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DESCRIPCION

Nuevos dendrimeros carbosilanos, su preparacién y sus usos.
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a las moléculas tridimensionales denominadas dendrimeros, concretamente a los de tipo
carbosilano con restos terminales que contienen grupos amino primarios, secundarios, terciarios o cuaternarios, a los
procedimientos para su preparacion y a su uso. Entre los campos en los que es posible su uso destaca su utilizacién
como vehiculos de transporte para 4cidos nucleicos y otras moléculas con actividad farmacoldgica con carga negativa,
al permitir aumentar la vida media de dichos firmacos y su biodisponibilidad y disminuir la dosis necesaria para con-
seguir el efecto biol6gico deseado. La prevencion o el tratamiento de enfermedades producidas por microorganismos
con cuya estructura y/o ciclo vital interfieran es otra de las aplicaciones de los dendrimeros de la invencion.

Antecedentes

Los dendrimeros han recibido gran atencidn en los dltimos anos debido a su posible utilizacién en aplicaciones
tan variadas como catdlisis a nanoescala, sensores quimicos, micelas unimoleculares, imitacién de la funcién de las
enzimas, encapsulacién de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de diagndstico y también como vehiculos
para el transporte de genes y farmacos. Revisiones excelentes que incluyen todas estas aplicaciones se encuentran
publicadas en la bibliograffa.[!-38

Una de las dreas en los que los dendrimeros han sido mds estudiados es la Terapia Génica (introduccién de material
genético en una célula con finalidad terapéutica). Hasta ahora, los vectores para transporte de acidos nucleicos mas
utilizados han sido los virales. Sin embargo, la utilizacién de vectores virales se ha asociado a la aparicién de algunos
problemas como efectos inmunolégicos adversos, sindromes linfoproliferativos relacionados con la desregulacion de
oncogenes en el genoma humano™, etc. Para intentar resolver estos problemas se han desarrollado otros tipos de vehi-
culos no virales como liposomas catiénicos, polimeros y también, como se ha dicho, dendrimeros. Cada uno de estos
sistemas catiénicos forman complejos electrostaticos con los dcidos nucleicos que se denominan, respectivamente,
lipoplejos, poliplejos o dendriplejos.

La utilizacién de liposomas como agentes de transfeccién se describié inicialmente en 1987.2! El método mas
utilizado para el reparto de genes ha sido la encapsulacién en lipidos catidnicos, hasta el punto, de que algunos de
estos derivados como Cytofectin™ o Lypofectin™ se encuentran disponibles comercialmente. Estos derivados, no
obstante, también han mostrado efectos secundarios como reacciones inflamatorias del pulmén y problemas como la
falta de transfeccién en presencia de suero.™”

En cuanto a los polimeros degradables convencionales, su uso como agentes de transporte presenta como principal
inconveniente su inestabilidad termodindmica, que hace que las especies activas tengan una vida media muy corta in
vo. B!
vivo.

La mayor ventaja de los dendrimeros sobre el resto de vehiculos no virales, reside en una estructura uniforme y
en la posibilidad de modificar de una manera versitil el esqueleto y superficie de los mismos, lo que permite una
caracterizacion precisa del complejo (acido nucléico/vector) y una investigacion sistematica del proceso de transfec-
cién. La primera publicacién que describi6 el uso de moléculas dendriticas como agentes de transfeccién aparecié en
1993 describiendo el uso de los dendrimeros denominados PAMAM! (poliamidoamina) y desde entonces una gran
cantidad de estudios han sido realizados.**#% La utilizacién de estos dendrimeros como agentes de transporte, se
basa en el hecho de que a pH fisiolégico algunos de los grupos terminales se protonan dando al dendrimero PAMAM
una carga neta positiva, aunque también quedan presentes algunos grupos amina sin protonar. Con estos dendrimeros
se han conseguido buenos resultados de transfeccion, especialmente con dendrimeros de sexta y séptima generacion,
sin embargo, la eficiencia de este proceso se puede aumentar en dos o tres érdenes de magnitud cuando se utilizan
dendrimeros PAMAM activados mediante tratamiento térmico, como es el caso de Superfect™ o Polyfect™.

