ademas de una insercion total del anillo de Ad de los profdrmacos en la cavidad de la -CD
dadas las correlaciones H/H del espectro bidimensional de RMN NOESY.

6.3 Analisis DSC/TGA de los complejos de inclusion 14a-c

El analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) permite caracterizar las
propiedades térmicas y, en este estudio, evaluar la estabilidad e interacciones
supramoleculares entre los profarmacos 13a-¢ y la B-CD. La comparacion entre el
profarmaco puro, la B-CD, su mezcla fisica (MF) y el complejo de inclusion (CI) proporciona
evidencia clave para confirmar la formacion del ensamblaje supramolecular y comprender
los cambios termodindmicos asociados. El perfil térmico del profairmaco 13a (linea negra,
Figura 36A,) muestra una sefial endotérmica entre 50-75 °C atribuida a la pérdida de
humedad, seguida de un evento endotérmico a 190 °C correspondiente al punto de fusion.
Posteriormente, se observan multiples transiciones indicativas de degradacion térmica. Estos
resultados guardan consistencia con la curva TGA (linea negra, Figura 36B), donde se
registra una pérdida de masa inicial del 5-8% (50-75 °C) por desorcion de agua, y una pérdida
significativa del 70% entre 200-350 °C, asociada a la degradacion de la muestra con
intermediarios inestables. Por su parte, el termograma DSC de la B-CD (linea roja, Figura
36A) exhibe una transicion endotérmica entre 100—120 °C, debida a la liberacion de agua de
hidratacion alojada en su cavidad. En el andlisis TGA (Figura 36B, linea roja), esto se
traduce en una pérdida de masa del 10-12% (50-100 °C); después no se observa ningun
cambio de masa hasta los 310 °C, donde inicia la degradaciéon y carbonizacion progresiva
(pérdida del 80%). En la mezcla fisica (MF) (linea azul, Figura 36B), el comportamiento
térmico conserva las transiciones de los componentes individuales. El ligero desplazamiento
de la sefial de pérdida de agua de la B-CD (70-100 °C) se atribuye a interacciones
superficiales, mientras que la persistencia del punto de fusion del profarmaco a 210 °C
confirma la coexistencia de ambas fases sin formacion de una estructura supramolecular. El
TGA de la MF refuerza esta observacion, mostrando pérdidas de masa independientes que
coinciden con los perfiles del profarmaco y la B-CD. Finalmente, el CI 14a (linea verde,
Figura 36A) presenta cambios significativos que confirman el encapsulamiento. La sefal
endotérmica entre 50—70 °C corresponde Unicamente a humedad superficial, siendo este un
indicador critico de la formacion del CI. La ausencia de la transicion del punto de fusion del
profarmaco 13a sugiere su inclusion dentro de la cavidad de la B-CD, lo que restringe su
movilidad molecular. En el TGA, el CI muestra una pérdida de agua inicial menor (~7-20%),
ya que el profarmaco ha desplazado las moléculas de agua del interior de la B-CD. La
estabilidad térmica del CI se mantiene hasta los 230 °C, descomponiéndose a temperaturas
superiores que los componentes libres. Este incremento en la estabilidad térmica confirma la
creacion de una nueva entidad quimica estabilizada por interacciones supramoleculares.
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Figura 36. DSC/TGA del CI 14a.

La curva DSC del profarmaco 13b (linea negra, Figura 37A) no presenta transiciones
térmicas hasta los 220 °C, temperatura en la que aparece un proceso endotérmico asociado a
su punto de fusion. Posteriormente, se observan multiples transiciones que sugieren el inicio
de la descomposicion del solido. Este comportamiento es consistente con el andlisis TGA
(linea negra, Figura 37B), donde la muestra no presenta una pérdida de masa significativa
(£2 %) entre 50 y 180 °C, pero pierde un 60 % a partir de los 200 °C. Esta pérdida masiva
confirma la descomposicion térmica y valida la identificacion del punto de fusion en el DSC,
ya que los picos endotérmicos multiples coinciden con la formacion de intermediarios
inestables. Por otro lado, las curvas de la B-CD (linea roja, Figuras 37A y B) muestran los
perfiles térmicos habituales ya descritos. En cuanto a la mezcla fisica (MF) (linea azul,
Figuras 37A), el DSC conserva los eventos térmicos de sus componentes: a 90 °C presenta
la deshidratacion de la B-CD y a 220 °C muestra el punto de fusion del profarmaco 13b. Esto
evidencia la coexistencia de ambos componentes sin integracion molecular del huésped en la
cavidad de la B-CD. El TGA de la MF confirma lo anterior, registrando una pérdida de masa
del 10 % (50-90 °C) por la liberacion de agua de la B-CD, estabilidad entre 100-180 °C
(propia del profarmaco 13b) y una degradacion del 70 % entre 190 y 350 °C, coherente con
la suma de sus componentes. Finalmente, el complejo de inclusion (CI) 14b (linea verde,
Figura 37A) muestra en el DSC una transicion endotérmica a 70 °C asociada a la pérdida de
agua. Este desplazamiento indica que parte del agua intracavitaria fue reemplazada por el
huésped, evidencia clasica de la formacion del CI. Ademas, se observa el punto de fusion del
complejo a 190 °C, lo que podria indicar que el profirmaco no esta completamente incluido.
En el TGA, el CI 14b pierde solo un 3 % de masa entre 70 y 120 °C; esta reduccion frente al
10 % de la B-CD nativa confirma el desplazamiento del agua por el fendémeno de inclusion.
Asimismo, la temperatura de inicio de degradacion del sistema se desplaza hacia valores
menores, indicando que la inclusion estabiliza térmicamente al profarmaco hasta los 190 °C,
rango adecuado para aplicaciones biologicas.
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Finalmente, la curva DSC del profarmaco 13c¢ (linea negra, Figura 38A) muestra dos eventos
endotérmicos: el primero entre 90-110 °C, debido a la pérdida de humedad, y el segundo
entre 190-210 °C, correspondiente a su punto de fusion. Al contrastar estas transiciones con
la curva TGA (linea negra, Figura 38B), se observa que el compuesto pierde un 5 % de masa
entre 50-190 °C, confirmando la deshidratacion. Posteriormente, entre 190-300 °C, ocurre
una pérdida del 40 %, lo que ratifica que el profarmaco 13¢ funde con descomposicién
simultanea a partir de los 190 °C. Para la -CD (linea roja, Figuras 38A y 38B), se mantienen
las transiciones térmicas descritas previamente en esta seccion. Por su parte, la curva DSC
de la mezcla fisica (MF) (linea azul, Figura 38A) exhibe un pico endotérmico a 80 °C por la
deshidratacion de la ciclodextrina; este ligero desplazamiento a menor temperatura sugiere
perturbaciones en la organizacion cristalina de la B-CD por el simple contacto fisico con el
profarmaco. Ademas, a 210 °C persiste la sefial del punto de fusion del profarmaco 13¢. En
la curva TGA de la MF (linea azul, Figura 38B), se conservan los porcentajes de pérdida de
masa de los componentes individuales: un 40 % entre 190-270 °C (asociado al profdrmaco)
y un 10 % adicional correspondiente a la B-CD. Esta conservacion del comportamiento
térmico individual demuestra la ausencia de interacciones para la formacién de un CI en la
MF. En contraste, la curva DSC del CI 14c¢ (linea verde, Figura 38A) muestra un evento
endotérmico entre 50-80 °C menos intenso que el de la B-CD nativa, lo que indica la
expulsion de agua de la cavidad tras la inclusion del huésped y una mayor estabilidad
estructural del sistema anfitrion/huésped. Asimismo, se observa un segundo evento a 180 °C
atribuible al punto de fusion del CI 14¢, confirmando que el profairmaco 13c¢ se aloja
totalmente en la cavidad. La curva TGA del CI 14¢ (linea verde, Figura 38B) muestra una
pérdida inicial del 5 % (humedad) y estabilidad térmica hasta los 200 °C. A esta temperatura
inicia una pérdida de masa del 70 % que concluye a 345 °C, interpretada como una
descomposicion con intermediarios inestables. En conjunto, los perfiles de DSC y TGA
confirman la formacién del complejo de inclusion (Figura 38).
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Figura 38. DSC/TGA del CI 14c.

6.4 Analisis del tamafio de particula por DLS de los complejos de inclusion 14a-c

La determinacion del tamafio de particula a través de la técnica de dispersion dinamica de
luz por sus siglas en inglés DLS (Dynamic Light Scattering) de los CI 14a-c, muestra el
didmetro hidrodindmico y la homogeneidad coloidal de estos Cls, para ello, los Cls 14a-c se
llevaron a una concentracion de 540 uM en agua desionizada y se realizaron mediciones de
3 corridas de 13 repeticiones cada una. En este sentido, el CI 14a presenté un didmetro
hidrodinamico promedio (Z-average) de 145.3 nm, con un indice de polidispersidad (PDI)
de 0.363, lo que sugiere la formacion de agregados supramoleculares de tamafio nanométrico
con una distribucion relativamente amplia, indicativa de cierta heterogeneidad en la
poblacion de las nanoparticulas. En contraste, el CI 14b mostr6 un Z-average de 150.9 nm y
un PDI significativamente menor (0.209), lo cual refleja una poblacion coloidal mas
homogénea y mejor definida, sugiriendo una interaccion anfitrion-huésped mas eficiente y
una organizacion supramolecular mas estable en solucion acuosa. Finalmente, el CI 14¢
exhibi6é un menor didmetro hidrodindmico promedio de 135.5 nm con un PDI de 0.249, lo
que indica la formacion de agregados nanométricos relativamente uniformes, aunque con una
dispersion ligeramente mayor que la observada para el CI 14b (Figura 39).
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Figura 39. Resultados de la determinacion del tamafio de particula por DLS de los Cls 14a-
C.

En conjunto, los valores de Z-average confirman que los tres sistemas forman
nanoensamblados supramoleculares en el rango submicrométrico, mientras que las
diferencias en los indices de polidispersidad reflejan la influencia de la incorporacion del
anillo de adamantano en la estructura de los profarmacos 13a-¢ en el autoensamblaje
supramolecular, estabilidad coloidal y uniformidad del CI con la B-CD, modificando las
propiedades fisicoquimicas de los profarmacos 13a-¢, aspecto relevante para su potencial
aplicacion farmacéutica en términos de solubilidad, estabilidad y comportamiento en
sistemas bioldgicos.
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CAPITULO VII. SINTESIS DEL DENDRiIiMERO PAMAM-tetra-p-CD Y SU
AUTOENSAMBLAJE SUPRAMOLECULAR CON LOS PROFARMACOS 13a-¢
COMO SISTEMAS DE LIBERACION DE PROFARMACOS p-LACTAMICOS
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7.1 Sintesis de los intermediarios mono-tosil--CD (15), mono-azido--CD (16) y
PAMAM-tetra-alquino terminal (18)

Se modificd de manera quimioselectiva uno de los hidroxilos primarios de la -CD utilizando
anhidrido de p-toluensulfonilo (Ts20) en H>O durante 2 horas para generar la mono-tosil-f3-
CD, la cual se obtuvo con un rendimiento quimico del 51 % después de su purificacion,
posteriormente se utilizo una reaccion de tipo SN utilizando a la NaN3 como nucleofilo en
DMF anhidra a 80°C durante 2 dias, para obtener la mono-azido--CD 16 con un rendimiento
quimico del 80% (Esquema 12), molécula indispensable para la reaccion de cicloadicion 1,3
dipolar catalizada por Cu(l).
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Esquema 12. Sintesis de la mono-azido-p-CD 16.

Por otra parte, para la obtencion de la fuente de alquino necesaria para llevar a cabo la
reaccion click, se procedid con la funcionalizacion del dendrimero PAMAM GO
comercialmente disponible a través de una reaccion de acoplamiento con el &cido 4-
propargiloxifenilacético 17 empleando una combinaciéon de clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimina (EDC'HCI) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) en DMF a
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35°C durante 3 dias para asi obtener el PAMAM-tetra-alquino terminal 18 con un
rendimiento quimico del 98%, en esta transformaciéon quimica ocurre una conversion
eficiente de los 4 grupos amino terminales del PAMAM GO en las correspondientes amidas
en el PAMAM-tetra-alquino terminal 18, el mecanismo de los agentes acoplantes implica la
activacion del grupo acido carboxilico del acido 4-propargiloxifenilacético 17 mediante el
uso de EDCHC] y HOBt, como resultado en esta transformacién quimica se obtuvo
exitosamente el PAMAM-tetra-alquino terminal 18 (Esquema 13).
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Ol Y
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Esquema 13. Acoplamiento entre el PAMAM G 0 y el acido de 4-propargiloxifenilacético
17.

7.2 Sintesis del dendrimero PAMAM-tetra-p-CD via quimica Click

Se realizo la conjugacion de los componentes clave para efectuar la reaccion de click de
cicloadicion 1,3 dipolar azida-alquino catalizada por Cu(I), recordando que esta reaccion
quimica permite obtener una excepcional eficiencia y selectividad, lo cual la hace ideal para
la funcionalizacion de macromoléculas complejas y quimicamente sensibles, de esta manera
se hizo reaccionar el PAMAM-tetra-alquino terminal (18) con la mono-azida-B-CD (16) en
una mezcla de CuSO45H>0: ascorbato sodico en proporcion 1:3 empleando una mezcla de
DMSO: H>O en una proporcion 5:2 a 80°C durante 3 dias, de esta manera se obtuvo
satisfactoriamente al dendrimero PAMAM-tetra-B-CD con un rendimiento quimico de 90%
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via una sintesis divergente, decorado con 4 unidades periféricas de B-CD como unidades
moduladora de biocompatibilidad, solubilidad y capacidad de carga, demostrando la
versatilidad, eficiencia y sencillez para efectuar reacciones quimicas bajo esta filosofia y
estrategia sintética (Esquema 14).
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Esquema 14. Sintesis del dendrimero PAMAM decorado con 4 unidades periféricas de 3-
CD via una reaccién de cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por Cu(I).
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7.3 Caracterizacion de los intermediarios mono-tosil-p-CD (15) y mono-azido-p-CD (16)
por RMN de 'H

El espectro de RMN de 'H en DMSO-d de la mono-tosil-B-CD 15 mono-funcionalizada con
un grupo p-toluensulfonilo en la posicion C-6, lo cual introduce cambios estereoelectronicos
en el espectro de RMN de la B-CD nativa, debido al rompimiento de la simetria, pues en la
region aromatica (7.8-7.4 ppm), se distinguen claramente dos sefiales dobles caracteristicos
de los protones de un fenilo p-sustituido y que corresponden a los protones del anillo
aromatico del grupo tosilo, este patron (AA'BB’) que confirma la incorporacion del
fragmento p-toluenosulfonilo en la -CD. La integracion de estas sefiales, en relacion con el
resto del espectro, es consistente con una monosustitucion de la B-CD, es decir, solo se
incorpord un grupo tosilo. En la region entre ~6 5.78-5.63 ppm, se observa un conjunto de
sefales que se asignaron a los protones H-1 de las unidades de glucopiranosa. Es importante
mencionar que las sefiales multiples observadas en este intervalo se explican porque en una
B-CD no modificada, los protones H-1 suelen aparecer como una sefial multiplete
relativamente definida debido a la equivalencia de las unidades monomeéricas; sin embargo,
en el espectro obtenido, la monosustitucion rompe dicha simetria, generando que uno de los
protones tenga un ambiente quimico diferente y que fue asignado como H-1". Este cambio
en el ambiente quimico provoca que el protén H-1" se encuentre con mayor desplazamiento
quimico. Las sefiales en el intervalo 4.5-3.2 ppm corresponden al conjunto de protones de
las unidades monoméricas de D-Glucosa (H-3, H-5, H-3°, H-6’, H-2, H-4, y H-6), de igual
forma los protones de la unidad monomérica que soporta al grupo tosilo se encuentran con
mayor desplazamiento quimico y con integral bien definida que corresponde a un solo proton.
Adicionalmente, se observa una sefal singulete a 2.43 ppm que se asigné al grupo metilo del
anillo aromatico (—CHs) del tosilo y que integra para tres protones lo que confirma la
presencia de una Unica unidad funcionalizada. La sefial etiquetada como acetona (~d 2.1 ppm)
corresponde a acetona residual del proceso de purificacion, y no forma parte de la estructura
quimica de la mono-tosil-B-CD 15, ya que probablemente la acetona quede atrapada en la
cavidad de la B-CD y resulta complejo removerla al 100% de la muestra. Como se menciond
anteriormente, un aspecto importante del espectro es la evidente pérdida de equivalencia
quimica entre las unidades de D-glucosa de la B-CD, reflejada por el ensanchamiento y
multiplicidad de las sefiales. Esto se explica por la reduccion de simetria al introducir un
grupo funcional, asi como por efectos conformacionales inducidos por el sustituyente
voluminoso y polarizable del tosilo que puede generar distorsiones locales y alterar la
dinamica de rotacién en el borde primario de la B-CD (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de '"H de RMN (500 MHz, DMSO-ds) de la mono-tosil-p-CD 15.

Por otra parte, el espectro de RMN de 'H de la mono-azido-B-CD (16) muestra las sefiales
tipicas del esqueleto de B-CD, y las sefiales de la mono-modificacion asociada a la sustitucion
nucleofilica del grupo tosilo por el grupo azida en la posicién C-6. A diferencia del precursor
15, en este caso desaparecen completamente las sefiales aromaéticas y el metilo del grupo
tosilo, lo cual constituye la primera evidencia directa de la completa conversion quimica.

En la region de los 5.5—4.8 ppm, se observa un conjunto de sefiales asignables a los protones
H-1 de las siete unidades de glucopiranosa, se distingue uno solo de los protones
correspondiente a la unidad monomérica que soporta al grupo funcional de la azida ya que
dicha sefial integra para un proton. Al igual que en el derivado tosilado 15, la pérdida de
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simetria permite diferenciar los protones de la mono-azida-B-CD 16 por encontrarse en
diferentes ambientes quimicos. Sin embargo, en este caso la distribucion es ligeramente mas
compacta, lo cual sugiere que el grupo azida, al ser menos voluminoso y con menor
anisotropia magnética que el tosilo, induce una perturbacion estructural mas moderada en la
estructura de cono truncado de la B-CD. Por otra parte, en 4.87 ppm se observa al proton
asignado como H-3’ de la unidad de glucopiranosa modificada y en 4.82 ppm se encuentran
los protones etiquetados como H-3 del resto de unidades sin modificar. Ademas, en la region
entre 4.2-3.2 ppm se concentra la mayor parte de las sefiales correspondientes a los protones
del esqueleto de glucopiranosa asignados como H-5" y H-5 (en 4.57 a 4.40 ppm
respectivamente, mientras en que 3.80 a 3.53 ppm se encuentran los protones de H-6’ y H-6
respectivamente. En 3.41 ppm se encuentra H-2 y 3.37 ppm se encuentra H-2. Finalmente,
en 3.32-3.27 ppm se encuentran los protones H-4’ y H-4 respectivamente (ver Figura 41),
se observan sefiales multiples solapadas, tipicos del sistema de la B-CD, sin embargo, de igual
forma, es posible asignar los protones de la unidad monomérica que soportan al grupo azida.
En comparacion con el espectro del derivado tosilado 15, se observa una reduccion en la
dispersion global de las sefiales, lo que es consistente con una menor perturbacion electronica
y estérica del sistema. Esto tiene implicaciones importantes; el grupo azida es un grupo lineal,
relativamente pequefio y con baja anisotropia, lo que permite una mayor conservacion de la
dindmica conformacional de la B-CD. La sefial intensa observada alrededor de ~2.2-2.0ppm
corresponde a moléculas de acetona residual, como se indica en el espectro, y no esta
relacionada con la estructura del compuesto (Figura 41).
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Figura 41. Espectro de 'H de RMN (500 MHz, DMSO-ds) de la mono-azida-B-CD 16.

Un punto critico en la interpretacion es la ausencia de sefiales en la region aromatica (~0 7—
8 ppm), lo cual confirma la eliminaciéon completa del grupo tosilo. Asimismo, la ausencia de
nuevas sefiales adicionales fuera del rango tipico de carbohidratos respalda que la
transformacion fue limpia y especifica, sin formacion significativa de subproductos.