Otra clase de agentes potenciales de transfeccion son los dendrimeros que contienen dtomos de fésforo,®! sinteti-
zados por Majoral y colaboradores hasta la duodécima generacion. En este caso, la superficie de los dendrimeros se
ha funcionalizado con aminas terciarias protonadas o metiladas y se han ensayado como agentes de transfeccion del
gen de la luciferasa de células 3T3. La eficiencia aumenta al aumentar la generacion del dendrimero hasta alcanzar un
valor constante entre las generaciones tres y cinco. Ademds cabe destacar que estos dendrimeros presentan una mejor
eficiencia de la transfeccion en presencia de suero.

Finalmente, se han estudiado otras macromoléculas, como los dendrimeros poli(propilenimina) (PPT)*! o poli
(lisina)!"**!" como sistemas para el transporte de ADN u oligodesoxinucleétidos (ODN). Por ejemplo, dendrimeros de
bajas generaciones de PPI han mostrado una cierta capacidad para la transfeccidn in vitro con baja toxicidad, aunque
generaciones mds altas no han podido utilizarse debido al aumento de su toxicidad.

Por su parte, los oligonucleétidos (ODN) son investigados en aplicaciones médicas en distintos campos. Asi, por
ejemplo, los ODN antisentido son secuencias cortas (15-30 bases de longitud), sintéticas de ADN o andlogos que son
complementarias (o antisentido) a una secuencia diana (una secuencia de ARN o la secuencia de ADN complementaria
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a aquella desde la que ese ARN podria transcribirse); disefiadas para interferir con un hecho biolégico, tal como la
transcripcion, la traduccién o los fenémenos de corte y empalme!'!!. Estas moléculas estdn disefiadas para interactuar
como secuencias complementarias de un ARNm diana, impidiendo la traduccién a proteinas, mediante la degradacién
del ARNm por la actividad de la RNAsa o interfiriendo con la lectura por el ribosoma. Esto se denomina “terapia
antisentido”. Los ODNS5 antisentido se han venido utilizando en mdltiples campos desde 1978 (terapia antitumoral y
enfermedades infecciosas sobre todo), hasta hoy cuando, tras un periodo de duda, los ODN antisentido han recuperado
su papel como una potente herramienta en Biologia Molecular, sobre todo a partir de la aprobacién por la FDA
americana de Formivirsen'”, ODN antisentido indicado en la infeccién ocular por CMV en el contexto de infeccion
por el VIH. Otro ODN antisentido, GEM231, se postula como una molécula con potencial aplicacién contra diferentes
neoplasias!"?!. Este abordaje se estd investigando también por su posible utilizacién en marcajes isotépicos de tumores
utilizando la Tomografia de Emision de Positrones!'¥. Existe, ademds, un tipo de ODNs antisentido que se postula que
podrian actuar a nivel del ADN celular: son los ODNs formadores de triple hélice, algunos de ellos disefiados para su
aplicacion dentro del campo del VIH!"!,

Otro campo totalmente distinto es el de la aplicacién de ODN ricos en secuencias no metiladas CpG como inmu-
nomoduladores. Estas secuencias conducen la respuesta inmune hacia un perfil Thl, caracterizado por una secrecién
aumentada de Interferén, Factor de necrosis tumoral, interleuquina-2, y otros factores que aumentardn la capacidad
del sistema inmune para eliminar patégenos como virus y bacterias. Estos ODN interaccionan con receptores de la
superficie de los linfocitos como los de la familia Toll-like receptor. Estdn siendo investigados para potenciar la res-
puesta inmune en inmunodeficientes y en el contexto de enfermedades alérgicas, caracterizadas por un balance Th2,
con el fin de llevar este perfil a Th1!'¢),

Uno de los principales problemas de la terapia con ODN es la de conseguir unos niveles adecuados para lograr el
efecto terapéutico. Es necesario administrar grandes cantidades de ODN para lograr el efecto bioldgico, debido a que
éstos presentan gran afinidad a unirse a proteinas del plasma, tales como albdmina!”!. La unién a proteinas del plasma
y otras proteinas de la superficie celular se considera la responsable también de algunos de los efectos téxicos de los
ODN in vivo (activacion de la cascada del complemento, hemolisis, trombocitopenia, etc)!'®). Se cree por ello que la
utilizacién de un vehiculo transportador que previniera dicha unién a proteinas podria traducirse en la obtencion de
unos mayores niveles de ODN activo, prolongar ademds la vida media del mismo, y disminuir su toxicidad.