Desde una perspectiva mecanistica, este espectro es consistente con una sustitucion
nucleofilica tipo SNz en el carbono primario C-6, donde el grupo tosilato actiia como buen
grupo saliente y es reemplazado por el grupo azida. La conservacion del patron general del
espectro indica que no hubo reordenamientos ni degradacion del anillo D-glucosa, y
adicionalmente se confirma que se llevd a cabo de manera eficaz una mono-modificacién
selectiva en la estructura quimica de la B-CD.

7.4 Caracterizacion del dendrimero PAMAM-tetra-B-CD por RMN de 'H

La caracterizacion por RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) del dendrimero PAMAM-tetra-B-
CD muestra la correcta obtencion del dendrimero, ademas, debido a la alta simetria en su
estructura quimica y a la presencia de unidades repetidas del dendrimero permite que sean
quimica y magnéticamente equivalentes cada dendréon que lo compone. En este sentido, en
la regién aromadtica se observa un singulete en 8.14 ppm que integra para 1 protén, lo que
indica la formacion del anillo de triazol proveniente de la reaccion de cicloadicion 1,3 dipolar
catalizada por Cu(I), a este protdn se asignd como H-9° de acuerdo con la numeracion del
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dendrimero PAMAM-tetra-B-CD (ver Figura 42). Por otra parte, entre 8.09-7.96 ppm se
encuentra una sefial multiple que integra para 8 protones, los cuales corresponden a los -NH-
de las amidas presentes en el dendrimero PAMAM. Entre 7.17-6.94 ppm se observa un
sistema AA’BB’ con una J = 8.2 Hz, que es caracteristica de un anillo para-disustituido con
grupos funcionales distintos y que se asignaron como H-2", H-6"y H-3", H-5". Estas sefiales
dobles integran para 8 protones respectivamente y concuerdan sustitucion esperada en el
dendrimero. Por otra parte, en 5.87 ppm se observa un singulete que integra para 8 protones
y que corresponde a los protones H-7’ vecinos al anillo de triazol. En 5.70 ppm aparece una
sefial multiple que integra para 24 protones y que corresponde protones asignados como H-
1>’ de las unidades de glucopiranosa de B-CD, en este sentido, también se encuentran en
5.62 ppm los protones etiquetados como H-1"" que integran para 4 protones, como una sefial
multiple. y que corresponden a los protones H-1 de las unidades de glucopiranosa
monomodificadas de la B-CD. Por otra parte, en 4.88 ppm aparecen los protones H-3"" que
integran para 4 protones como sefiales multiples, entre 4.83 ppm y en 4.83 ppm encontramos
a los protones etiquetados como H-3""" que corresponden al metilo del estercarbonato y que
integran para 24 protones como una sefial multiple. Por otra parte, en 4.77 ppm encontramos
a los protones asignados como H-5’" que integran para 4 protones como sefales en 4.45 ppm
como sefales multiples que integran para 24 protones se encuentran los protones asignados
como H-5""" que corresponden a la cadena alquilica unida al carbonato. Por otra parte, entre
4.29 - 3.99 ppm se encuentran los protones diastereotopicos H-6"" adyacentes al anillo de
triazol que integran para 8 protones como sefiales multiples. Mientras que en 3.77 ppm se
observan los protones asignados como H-2’ que integran para 4 protones como una sefial
multiplete y simultaneamente en 3.65 ppm encontramos a los protones etiquetados como H-
6’”’ integrando para 48 como multiplete, en 3.63 ppm encontramos a los hidrogenos H-2""’
como multiplete e integrando para 24. Por otra parte, en 3.55 ppm hay un traslape de los
protones etiquetados como H-4’" y H-4’"" ya que integra a 28 y posee una multiplicidad de
multiplete. Por otra parte, en 3.42 ppm como multiplete e integral de 8 encontramos a los
hidrégenos etiquetados como H-8, en 3.08 ppm con integral 16 y multiplicidad de multiplete
encontramos a los hidrogenos etiquetados como H-6 y H-5. En 2.91 ppm como multiplete e
integrando para 4, encontramos a los protones etiquetados como H-1 del nucleo de
dendrimero, mientras que en 2.43 ppm, integrando para 8 y como multiplete encontramos a
los protones etiquetados como H-3 y finalmente en 2.21 ppm encontramos a los protones
etiquetados como H-2 integrando para 2 y como multiplete. Cabe mencionar que los
hidrégenos de las posiciones H-1"" a H-6’" provenientes de las unidades monomeéricas de D-
glucopiranosa se encuentran en un diferente ambiente quimico dada su proximidad con el
anillo de triazol, de ahi que sean diferenciables del resto de unidades monoméricas de D-
glucopiranosa (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) del dendrimero PAMAM -tetra-
B-CD.
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7.5 Formacion de los complejos de inclusion entre el dendrimero PAMAM-tetra-p-
CD/Profarmacos 13a-c

El autoensamblaje de los profairmacos B-lactamicos 13a—c con el dendrimero PAMAM-tetra-
B-CD puede entenderse a partir de las interacciones intermoleculares que se favorecen bajo
condiciones de cosolvencia. En este sentido, la adicion de una cantidad limitada de MeOH
(hasta 1 mL) a los profarmacos en una proporcion molar 1:4, no solo facilita su solubilizacion
inicial, sino que modula el entorno del sistema, promoviendo la inclusion de los profarmacos
en las cavidades de B-CD, a través de la formacion del complejo de inclusion.

Posteriormente, esta solucidon se incorpora a una fase acuosa que contiene el dendrimero
PAMAM-tetra-B-CD, generando un sistema mixto donde el fendémeno de cosolvencia
desempefia un papel clave en la organizacion supramolecular. La agitacion prolongada a
temperatura ambiente permite alcanzar el equilibrio de ensamblaje, favoreciendo la
formacion de agregados estables. Finalmente, la liofilizacion del sistema conduce a la

obtencion de los ensamblados dendriticos 19a—¢ en rendimientos cuantitativos (Esquema
14).
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Esquema 14. Autoensamblaje de los profarmacos 13a-c con el PAMAM-tetra—B-CD para
formar los CI 19a-c.
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7.6 Analisis de los CIs del dendrimero PAMAM-tetra-B-CD/profarmacos 13a-c por
RMN 2D de efecto Overhauser

La caracterizacion de los ensamblados supramoleculares de los profarmacos 13a-¢ con el
dendrimero PAMAM-tetra-B-CD se efectué mediante la técnica bidimensional de RMN de
efecto Overhauser (NOESY), dada la proximidad espacial de los protones del anillo de Ad
pertenecientes en la estructura de los profarmacos 13a-c con los protones localizados dentro
de la cavidad de la B-CD, lo que genera interacciones H/H, en el que 4 unidades de cada
profirmaco se encuentran ensamblados en las cavidades de las B-CDs periféricas del
dendrimero, lo que proporciona evidencia concluyente de la formacién de Cls estables y
gobernados por interacciones anfitrion-huésped. Para el ensamblado supramolecular 19a, la
region correspondiente a los protones internos de la cavidad de la B-CD, se observan sefiales
bien definidas asignadas a H-3 (6 = 3.95-4.05 ppm) y H-5 (8 = 3.80-3.90 ppm), las cuales
resultan particularmente relevantes debido a su orientacion hacia el interior de la cavidad
hidrofobica. De manera significativa, se detectan correlaciones H/H cruzadas intensas entre
estos protones internos de la B-CD vy las sefiales alifaticas del anillo de Ad del profarmaco,
localizadas en la region de 6 = 1.45-1.75 ppm, destacando los contactos espaciales
observados alrededor de (82/61 = 1.62/3.91 ppm y 1.73/3.94 ppm). El patron global de
correlaciones NOESY, caracterizado por multiples contactos cruzados indican que las cuatro
unidades de B-CD ancladas al dendrimero participan de manera cooperativa en el ensamblaje
supramolecular con las cuatro unidades de profarmacos B-lactdmicos 13a (Figura 44).
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Figura 43. Asignacion de los protones presentes en el CI 19a.
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Figura 44. RMN 2D NOESY (500 MHz, D,0O) del ensamblado supramolecular 19a.

En contraste, el espectro NOESY de RMN del ensamblado supramolecular 19b de igual
forma evidencia de manera inequivoca la formacion de Cls anfitrion-huésped, en primera
instancia, en la region de los protones internos de la cavidad de la B-CD se identifican
claramente las sefiales correspondientes a H-3 y H-5 (6 = 3.85—4.00 ppm), orientados hacia
el interior hidrofobico, las cuales presentan correlaciones espaciales H/H bien definidas con
las sefiales alifaticas del nicleo Ad de las unidades de profarmacos 13b, localizadas entre o
~ 1.40 y 1.75 ppm. En particular, se observan contactos espaciales intensos en las
coordenadas aproximadas (02/01 = 1.64/3.91 ppm y 1.75/3.92 ppm), lo que confirma la
proximidad espacial directa entre el anillo de Ad y la cavidad de la B-CD. De manera
complementaria, se detecta una correlacion H/H débil pero reproducible entre sefiales
alrededor de 6 = 2.15 ppm correspondiente a los protones H-f del anillo de adamantano y los
protones H-5 y H-3 de la B-CD (6 = 3.93 ppm), lo que sugiere un ajuste conformacional
dindmico del invitado dentro de la cavidad. Cabe destacar que no se observan correlaciones
significativas entre los protones externos de la B-CD (H-2 y H-4) y las senales del Ad,
descartando interacciones superficiales y confirmando un verdadero proceso de inclusion
(Figura 46).
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Figura 45. Asignacion de los protones presentes en el CI 19b.
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Figura 46. Espectro de RMN 2D NOESY (500 MHz, D>O) del ensamblado
supramolecular 19b.

Finalmente, para el ensamblado supramolecular 19¢, el espectro bidimensional NOESY de
RMN se observa en la region correspondiente a los protones internos de la cavidad de la -
CD, las senales asignadas a H-3 y H-5 (& = 3.60-3.75 ppm), las cuales presentan multiples
correlaciones H/H con las sefiales alifaticas del profarmaco localizadas entre 6 = 1.30 y 1.90
ppm. En particular, se observan contactos espaciales en las coordenadas aproximadas (62/61
~ 1.86/3.64 ppm, 1.56/3.63 ppm, 1.48/3.63 ppm y 1.36/3.63 ppm), lo que confirma la
proximidad espacial H/H entre el anillo de Ad procedente del profdrmaco 13¢ y el interior de
la cavidad de la B-CD. Adicionalmente, se detectan correlaciones espaciales H/H entre los
metilos del anillo de penicilina del profarmaco en la region de 6 = 1.05—1.16 ppm y protones
de la B-CD situados a 6 = 3.37-3.39 ppm, correspondientes a los protones de externos H-2 y
H-4, lo que indica una proximidad espacial de los protones de los metilenos de la penicilina
con los de la superficie externa de la B-CD. En comparacion con los ensamblados previos
(19ay 19b), el ensamblado supramolecular 19¢ muestra una mayor densidad de interacciones
espaciales H/H entre los protones internos de la B-CD y el anillo de Ad del profarmaco 13c,
lo que sugiere un menor grado de movilidad conformacional y una interaccion anfitrion-
huésped—mas eficiente (Figura 48).
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Figura 47. Asignacion de los protones presentes en el CI 19c.
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Figura 48. Espectro de RMN 2D NOESY (500 MHz, D,0) del ensamblado
supramolecular 19c.

Con base en el andlisis de estas interacciones se demuestra la formacion de Cls entre los
profarmacos 13a-c y las unidades periféricas de B-CD del dendrimero PAMAM-tetra-B-CD
y asimismo se puede considerar como una plataforma innovadora para la carga de
antibioticos basada en interacciones supramoleculares— anfitrion-huésped.

7.7 Analisis por DSC de los CIs 19a-c

Se realizo la caracterizacion en estado solido de los CI entre el dendrimero PAMAM-tetra-
B-CD y los profarmacos 13a-c (etiquetados como 19a-¢) mediante estudios de DSC. En la
curva para el profarmaco 13a (linea negra, Figura 49), se observan las transiciones térmicas
descritas en la seccion 6.3. Por su parte, el dendrimero PAMAM-tetra-B-CD (linea roja,
Figura 49) presenta una transiciéon endotérmica entre 70-110 °C, correspondiente a la
pérdida de humedad; tras este intervalo, no se detectan otros cambios. Respecto a la MF entre
ambos componentes (linea azul, Figura 49), se aprecia una sefial entre 60-90 °C que coincide
con la pérdida de humedad del dendrimero. A temperaturas superiores, no se observa con
claridad el punto de fusion del profarmaco 13a, sino una transicion endotérmica a los 250 °C
vinculada a su degradacion. Esto confirma que en la MF no existen interacciones
supramoleculares.

Finalmente, el perfil térmico del CI 19a muestra un comportamiento significativamente
diferente al de sus precursores. Entre 60-80 °C ocurre una transiciéon endotérmica por pérdida
de humedad; esta sucede a una temperatura menor que en los componentes individuales
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debido a la presencia de moléculas de agua no ligada. Posteriormente, entre 200-230 °C (linea
verde, Figura 49), se observa otra transicion que no coincide con el punto de fusion del
profarmaco 13a, lo que sugiere la formacion de una nueva fase sdlida y comprueba la
obtencion del CL

13a

4 —— PAMAM-tetra-p-CD

| s MF PAMAM-tetra-i-CD/13a

Cl PAMAM-tetra-[3-CD/13a (19a)

Flujo de Calor (W/g)
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Figura 49. DSC del CI PAMAM-tetra--CD 19a.

La curva DSC para el CI 19b muestra los perfiles térmicos de cada componente, y las
transiciones térmicas para el profarmaco 13b se describen en la seccion 6.4, y el
comportamiento para el dendrimero PAMAM se describi6 en el parrafo anterior. Respecto a
la MF (linea azul, Figura 50) se observa una transicion endotérmica entre 60-90 °C que
coincide con la perdida de humedad del dendrimero PAMAM, posteriormente a 220 °C, se
observa una segunda transicion endotérmica que se asocia al punto de fusion del profarmaco
13b, de tal forma que ambas entidades conservan su comportamiento térmico como entidades
individuales. Por otra parte, el CI 19b entre el dendrimero PAMAM-tetra-b-CD/profarmaco
13b (linea verde, Figura 50), muestra la perdida de humedad entre 60-80°C, después de esta
temperatura no se observa ninguna otra transicion térmica, por ejemplo, ya no se observan
los eventos térmicos asociados al profarmaco 13b, lo que sugiere una formacion de CI en el
sistema dendritico, lo que confirma una interaccion anfitrion-huésped.
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Figura 50. DSC del CI PAMAM-tetra-B-CD 19b.

La curva DSC del ensamblado 19¢ revela en primera instancia, las transiciones térmicas
asociadas al profarmaco 13¢ previamente descritas en la seccion 6.5. Por otra parte, el
comportamiento del dendrimero PAMAM-tetra-f-CD muestra nuevamente el perfil
caracteristico de un s6lido amorfo con pérdida de agua en la superficie del dendrimero, asi
como en las cavidades de las unidades periféricas de la B-CD entre 80-120 °C (linea roja,
Figura 51). Por otra parte, la MF entre el dendrimero PAMAM/profarmaco 13c (linea azul,
Figura 51) muestra un evento endotérmico 60-80 °C la caracteristica perdida de humedad
en la muestra, después a 250 °C, una segunda transicién endotérmica atribuible al punto de
fusion del profarmaco 13¢, de esta manera se demuestra que los componentes individuales
conservan sus propiedades térmicas, es decir, el profarmaco 13¢ y el dendrimero PAMAM-
tetra-B-CD no generan una nueva fase solida. Finalmente, la curva DSC del CI 19¢ (linea
verde, Figura 51), muestra un pico endotérmico a los 90 °C, atribuible a la perdida de agua
superficial de la estructura dendritica, pero no en las cavidades de las unidades periféricas de
las B-CDs y no se observa ninguna otra transicion térmica hasta los 290 °C, la desaparicion
de los eventos asociados al profarmaco 13¢ y a la disminucion de la temperatura de perdida
de humedad, sugiere una formacion del Cls, de manera que se tiene evidencia de la formacion
de una nueva fase solida (Figura 51).
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Figura 51. DSC del CI PAMAM-tetra--CD 19c¢.

De esta manera se confirma la formacion de los Cls entre el dendrimero PAMAM-tetra-f3-
CDyy los profarmacos 13a-c, ya que los termogramas de los Cls evidencian que se ha formado
una nueva fase solida con respecto a las MFs y los respectivos profarmacos 13a-c¢ sin
conjugar con el dendrimero PAMAM, por lo cual, se demuestra la inclusion de los
profarmacos 13a-c en las cavidades de las unidades periféricas de B-CD.

7.8 Analisis del tamaiio de particula de los CIs 19a-c por la técnica de DLS

Se determind el tamafnio de particula por la técnica de DLS para los ensamblados 19a-c,
preparando las muestras a una concentracion de 540 uM en agua desionizada como se
analizaron los CI 14a-¢, se realizaron mediciones en 3 corridas de 13 repeticiones, con el
objetivo de analizar la naturaleza de autoorganizacion supramolecular de las unidades de
profarmaco en el dendrimero. El ensamblado 19a presenté un didmetro hidrodindmico
promedio (Z-average) de 5 431 nm, acompanado de un indice de polidispersidad (PDI) de
0.338, lo que evidencia la formacion de agregados supramoleculares de tamafio
micrométrico, con una distribucion relativamente amplia de tamanos, atribuible a procesos
de agregacion promovidos por la elevada densidad funcional, es decir, un sistema
supramolecular en donde se presenta un gran nimero de grupos funcionales activos
concentrados en un volumen o superficie molecular relativamente pequefio. Por otra parte, la
formacién de dichos agregados supramoleculares también puede deberse al efecto de
concentracion, es decir que las soluciones estan muy concentradas a 540 pM y esto promueve

85



la formacion de agregados. Por otra parte, el ensamblado 19b muestra un Z-average ain
mayor, con un didmetro hidrodindmico de 7 648 nm, con un PDI de 0.450, indicando una
poblacion altamente heterogénea y una marcada tendencia a la agregacion, lo que sugiere
que la naturaleza estructural del profarmaco 13b favorece interacciones intermoleculares
adicionales, tales como asociaciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno (atribuible al
hidroxilo en posicion para del fenilo del profarmaco), que conducen a la formacion de
ensamblados supramoleculares de gran tamafio y por ende una baja uniformidad coloidal. En
contraste con los resultados anteriores, el sistema 19¢ mostr6 un comportamiento
notablemente distinto, con un radio hidrodinamico promedio de 229.8 nm y un PDI de 0.279,
lo cual indica la formaciéon de nanoensamblados mucho més pequefios y relativamente
homogéneos, reflejando una organizaciébn supramolecular que permite obtener
nanoparticulas en solucion (Figura 52).
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Figura 52. Determinacion del tamafio de particula por DLS de los ensamblados 19a-c.

De esta manera, los resultados ponen de manifiesto que, si bien la arquitectura dendritica
promueve la formacion de agregados de gran tamafo en los ensamblados 19a y 19b, la
estructura quimica especifica del profarmaco en 13¢ en el ensamblado 19¢ permite modular
de manera efectiva el grado de agregacion, favoreciendo la obtencion de nanoestructuras mas
definidas y potencialmente mas adecuadas para aplicaciones farmacéuticas.
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CAPITULO VIII. CONCLUSIONES
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v Se disenaron y sintetizaron 3 profarmacos B-lactimicos de tipo penicilina: ampicilina,
amoxicilina y dicloxacilina a través de la incorporacion del /inker 10 via una reaccion de
esterificacion, estos profairmacos incorporan en su estructura un anillo de Ad que permite
ensamblarse de manera especifica con la B-CD con rendimientos quimicos entre 50-85 %
y se caracterizaron mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H, "*C-DEPTQ, FT-IR y
DART", de modo que se establecieron condiciones dptimas de reaccion para su obtencion.

v Se determino la cinética de hidroélisis de los 3 profarmacos B-lactamicos obtenidos 13a-c
en S.A (pH = 1.2), los cuales muestran una hidroélisis controlada por pH acido y un
comportamiento de hidrélisis prolongada hasta las 72 h.

v Se demostr6 la formacion de CI entre los profarmacos 13a-¢/B-CD, dada la incorporacion
de un anillo de Ad en la estructura de los profarmacos, lo que permitid que se
autoensamblaran de manera especifica con la cavidad de la B-CD.