El problema de la interaccién con proteinas y su unién a ellas se presenta también en muchas otras sustancias
utilizadas como farmacos, pues las proteinas en general (y las plasmadticas en particular: albimina, glucoproteinas,
lipoproteinas) exhiben grupos funcionales potencialmente capaces de interactuar con sustancias presentes en el medio,
incluyendo farmacos administrados. Esta union es determinante para la distribucién de dichos farmacos, toda vez que
la fraccién unida del farmaco, por no tener capacidad de ser transferida, no forma parte del equilibrio vascular-tisular
(“reservorio”), no se metaboliza, no es excretada y no ejerce efecto (a menos que el mismo esté determinado por la
unién mencionada).

La unién a las proteinas plasméticas (UPP) es, con mucho, la mds importante y determinante de la distribucion
de farmacos, ya que la unién a proteinas tisulares es, generalmente, muy reducida. Esto se debe, entre otras cosas,
al hecho de que la concentracién plasmadtica de proteinas es mucho mayor que la intersticial de los tejidos, cuyas
proteinas, ademads, tienen muy poca movilidad y menor capacidad de ligar sustancias, propiedad esta dltima que es
particularmente notable en el caso de la alblimina, proteina predominante en el plasma en condiciones normales y a la
que se unen principalmente los fairmacos dcidos (aunque también algunos basicos), mientras que a las glicoproteinas
dcidas se unen aquellos alcalinos.

Farmacos Acidos Farmacos Basicos
(Alblimina) (Albimina-I1 glicoproteina acida)
Aspirina Clordiazepéxido
Furosemida Diazepam
Penicilina Lidocaina
Fenitoina Quinina
Tolbutamida Anmitriptilina
Warfarina
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definir en ella dos puntos o locus de unién principales:

Punto I (“de la Warfarina™):

Punto II (“del Diazepam”):

Clorotiacida Benzodiacepinas
Furosemida Ibuprofeno
Acido Nalidixico Cloxacilina

Acido Salicilico

Acido Salicilico

Tolbutamida

Tolbutamida

Indometacina

Indometacina

Por tanto, el problema de la unién a proteinas del plasma no afecta solamente a los ODNSs, sino también a casi todos
los farmacos de uso comin. Muchos de estos problemas podria obviarse también mediante el uso de un transportador.
Parece claro que el vehiculo a desarrollar para este fin ha de presentar una serie de caracteristicas, tales como, ser:

- No téxico

- No inmunogénico (salvo si se pretenden utilizar en vacunacién)

- Biocompatible

- Tener grupos funcionales adecuados para permitir la fijaciéon quimica.
- Limitada acumulacién corporal

- Mantener la actividad del farmaco/ODN hasta llegar al sitio de accién

Ademds, parece obvio que el vehiculo a desarrollar deberia liberar a tiempo el ODN o el firmaco que transportara,
para que éste pudiera llevar a cabo su actuacién. En este aspecto, el desarrollo de vehiculos que permitieran la libera-
cién controlada del ODN o de determinados fadrmacos seria muy deseable, con el fin de lograr unos niveles mantenidos
de sustancia activa en el organismo y la obtencién del efecto de forma gradual. Por todas estas razones, la utilizacién
de dendrimeros aparece como una posibilidad que cumple con los requerimientos deseados, al poder actuar como
vehiculos de las sustancias activas que las protegerian de la degradacién por enzimas del plasma y de la interaccién
con otras proteinas a las que podrian unirse, incrementando sus niveles en sangre y permitiendo una actividad més
elevada y/o prolongada. Los ODN en concreto, como muchos farmacos de interés, son moléculas anidnicas (con carga
negativa), por lo que la utilizacién como vehiculos de las mismas de dendrimeros con grupos que facilitan su interac-
cioén y, especialmente, de los que son de naturaleza catidnica a pH fisiol6gico supone una opcién muy adecuada para
garantizar la estabilidad del complejo durante su transporte. Por todo ello, la invencién desarrolla nuevos dendrimeros,
concretamente del tipo carbosilano, y proporciona su uso, entre otros, como vehiculos transportadores, en la sangre
y/o en otros fluidos corporales, de ODN y otras moléculas anidnicas de interés. Esto supone un campo nuevo pues,
hasta el momento, no se ha publicado ningtin estudio concerniente al uso de dendrimeros con estructura carbosilano
solubles en agua como agentes de transporte, aunque si se ha publicado un informe sobre la biocompatibilidad in vitro
de dendrimeros carbosilano constituidos sobre poli(éxido de etileno).?!) Ademds, tinicamente tres estudios sintéticos
de dendrimeros carbosilano catiénicos han sido publicados hasta la fecha.'*>~24, ninguno de ellos coincidentes con los
que proporciona la invencion.