v Se determind el tamafio de particula de los CI 14a-c a través de estudios por DLS; los
cuales presentan tamafos de radio hidrodindmico promedio (Z-average) de: 145.3 nm
para 14a, 150.9 nm para 14b y el CI 14¢ exhibid tamafio hidrodindmico promedio de 135.5
nm a una concentracion de 540 pM.

v Se sintetizo el dendrimero PAMAM-tetra-B-CD a través de quimica click via una sintesis
divergente y se realizé el autoensamblaje entre los profarmacos 13a-c¢ para formar los
correspondientes CIs 19a-c¢, mostrando que el dendrimero PAMAM-tetra-B-CD tiene la
capacidad de cargar 4 unidades de profarmaco en su estructura dendritica mediante
experimentos de Resonancia Magnética Nuclear en 2D de efecto Overhauser.

v Se obtuvo una nueva plataforma dendritica como un sistema de liberacion de antibidticos
B-lactamicos de tipo penicilina, cuyo sistema y disefio responde a una liberacion
controlada por pH 4cido, el disefio responde a una propuesta para mejorar el perfil
biofarmacéutico de antibidticos B-lactdmicos y con esto disminuir los efectos adversos de
las formas farmacéuticas convencionales.
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CAPITULO IX. SECCION EXPERIMENTAL
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9.1 Informacion general

Los reactivos fueron adquiridos de la casa Merck-Sigma Aldrich-México y otras
distribuidoras de materiales, asi como reactivos y equipos de laboratorio. Los reactivos se
emplearon sin purificacion adicional, exceptuando la destilacion de los disolventes para
cromatografia en columna flash. Todas las reacciones se llevaron a cabo en atmoésfera de
Argon, excepto en la formacion de complejos de inclusion con B-CD. El seguimiento de las
reacciones se realizd por cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés, en
laminas de aluminio gel de silice 60 F254), las placas se visualizaron con lampara de luz UV
o empleando un revelador quimico, yodo o solucion de KMnOg4. La purificacion de los
productos se realiz6 mediante cromatografia en columna flash empleando gel de silice Merck
60® (200-400 nm).

Se empled un espectrofotoémetro UV-vis VE-5600UV PC para cuantificar la cantidad de
antibiodtico libre de cada cinética de hidrolisis, empleando las correspondientes curvas de
calibracion y se empled un espectrometro infrarrojo por transformada de Fourier NICOLET
6700 para la caracterizacion de los productos obtenidos. Por otra parte, se utilizd un
espectrometro de masas JEOL JMS-T100LP AccuTOF para la adquisicion de espectros
DART". Los espectros de RMN se adquirieron con un espectrometro Varian Bruker Advance
IIT HD de 500 MHz. Las constantes de acoplamiento (J) se encuentran dadas en Hertz (Hz),
los desplazamientos quimicos (8) se reportaron en partes por millén (ppm) con respecto a la
referencia interna de Tetrametilsilano (TMS) y utilizando Cloroformo deuterado (CDCl3),
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) y agua deuterada (D>O) como disolventes.

La multiplicidad de las sefiales se expresa con las siguientes abreviaturas: s para indicar una
sefial simple, d para una sefial doble, t para una sefial triple, m para una sefial multiple y sa
para una sefal ancha, empleando en ocasiones combinaciones de ellas

9.2 Métodos generales

9.2.1 Preparacion de revelador de KMnO4

En un recipiente &mbar se afadio 1 g de KMnOy y se afiadieron 100 mL de H>O desionizada,
se agitd hasta obtener una solucion homogénea, posteriormente se afadieron 10 mL de una
solucion acuosa de NaOH al 10 % (H>O desionizada) y de igual forma se agit6 bien la mezcla
para homogenizar.

9.2.2 Preparacion de S.A. pH =1.2

Se siguid el método establecido por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos en su
edicion 2021. En un matraz volumétrico de 100 mL, se mezclaron 25 mL de una solucion
acuosa 0.2 M de KCl y 42.5 mL de una solucién de HC1 0.2 M y se llevo a volumen con agua
desionizada (para las soluciones de HCI y KCl se utiliz6 igualmente agua desionizada).
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9.2.3 Preparacion de las cinéticas de hidrolisis

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se anadieron 30 mL de S.A. pH = 1.2, posteriormente,
el matraz Erlenmeyer se colocd en una manta de calentamiento a 37 °C y se dejé durante un
lapso de 15 minutos para alcanzar el equilibrio. Posteriormente, se afiadio la cantidad de
profarmaco para llevar a una concentracion de 0.2536 mM (para los 3 profarmacos) y se
cubrio el matraz Erlenmeyer con aluminio. Se tomaron alicuotas de maximo 2 mL en
intervalos de tiempo de 1, 3, 5, 7, 9, 12, 24, 48 y 72 horas, una vez tomada la alicuota se
procedio a realizar las mediciones en el espectrofotometro de UV-vis.

9.2.4 Determinacion del tamafio de particula por DLS

Para los CI 14a-c, se prepararon soluciones a una concentracion constante en todos los casos
de 540 uM en agua desionizada, posteriormente cada CI se filtr6 a través de un filtro de 0.45
um, posteriormente cada muestra se analiz6 en el equipo de DLS con el sofiware Zetasizer,
y se determino el tamafio de particula por triplicado.

Para los CI 19a-c, de igual forma se prepararon soluciones a una concentracion constante de
540 uM en agua desionizada y se repiti6 el procedimiento anterior; fueron filtrados y llevados
al equipo para su andlisis de igual forma por triplicado.

Los parametros en que se configurd el equipo para todos los ensayos fueron: indice de
refraccion de 1.590 con absorcion de 0.01 con 3 corridas de 13 repeticiones.

9.2.5 Preparacion de los analisis de DSC/TGA

Los parametros de los analisis DSC y TGA que se utilizaron para el analisis de los CI 14a-¢
fueron; rampa de calentamiento de 10 °C/min, sobre una atmdésfera de nitrogeno y empleando
portamuestras de aluminio de 40 pL. Estos mismos pardmetros fueron empleados para los
analisis DSC y TGA de los CI 19a-c.

9.2.6 RMN de antibioticos pB-lactamicos

Ampicilina (12a)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.59 — 7.44 (m, 2H, H-2”, H-6), 7.35 (m, 1H, H-4"), 7.33
—7.25 (m, 2H, H-3”, H-5”), 5.47 (dd, J = 8.4, 4.0 Hz, 1H, H-6), 5.36 (dd, J = 23.4, 4.0 Hz,
1H, H-5),4.77—-4.70 (m, 1H, H-2"), 4.09 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H-2), 1.54 (s, 3H, H-CH3), 1.41
(s, 3H, CH3). 3C NMR (126 MHz, DMSO) § 173.09 (C-7), 170.99 (C-COOH), 169.14
(C.1°),137.65 (C-17), 128.28 (C-2”, C-67), 127.84 (C-4”), 126.81 (C-3”, C-57), 71.82 (C-2),
66.95 (C-5), 64.02 (C-3), 57.69 (C-6), 56.92 (C-27), 30.91 (C-CH3), 26.86 (C-CH3).
Amoxicilina (12b)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.24 — 7.21 (m, 2H, H-2"’, H-6""), 6.76 — 6.71 (m, 2H, H-
3’. H-5), 5.45 (q, J = 4.2 Hz, 1H, H-6), 5.36 (d, J = 4.0 '*C NMR (126 MHz, DMSO) &
173.0 (C-7)5, 170.61(C-COOH), 169.15 (C-17), 157.43 (C-47), 129.41 (C-17), 128.52 (C-2",
C-6), 115.10 (C-37, C-57), 72.30 (C-2), 66.81 (C-5), 64.11 (C-3), 57.50 (C-6), 56.04 (C-2°),
30.91 (C-CH3), 27.00 (C-CHa).
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Dicloxacilina (12c¢)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.07 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-4’-CONH), 7.64 (ddd, J = 8.1,
6.6, 1.3 Hz, 2H, H-3”, H-5"), 7.60 — 7.55 (m, 1H, H-4"), 5.41 (dd, J="7.8, 3.9 Hz, 1H, H-6),
5.37 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-5), 3.86 (s, 1H, H-2), 2.73 (s, 3H, H-5", CH3), 1.44 (d, J = 12.1
Hz, 6H, H-3, CH3).!3C NMR (126 MHz, DMSO) § 172.14 (C-5"), 171.94 (C-7), 169.40 (C-
2-COOH), 159.52 (C-4’-CONH), 157.32 (C-3"), 134.79 (C-27), 134.45 (C-67), 132.65 (C-
4”), 128.64 (C-37, C-57), 126.72 (C-17), 112.18 (C-4"), 73.87 (C-2), 66.80 (C-5), 64.55 (C-
3), 57.95 (C-6), 32.52 (C-3, CH3), 27.30 (C-3, CH3), 12.90 (C-5", CHs).
9.3 Métodos sintéticos
Preparacion del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10.
A un matraz bola de 25 mL provisto de un agitador
Ccl. O. O magnético se le afiadieron 600 mg (3.32 mmol, 1.0 eq)
Y \[C]: \/\Q de 1-adamantan-etanol 9, el matraz se sell6 y se purgd
con atmosfera de Argon. Una vez purgado se afiadieron
5 mL de CH:Cl; anhidro y posteriormente se le afiadieron
1.15 mL (6.65 mmol, 2 eq) de DIPEA o EtsN gota a gota. Una vez anadida la base, se
afiadieron 0.59 mL (6.65 mmol, 2 eq) de cloroformiato de 1-cloroetilo gota a gota y la mezcla
de reaccion se dejo en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente. El crudo de
reaccion se lavo con una solucion acuosa de HCI 1 N, una solucién acuosa saturada de NaCl

10

y agua. La fase organica se secd con NaxSO4 anhidro, se filtr6 y se concentr6 al vacid para
obtener el compuesto 10 (1.236 g, 4.3216 mmol, 98 % de rendimiento quimico) en forma de
un aceite ligeramente amarillo. FTIR: 2899.50 (C-H), 1759.75 (C=0), 1450.23 (C-Cl),
1132.92 (C-0) cm™. '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 6.43 (q, ] = 5.8 Hz, 1H, H-1"), 4.33 —
4.21 (m, 2H, H-1), 1.95 (dt, J = 6.2, 2.4 Hz, 3H, H-B), 1.83 (d, J = 5.8 Hz, 3H, H-2""), 1.74 —
1.60 (m, 6H, H-y), 1.53 (m, 6H, H-a), 1.51 — 1.48 (m, 2H, H-2). 3*C NMR (126 MHz, CDCls)
0 153.12 (C=0), 84.65 (C-17), 65.81 (C-1), 42.56 (C-a), 42.30 (C-2), 37.08 (C-y), 31.85 (C-
quat-adamantan), 28.66 (C-pB), 25.38 (C-2”). LRMS (DART") calculado para CisH23C103 [M
+ H] m/z 287, encontrado [M + H] m/z 287.

Preparacion del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-yodoetilo) 11.
A un matraz bola de 25 mL se le coloco un agitador
Il. O. O magnético y 0.302 g (1.0529 mmol) del carbonato de 2-
Y \g/ \/\Q adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10 y se le afiadieron
0.473 g de Nal (3.1589 mmol, 3 eq), el matraz se sello y

se purgd con Argén. Posteriormente, se le afiadieron 10
mL de acetona anhidra, el matraz se coloco en una malla de calentamiento a 40 °C y se cubrid

1"

con aluminio durante 24 horas. Posteriormente, se retird la agitacion y el disolvente se retird
al vacio. Se realizaron lavados DCM: Na>SOs al 10 % y H>O. La fase orgénica se seco con
NazS04 y posteriormente se evapor6 el disolvente al vacio para obtener un liquido amarillo
oscuro con un rendimiento quimico del 72 % (0.286 g, 0.7561 mmol). 'H NMR (500 MHz,
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CDCls) § 6.43 (q, J = 5.8 Hz, 1H, H-1"), 4.31 — 4.22 (m, 2H, H-1), 1.94 (m, 3H, H-p), 1.83
(d,J=5.8 Hz, 3H, H-2"), 1.73 — 1.60 (m, 2H, H-2)1.56 — 1.46 (m, 12H, H-y, H-0). >*C NMR
(126 MHz, CDCls) 8 153.12 (C=0,) 84.65 (C-17), 65.80 (C-1), 42.91 (C-2"), 42.55 (C-8"),
40.86 (C-17), 40.41 (C-9"), 37.23 (C-4"), 37.15 (C-2), 37.11 (C-6"), 37.06 (C-10"), 28.79 (C-
3), 28.72 (C-5), 28.66 (C-7"), 25.37 (C-2).

Preparacion del profarmaco B-lactamico 13a.
NH, A un matraz bola de 25 mL provisto de un

mn H agitador magnético se le agregaron 250 mg de
:l;@L ampicilina (0.7154 mmol), 932 mg de Cs,COs
N

© o 4 (2.8616 mmol, 4 eq) y 27.3 mg de KI (0.1645
o//\0 mmol, 0.1 eq respecto a 10). Por otra parte, en

)\ 0 otro matraz se pusieron 417 mg del linker 10

o ° (1.6456 mmol, 2.4 eq). Posteriormente, ambos

matraces se sellaron y se purgaron con atmosfera
de Argon durante 10 minutos, una vez
transcurrido el tiempo se le afiadieron 3 mL de
DMF anhidra al matraz con la Ampicilina y se
colocd en una manta de calentamiento a 40 °C. Posteriormente se afiadieron 3 mL de DMF
anhidra al matraz con el linker 10 y se transfirid via canula al matraz que contenia la
ampicilina, la mezcla de reaccion resultante se dejo en agitacion y atmosfera de Argon a 40
°C durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo, la DMF se evaporé a presion reducida

y al crudo de reaccion resultante se le realizaron lavados DCM: NaCl acuoso y H20. La fase
organica se secd con NaxSO4 y posteriormente se evaporo el disolvente. Posteriormente, se
realizd una cromatografia en columna abierta utilizando un sistema de elucion 9:1 DCM:
MeOH. Las fracciones en donde se encontrd el compuesto se evaporaron y se secaron en
vacio para obtener el profarmaco 13a y se mantuvo secando en vacio, hasta obtener un s6lido
rojo oscuro con un rendimiento quimico del 80 % (356.2 mg, 0.5939 mmol). FT-IR 3285.20
(N-H), 3278.45 (N-H), 2955.42 (C-H), 2885.03 (C-H), 2861.89 (C-H), 2818.50 (C-H),
1696.11 (C=0), 1677.79 (C=0), 1228.45 (C-N), 1201.45 (C-0), 1056.82 (C-O) cm™. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7.50 (dd, J = 7.8, 7.5 Hz, 3H, H-2"’, H-6""), 7.35 (ddd, J =
7.8,4.4,2.4 Hz, 3H, H-5"’, H-3"’, H-4""), 6.89 (q, J = 5.6 Hz, 1H, H-2"""), 5.26 (s, 1H, H-
2%),4.65 (d, J=12.5 Hz, 1H, H-5), 4.58 (d, /= 10.2 Hz, 1H, H-6), 4.01 (m, 2H, H-5"""), 3.71
(s, 1H, H-2), 1.89 (m, 3H, H-B), 1.61 (m, 3H, H-3"""), 1.57 — 1.38 (m, 14H, H-y, H-0, H-
6>>*), 1.07 (m, 6H, CH3-3). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 172.86 (C-7), 171.32 (C-1"""),
168.39 (C-17), 152.90 (C-5""), 139.58 (C-1""), 128.25 (C-2"*, C-6"), 128.02 (C-3"°, C-57),
127.59 (C-4""), 89.22 (C-2""’), 71.81 (C-2), 70.23 (C-5), 63.07 (C-3), 62.41 (C-5’""), 61.91
(C-6), 59.39 (C-2’), 47.44 (C-B), 41.94 (C-a), 37.42 (C-6"""), 36.25 (C-y), 31.76 (C-
cuaternario-Adamantano), 28.08 (CHsz, CHs, C-3),20.21 (C-3""). LRMS (DART") calculado
para C31H4N307S [M + H] m/z 600 observado [M + H] m/z 600.
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Preparacion del profarmaco B-lactamico 13b.

NH, En un matraz bola de 25 mL se le afiadieron

mn H 316 mg de amoxicilina (0.8663 mmol),
HO :];T/\S)L 1.129 g de Cs2COs3 (3.4652 mmol, 4 eq), 37
N

© o 4 mg de KI (0.2252 mmol, 0.1 eq respecto al
0//\0 linker 10) y un agitador magnético. El

o matraz se sello y se purgo6 con atmosfera de

o)\ ° argon durante 10 minutos y se colocd en una

manta de calentamiento a 40 °C y se le
afiadieron 3 mL de DMF anhidra. Por otra
parte, en un matraz adicional se afadieron
646 mg del linker 10 (2.2524 mmol, 2.6 eq),
el matraz se sell6 e igualmente se purgd con atmosfera de Argoén durante 10 minutos,

transcurrido el tiempo se afiadieron 4 mL de DMF anhidra y se trasvaso via cénula al otro
matraz. La mezcla resultante se dejo en agitacion, atmosfera de argon y a 40 °C durante 2
dias. Una vez transcurrido el tiempo el disolvente se evaporo a presion reducida, se realizaron
lavados DCM: NaCl acuoso y H20, a la fase orgénica se le afiadié Na>2SO4 y posteriormente
se evapor¢ el disolvente. La mezcla resultante se sometio a una cromatografia en columna
comenzado con 100 % DCM, hasta una proporcion 9:1 DCM: MeOH. Las fracciones en
donde se encontr6 el compuesto se evaporaron y se secaron en vacio. De esta manera se
obtuvo el profarmaco 13b con un rendimiento quimico del 50 % (253 mg, 0.4108 mmol)
como un s6lido rojo oscuro. FTIR 3298.69 (N-H), 3290.02 (OH), 2892.75 (C-H), 2888.89
(C-H), 2836.82 (C-H), 1696.11 (C=0), 1677.79 (C=0), 1231.35 (C-N), 1189.88 (C-0),
1052.96 (C-O) cm™'. '"H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 7.24 — 7.16 (m, 2H, H-6"’, H-2""),
6.99 — 6.86 (m, 1H, H-2"""), 6.76 — 6.70 (m, 2H, H-3"", H-5""), 6.10 (s, 1H-2"), 4.96 (s, 1H,
H-5), 4.29 — 4.18 (m, 3H, H-6, H-5°""), 3.44 (td, J= 7.7, 4.4 Hz, 1H, H-2), 1.92 (m, 5H, H-
6’”’, H-B), 1.60 (s, 6H, H-y), 1.46 (s, 6H, H-0, H-3"""), 1.24 (m, 3H, H-6’""), 1.07 (s, 6H,
CHs-3). *C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 171.56 (C-7) 161.61 (C-1°), 159.31 (C-1>""),
153.00 (C-4""), 149.29 (C-4>""), 121.82 (C-2",C-6"), 119.04 (C-1""), 114.86 (C-3”*, C-5""),
87.34 (C-2""7), 72.88 (C-2), 70.53 (C-5), 64.98 (C-3), 56.24 (C-5"""), 47.93 (C-6), 46.92 (C-
2’), 42.28 C-6"""), 41.80 (C-a), 36.45 (C-y), 31.31 (C-cuaternario-Adamantano), 28.06 (C-
B), 27.94 (CH3, CH3 C-3), 20.12 (C-3"""). LRMS (DART") calculado para C31H42N3OsS [M
+ H] m/z 616, encontrado [M + H] m/z 616.
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Preparacion del profarmaco B-lactamico 13c.