Entre los farmacos para los que los dendrimeros pueden actuar como transportadores, un grupo interesante lo cons-
tituyen los farmacos citotéxicos destinados a las célula tumorales'”*’#. Cuando se busca este objetivo, los dendrimeros
pueden direccionarse hacia las células tumorales funcionalizdndolos con 4cido f6lico, que estd sobreexpresado en las
células tumorales, por lo que esos dendrimeros tendrian preferencia para su entrada por dichas células respecto a las
células normales. Recientemente, dendrimeros PAMAM modificados con folato en su superficie han sido utilizados
como transportadores de is6topos de boto en terapias de captura de neutrones en cdncer'”. Ademds, los dendrimeros
PAMAM conjugados con cis-platino actian como transportador macromolecular de platino, un foirmaco antitumoral,
que se libera del complejo dendrimero-platino de forma controlado, dando lugar a una mayor acumulacién del mismo
en tumores sélidos, con menor toxicidad que el cis-platino libre”®!. Otra alternativa para la liberacién controlada en el
establecimiento de uniones covalentes entre el dendrimero y el farmaco mediante enlaces biodegradables a pH fisio-
16gico, como se ha probado con dendrimeros con aminas primarias en superficie y modificados parcialmente con 1-
bromoacetil-5-fluoro-uracilo para formar una unién amida labil que se hidroliza in vitro a pH fisioldgico, liberando de
forma controlada 5-fluoro-uracilo, un potente antitumoral.
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Otras sustancias de interés en cuyo transporte pueden ser de utilidad los dendrimeros son aquellas que se convierten
en toxicas tras ser irradiadas, debido a la formacion in situ de pequefias cantidades de oxigeno en estado singlete, el
cual tiene efectos fisiolégicos deletéreos'®!. Se han publicado algunos articulos acerca de dendrimeros portadores
de farmacos fotosensibles, por ejemplo, con 4cido 5-aminolevulinico en la periferia, suponiendo estos dendrimeros
agentes prometedores en el tratamiento de tumores de queratinocitos’”. Como candidatos para el tratamiento de
tumores sé6lidos se han evaluado dendrimeros basados en poliariléter portando protoporfirina como fotosensibiliza-
dor,

Un grupo adicional de firmacos para los que los dendrimeros podrian suponer interesantes transportadores lo
constituyen algunos fairmacos como los antiinflamatorios no esteroideos, que presentan efectos secundarios tales como
alteraciones gastrointestinales o nefrotoxicidad que podrian evitarse al ser suministrados por via transdérmica, en lugar
de por las vias clasicas oral o parenteral. Los datos que indican que la presencia de dendrimeros, unidos a los farmacos
a administrar, induce alteraciones en la piel que aumentan su permeabilidad’”, los convierten en buenos candidatos
para ser utilizados en la administracién transdérmica de farmacos.

La multivalencia de los grupos funcionales de superficie de los dendrimeros hace que la gran variedad de moléculas
que pueden transportar abarque incluso dendrimeros con distintas funcionalidades: son los tectodendrimeros, que estdn
siendo estudiados por su gran potencialidad en posibles aplicaciones biomédicas.

La potencialidad de los dendrimeros para el transporte de farmacos se basa no s6lo en aprovechar las posibles
interacciones con una superficie externa dendrimérica multivalente, sino en que las cavidades de la estructura del
dendrimero pueden ser utilizadas también para alojar las moléculas que se desee transportar. Un ejemplo de aprove-
chamiento de cavidades de estructuras dendriméricas es la llamada “caja dendritica®, en la que un dendrimero PPI
es modificado en superficie con grupos fenilalanino, que protegen el armazén externo haciéndolo mds denso. Durante
el proceso de crecimiento del dendrimero, se encapsulan en su interior moléculas de diferente tamafio. El dendrimero
puede portar distinto nimero de moléculas segtn el tamafio de éstas. Cuando el dendrimero se trata con acido férmico,
el armazoén externo se abre, permitiendo la liberacién de las moléculas hospedadas en su interior.