Se siguid el mismo procedimiento que en
preparacion de los profarmacos anteriores. Se
pesaron 263 mg de dicloxacilina (0.5603
mmol), 730 mg de Cs>CO3 (2.2412 mmol, 4
eq), 24 mg de KI (0.1457 mmol, 0.1 eq
respecto al /inker 10) y 418 mg del linker 10
g ° (1.457 mmol, 2.6 eq). Al final, se obtuvo el
profarmaco deseado 13¢ con un rendimiento
quimico del 85 % (342 mg, 0.4745 mmol)
como un soélido rojo oscuro. FTIR: 2960.24
(C-H), 2888.89 (C-H), 2822.36 (C-H),
1736.61 (C=0), 1728.90 (C=0), 1693.22 (C=0), 1658.51 (C=C), 1413.59 (C=CH),
1067.42 (C-0), 1059.71 (C-O) cm’’. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.69 — 7.48 (m,
3H, H-57, H-4”, H-3), 6.77 (q, J = 5.2 Hz, 1H, H-2"""), 5.58 (dd, J = 7.5, 4.2 Hz, 1H, H-6),
5.48 (dd, J=17.5, 4.1 Hz, 1H, H-5), 3.44 (m, 1H, H-2), 3.18 — 3.10 (m, 2H, H-5"""), 2.75 —
2.67 (s, 3H, CHa3), 1.89 (m, SH, H-B, H-6"""), 1.68 — 1.53 (m, 12H, H-y, H-a), 1.43 (d, 3H,
H-3°""), 1.27 — 1.20 (s, 3H, CH3), 1.10 (s, 3H, CH3). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
182.12 (C-5”), 176.38 (C-7), 170.73 (C-1"""), 165.55 (C-CONH), 158.01 (C-3"), 145.65 (C-
4°7),134.46 (C-6°,C-2""), 132.12 (C-4""), 129.47 (C-5"°,C-3""), 126.84 (C-1""), 113.40 (C-
4%),95.93 (C-2°""), 76.94 (C-2), 70.72 (C-5), 69.15 (C-3), 64.56 (C-6), 56.24 (C-5"’), 46.92
(C-a) 42.28 (C-6""), 36.66 (C-y), 31.30 (C-cuaternario-Adamantano), 28.05 (C-B), 27.92
(CHs, CHs, C-3), 22.11 (C-3"""), 13.46 (CH3, C-5°). LRMS (DART") calculado para
C34H40C12N30sS [M + H] m/z 720.1835, encontrado [M + K] m/z 758.

Método general para la preparacion de los Cls 14a-c.

En un vaso de
precipitados de 10 mL
provisto de un agitador
magnético se afiadieron
79.8 mg de B-CD
(0.0703 mmol, 1 eq), y 4
mL de agua desionizada.
En otro wvial se
disolvieron 42.2 mg del
profarmaco 13a (0.0703,
mmol, 1 eq) en 0.7 mL
de MeOH, una vez
disuelto se anadid gota a gota al vaso de precipitados que contenia la B-CD y se dejo en
agitacion durante 12 horas. Transcurrido el tiempo la mezcla obtenida se someti6 a un
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proceso de liofilizacion para obtener al CI 14a en proporciones cuantitativas (122 mg) como

un polvo color beige. Este procedimiento se realiz6 de igual forma con los profarmacos 13b

y 13c.

¢ Las cantidades empleadas para obtener al CI 14b fueron 78.3 mg de f-CD (0.0690 mmol,
1 eq) y 42.5 mg de 13b (0.0690 mmol, 1 eq).

*¢ Por otra parte, se emplearon 65.8 mg de B-CD (0.058 mmol, 1 eq) y 41.8 mg del
profarmaco 13c. para asi obtener al CI 14¢ de igual forma en proporciones cuantitativas.

Preparacion de la mono-tosil-B-CD 15.

OH En un vaso de precipitado de 250 mL
\©\s/9 provisto de un agitador magnético se
o \0 o HO afiadieron 2.875 g (2.5330 mmol) de B-CD,
se afiadieron 50 mL de agua destilada hasta
d-' obtener una dispersion, posteriormente, se
o \°H afiadieron 1.240 g (3.7995 mmol, 1.5 eq) de
HO OH Ts20 y 13 mL adicionales de agua destilada
OH Ho"J o hasta dispersar la mezcla de reaccion la cual
OH OHO . o
5 o HO dej6 en agitacion durante 2 horas.
o Transcurrido este tiempo se afiadieron 12.5
HO 15 OH

mL de una solucién de NaOH al 10 % y de
dejo 10 minutos mas en agitacion. Posteriormente, se filtr6 en vacio. La mezcla resultante se
enfrio a 0 °C y se llevo a pH = 8 con NH4Cl. Se dejé en reposo durante 12 horas y
posteriormente se realizO una decantacion de la mezcla resultante, se realizaron

recristalizaciones con una mezcla acetona: agua (90:10) para su purificacion. Este
procedimiento se realiz6 4 veces hasta obtener un polvo blanco con un rendimiento quimico
del 51 % (718 mg, 0.5569 mmol). 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 7.75 (d, J= 8.2 Hz, 2H,
H-2’, H-6""), 7.43 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H-3*’, H-5"), 5.82 (d, /= 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.71 (m,
6H, H-1"), 4.84 (dd, J= 3.8, 3.8 Hz, 6H, H-3), 4.76 (dd, 1H, H-3"), 4.48 (td, /= 5.8, 2.6 Hz,
6H, H-5), 4.39 —4.31 (m, 1H, H-6), 4.19 (dd, /= 11.2, 6.5 Hz, 1H. H-5"), 3.64 (d, J=7.2
Hz, 12H, H-6), 3.59 (d, J = 8.8 Hz, 6H, H-2), 3.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-2"), 3.29 (dd, J =
9.8, 3.6 Hz, 6H, H-4), 3.21 (s, 1H, H-4"), 2.43 (s, 3H, CH3). '*C NMR (126 MHz, DMSO-
ds) 6 144.81 (C-4""), 132.68 (C-1""), 129.90 (C-3"°, C-5""), 127.59 (C-2"’, C-6"’), 102.25 (C-
1),101.90 (C-1), 101.29 (C-1), 81.91 — 80.99 (C-4), 80.78 (C-4’), 73.07 (C-2’) 72.96—71.74
(C-2,C-3’,C-3,C-5, C-5), 68.81 (C-6) 60.03-58.93 (C-6), 21.21 (C-CHs).
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Preparacion de la mono-azido--CD 16.

OH A un matraz bola de 25 mL con agitador
o % magnético se le afiadieron 538 mg de la mono-
N%ﬂm OHp. O tosil-B-CD 15 (0.4173 mmol) y 81.3 mg de NaNs
b Ho% (1.2519 mmol, 3 eq), posteriormente el matraz
HO d se sello y se purgd con atmosfera de Argon
o \°H o durante 10 minutos para afadirle 5 mL de DMF
HO OH OH | anhidra y se coloc6 en una manta de
HO"] O calentamiento a 80 °C, se dejo en agitacion y

OH oH OHO ] )
%?/0 % atmoésfera de Argéon durante 48 horas.
o Transcurrido el tiempo, se preparé un bafio de
HO 16 OH acetona fria en un vaso de precipitados de 100

mL y se le afiadi6 el crudo de reaccion gota a
gota, posteriormente se filtrd al vacio la mezcla resultante. El solido recuperado se suspendid
en 2 mL de agua y se recristaliz6 con un exceso de acetonas (50 mL). Este procedimiento se
realiz6 por triplicado para obtener el compuesto con un rendimiento quimico del 80 % (0.377
g, 0.325 mmol) como un polvo blanco. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 5.75 — 5.70 (m,
6H, H-1), 5.61 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-H1’), 4.87 (m, 1H, H-3"), 4.82 (m, 6H, H-3), 4.57 —
4.53 (m, 1H, H-5), 4.52 — 4.40 (m, 6H, h-5), 3.80 —3.71 (m, 2H, H-6’), 3.68 —3.53 (m, 12H,
H-6), 3.41 (m, 1H, H-2"), 3.37 (ddd, J=9.3, 6.1, 2.5 Hz, 6H, H-2), 3.32 — 3.27 (m, 7H, H-4,
H-4%). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 102.29 (C-1"), 102.16 — 101.76 (C-1), 101.60 (C-
1), 82.99 (C-4’), 82.13 — 81.08 (C-4), 73.37-71.73 (C-2, C-2°, C-3, C-3’, C-5, C-5°), 70.19
(C-2), 60.47-59.41 (C-6), 51.10 (C-6).

Sintesis del PAMAM-tetra-alquino terminal 18.

(o)
/\O \/\ Ji /j/HJN@

N
/\om\/\ 7§’/\/\ o=

En un matraz bola de 100 mL provisto de un agitador magnético se afiadieron 515 mg (2.7
mmol, 5.6 eq respecto al PAMAM G=0) del compuesto 16, 727 mg (3.79 mmol, 1.4 eq
respecto al compuesto 16) de EDCHCI y 366 mg (2.7 mmol, 1 equivalente respecto al
compuesto 16) de HOBt, el matraz se selld y se purgd con atmoésfera de Argon durante 10
minutos y se le afiadieron 14 mL de DMF anhidra. Y se dejo en agitacion durante 4 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadid gota a gota una solucion del dendrimero

98



PAMAM GO (250 mg, 0.483 mmol) en DMF (2 mL), la mezcla resultante se mantuvo en
agitacion, atmoésfera de Argéon y a 35 °C durante 3 dias. El disolvente se evapord al vacio. El
crudo de reaccion se recristalizd con metanol para asi obtener al PAMAM-tetra-alquino
terminal como un polvo blanco y un rendimiento quimico del 98% (571 mg, 0.4488 mmol).
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.06 — 7.92 (m, 8H, NH), 7.20 — 7.12 (m, 8H, H-2’, H-6"),
6.93 — 6.85 (m, 8H, H-3’, H-5"), 4.74 (d, J = 2.4 Hz, 8H, H-1""), 3.53 (t, /= 2.4 Hz, 4H, H-
3’), 3.31 (s, 8H, H-8), 3.10 — 3.04 (m, 16H, H-6, H-5), 2.68 — 2.60 (m, 8H, H-3), 2.44 (s,
4H, H-1), 2.19 (t, J = 7.1 Hz, 8H, H-2). °C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.49 (C-4),
170.56 (C-7), 155.80 (C-4’), 129.95 (C-6’, C-27), 129.03 (C-1"), 114.57 (C-3°, C-5"), 79.37
(C-27), 78.08 (C-3"), 55.33 (C-17"), 50.78 (C-1), 49.57 (C-2), 41.46 (C-8), 38.47 (C-6),
38.27 (C-5), 33.10 (C-3).

Sintesis del PAMAM-tetra-f-CD 18.

OH

OH

S Yo' z
H N

N (o)
oH N\/\ o N 1:\ o %

N H 0 OH
HO o o o o H ° NN oH HO~~ OHO
oHd, n=N Ho > -0
HO OH L &0
OH o N PAMAM-tetra-g-CD HO
o 0

HO, OH

O’ LoH o, (o)
HO OH OH
HOJ O
%*‘b@rg °

En un matraz bola de 50 mL se afiadieron 188 mg del PAMAM-tetra-alquino 18 (0.1567
mmol) y 800 mg de la mono-azido-B-CD 17 (0.6896 mmol, 4.4 eq), el matraz se sello y se
purg6 con atmosfera de Argén y se le anadieron 5 mL de DMSO anhidro y se volvio a purgar
nuevamente con atmosfera de Argon. Posteriormente, se coloco el matraz en una manta de

calentamiento a 80 °C. Por otra parte, en un vial pequefio se anadieron 36 mg de ascorbato
sodico (0.2068 mmol, 1.32 eq respecto a 18) y 12.9 mg de CuSO45H>0 (0.517 mmol, 0.33
eq respecto a 18), posteriormente se anadieron 0.5 mL de H>O desionizada, se mezcld
completamente y se afiadio gota a gota mediante una jeringa al matraz y se mantuvo agitacion
y temperatura durante 3 dias. El disolvente se evaporo6 en vacio y la mezcla resultante se le
anadid acetona fria, se filtr6 y se realizaron recristalizaciones con acetona. El solido
resultante se disolvid en agua destilada para su purificacion mediante columna de exclusion
molecular. Las fracciones colectadas fueron sometidas a un proceso de liofilizacién para
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obtener el dendrimero PAMAM-tetra--CD como un polvo blanco con un rendimiento
quimico del 90 % (820 mg, 1402 mmol). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.14 (s, 4H, H-
9%), 8.09 — 7.96 (m, 8H, N-H), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 8H, H-2’, H-6’), 6.95 (d, /= 8.2 Hz, 8H,
H-3’, H-5"), 5.87 (s, 8H, H-7"), 5.70 (s, 24H, H-1"""), 5.63 — 5.61 (m, 4H, H-1""), 4.88 — 4.87
(m, 4H, H-3""), 4.83 (s, 24H, H-3""), 4.77 (s, 4H, H-5"), 4.45 (s, 24H, H-5"""), 4.29 (s, 4H,
H-6"), 3.99 (s, 4H, H-6""), 3.77 — 3.75 (m, 4H, H-2""), 3.68 — 3.64 (m, 48H, H-6"""), 3.63 —
3.62 (m, 24H, H-2"""), 3.56 — 3.53 (m, 28H, H-4’’, H-4’""), 3.42 (s, 8H, H-8), 3.08 (s, 16H,
H-6, H-5), 2.95 — 2.88 (m, 4H, H-1), 2.43 (s, 8H, H-3), 2.21 (s, 8H, H-2). 3C NMR (126
MHz, DMSO-ds) 6 171.49 (C-4), 170.70 (C-7), 156.78 (C-4’), 142.56 (C-9’), 130.04 (C-6".
C-2’), 128.54 (C-1), 125.49 (C-8’), 114.42 (C-3°, C-57), 101.95 (C-1"’, C-1"""), 82.99 (C-
47, 81.87 (C-4>""), 73.05 - 72.04 (C-2°,C-2>, C-3,C-3""", C-5°, C-5"""), 69.96 (C-6""),
60.94 - 59.92 (C-6>’, C-6""), 59.04 (C-7) 51.10 (C-1), 50.35 (C-2), 41.47 (C-8) 38.49 (C-
6), 38.30 (C-5), 32.94 (C-3).

Método general para la preparacion de los Cls 19a-c.

En un vial de 5 mL con agitador
magnético, se aiadieron 40 mg
del dendrimero PAMAM-tetra-
B-CD (6.8429 x 10~ mmol) y se
afladieron 2 mL de agua
desionizada. En otro vial, se
disolvieron 164 mg del
profarmaco 13a (0.0273 mmol,
4 eq) en 0.7 mL de MeOH. Una
vez disuelto el profarmaco se
afiadio gota a gota a la solucion
del dendrimero y se dejo en
agitacion toda la noche.
Posteriormente, la  mezcla

resultante fue sometida a un
proceso de liofilizacion para
obtener el CI 19a de forma
cuantitativa (56 mg). Este
procedimiento se realizd de

igual forma en la preparacion de los CIs 19b y 19c.

¢ Las cantidades empleadas para preparar el CI 19b fueron 50 mg del dendrimero PAMAM-
tetra-B-CD (8.5537x107 mmol, 1 eq) y 21.5 mg del profarmaco 13b (0.0350 mmol, 4 eq).

¢ En contraste, para la preparacion del CI 19¢ se emplearon 30 mg del PAMAM-tetra-B-CD
(5.1322x107 mmol, 4 eq) y 15.1 mg del profarmaco 13¢ (0.0210 mmol, 4 eq).
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ANEXO
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Asignacion del carbonato de 2-adamantan-1-il-etilo (1-cloroetilo) 10.
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Asignacion de la Amoxicilina 12b.
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Espectro de *C de RMN (126 MHz, DMSO-d) de la Dicloxacilina 13c.
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Espectro de '"H de RMN (500 MHz, DMSO-ds) del profarmaco 13b.
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Asignacion del profarmaco 13c.
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SOP Name:  Mauriio sop
File Name: Maricio g5

Record Number: 10
Material RL 1 58
Material Absorbtion: 0010

Dispersant Name: Water
Dispersamt R 1 330
Viscosity {cP)y 08872

Measurement Date and Time: ks 29 de sepbambre de 2025 03

Duration Used {s) &0

Temperature ("C): 250
Count Rate (kopsy 1195 Measurement Position {mm): 4.65
Cell Description: Disposable Sizng cuveme Attenuator: 10
Size (dnm) % Intensity:  $1Dev (dnmk
Z-Average (dam). 1451 Peak 1: 1873 948 1493
Par: (1361 Peak 2 4677 52 6905
Intercepe 0900 Peak 3 D000 00 Q000
Result quality : Cood
Size Oustrdution by ntensity
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Waterial Absorbtion: 0010

Sample Name: ICGCOAMXFTD 1
SOP Name: NOSZ 30p
Pile Name: Naurco s

Record Number: 15
Material R 1 59

Dispersant Name: Water

Dispecsant RI: 1 30

Viscosity (cP): 0 8872
Measurement Date and Time: lunes 20 de septembie de 2025 03

Temperature ['C) 250

Coant Rate (kepsk 202 0

Coil Deseription:  Desposalie sung cuvwtie

Duration Used (sx: 70
Measurement Position (mm): 4 6%

Amenumor: 10

ZAverage (dem) 1500

Result quality = Goon

P 0209
Intercept 914

Poak 1:
Poak 2
Peak 3

Size (dom) Wintensity. St Dev (dnm)
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SOP Name: Maurco sop

Dispersant Name: Water

Fite Name: Maunco dis
Record Number: 3 DispersantRE 1 330
Material Rl 150 Viscosity (cP) 0 &872
Material Absorbtion: 0010 Measurement Date and Time: lunes, 29 de sepliembre de 202502
Duration Used (s} £0

Temperature ["C): 250

Measurement Position (mm) ' 25

Attenuator. 9

Count Rate (keps): 2551
Cell Description: Disposabie sizing covette
Size (d.nmj %intensity:  StDev (d.nm):
L-Average (dam). 135 Peak 1 1694 87.0 o4 58
Pdl. 0248 Peak 2 “n Kk 9126
Intercept: 0916 Peak 3 0.000 a0 0.000
Result quality :  Good
Eize Destribution by Ietansay
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Espectro de '"H de RMN (500 MHz, DMSO-ds) del PAMAM-tetra-alquino terminal 18.
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Sample Name: FAMANAMEY SF 1
SOP Name: Mauncio sop
File Name: MALFAMAM as
Record Number: 1
Material RI: 154
Material Absordtion: 0010

Dispersant Nase. \Watis
Dispersamt Rt 1330

Viscosity (0P L2872
Messurament Date and Time:  manes, 7 0o dewmiee de 2025 01 3

Temperature {"C}: 250 Durason Used (sk 60
Couns Rate (keps): 3031 Messuremeet Position (mek 135
Cell Description; Dispossbie wiing covwtie Atteeaator:

Size (dnm) % imtensity:  $2Dev (dnm):

Zdwweage |dnm) 5451 Peakt: 1 1000 Q90
Pdl; 0338 Peak 2: 0o oo Qo002
Intercept: O 604 Peak3: 00N oo 0000

Result quality :  Refer to guality repan

Size Detrawtion by Ieternity
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Espectro DLS del CI 19a.
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Sample Name: PAWAA SF 2
SOP Name: Nawco sop

File Nama:  NAUPANAM d1s Clspersant Name: Wieer
Record Number, I Dispersant RE: 1150
Matecial Rt 150 Viscosity (¢P} 0 B&T2
Material Absorbtion: (1 010 Measurement Date and Time: martes. 2 de doermie de 2006 0 &
Tempecaturs "Cy 250 Durstion Used (s): &0
Cownt Rate (kepsk 1347 Measurement Position (mm): 1 05
Cell Deseription: Drspesatie slzing cuvens Amenustor: 4

Size {d.nm) % imtensity. St Dev (dam)

Zhverage (drm) 1510 Peak 1. 1508 1000 1283
P 0450 Peak22 000 0o 0.000
Imercept () 5656 Pesk 3: 000 oo 0.000
Result quality . Refer to qualty report
Size Distrinton by Inteowty
L]
@ \
Ta t
£ !
[ ||
= (
$ |
EN '
1.1
w |
1' I
a1 1 10 100 100 10360
Sizw |2em)
| Recod § PAMAMAMS 5F 3

Espectro DLS del CI 19b.
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Espectro de 'H de RMN (500 MHz, D>0) del CI 19¢.
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Sample Name! PAMANDICLOX FTD 1
SOP Name: Mmnco sop

Flie Name: MALPAAM cts Dispersant Name: Water
Record Number: 10 Dispersant R 1230
Material Rl 150 Viscosity (cP): O B872
Material Absorbtion: 0010 Measwrement Date and Time: martes 2 ce Soembre de 2050227
Tempersture ("C) 250 Duration Used (s): &0
Count Rate (xops): 27 3 Measurement Position (mm): 4 65
Cell Deseription: Disgosable unng cuvtie Amenumor: 11
Size (d.nm): % Intensity.  StDev (Enm)
Zawerage (dnm): ZI4 5 Peak 1: 208 n? e
Pal: 0279 Peak2: 1702 103 02885
terespt 0715 Peok 3 0000 ao 0o

Result qualty |  Refer to guality report
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