Otro grupo de moléculas para las que los dendrimeros pueden suponer transportadores adecuados son las molécu-
las de bajo peso molecular (como los péptidos) contra los que se desea generar una respuesta inmune en un sujeto pero
que, por su pequefio tamafio, son poco inmunogénicas o inducen una respuesta débil tras ser inyectadas al individuo
que se desea tratar. Este problema puede solucionarse incrementando su peso molecular, bien mediante polimeri-
zacién o mediante su acoplamiento a un transportador de alto peso molecular (tradicionalmente una proteina). Los
dendrimeros que poseen una estructura muy definida y muchos grupos funcionales capaces de unir antigenos en su
periferia representan una buena alternativa para la fabricacion de vacunas que contengan inmundgenos muy definidos
y altamente reproducibles. En esta linea, se han desarrollado los dendrimeros MAP (del inglés “multiple antigenic
peptide”)*38que son construcciones asimétricas en forma de cufia formadas por sucesivas generaciones de residuos
de lisina. Estos dendrimeros presentan un gran nimero de aminas primarias que pueden ser acopladas a antigenos de
bajo peso molecular, con la intencién de aumentar su inmunogenicidad, obviando la necesidad de utilizar proteinas
transportadoras. Estructuras MAP que contenian péptidos de Plasmodium falciparum estimuladores de células Ty B
han sido utilizadas para producir respuestas inmunes contra este pardsito'®!. Ademds, se ha demostrado que las estruc-
turas MAP son procesadas por las células presentadoras de antigenos de la misma forma que los antigenos derivados
de patégenos intracelulares (como por ejemplo, virus), dando lugar a una potente respuesta inmune, incluyendo la pro-
duccién de células T citotéxicas'®. Los dendrimeros de la invencion, que presentan en extremos de sus ramificaciones
restos que contienen grupos amino, pueden tener también utilidad en vacunacién, bien porque se les acoplen antigenos
de bajo peso molecular aprovechando aminas presentes en restos de extremos de sus ramificaciones, o bien porque
dichos restos que contienen al menos un grupo amino constituyan ellos mismos antigenos de bajo peso molecular
como pueden ser los de naturaleza peptidica.

Las estructuras MAP han sido utilizadas también para transportar antigenos no peptidicos como hidratos de car-
bono, haptenos, etc., en el contexto de vacunas. Los hidratos de carbono en particular son una clase de moléculas
importantes en el reconocimiento bioldgico. Los glicodendrimeros, preparados mediante la unién manosa-isotiocia-
nato, acido sidlico o lactosa a las aminas terminales de dendrimeros PAMAM o a dendrimeros de lisina, han sido
utilizados como antigenos para vacunas'®®!. En glicodendrimeros con el antigeno T-asociado beta Gal 1-3 alfaGal-
NAc disacérido se ha ensayado también su capacidad de unidn a la lectina (proteina de unién a hidratos de carbono)
especifica para la galactosa'®®, con la intencién de utilizarlos en la deteccién de tumores que expresen receptores
de antigenos T y para vehiculizar fAirmacos hacia los mismos. Los glicodendrimeros pueden utilizarse, ademads, para
aumentar la afinidad por las lectinas que se unen al hidrato de carbono que lleven unido!®”, lo que puede tener interés
para utilizar esos dendrimeros glicosilados como anti-adhesinas microbianas, antagonistas de toxinas, o bien como
farmacos antiinflamatorios, antivirales y anticancerosos, pues las interacciones lectina-hidrato de carbono han sido
descritas en numerosos casos en el sistema inmune (en los eventos que llevan a activacién celular), en infecciones
virales y bacterianas, en relacidn con el cdncer y el crecimiento celular, etc. En resumen, los dendrimeros glicosila-
dos pueden mimetizar los glicoconjugados naturales e interactuar eficientemente con los receptores naturales de los
hidratos de carbono, dando lugar a efectos caracteristicos de la interaccién con los mismos.

Ademas de la posibilidad de aprovechar sus propiedades para utilizarlos como transportadores, otro campo re-
lacionado también con los 4cidos nucleicos al que se le estd prestando mucha atencion en la actualidad es el de la
fabricacién de microchips que contengan conjuntos ordenados de secuencias de ADN o ARN. A la hora de fabricar
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estos microchips, los dendrimeros estian surgiendo como una de las alternativas para recubrir superficies de vidrio
y aprovechar su capacidad de interaccioén con los 4cidos nucleicos para fijar dichas moléculas a la superficie de los
microchips®. La perdurabilidad de la unién entre secuencias de nucleétidos y dendrimeros de la invencién los hace
adecuados para utilizar su capacidad de fijar 4cidos nucleicos con el fin de servir de base para la fabricacion de estos
microchips de ADN o ARN.

Finalmente, existe también una necesidad de encontrar métodos alternativos para luchar contra distintos patdge-
nos, interfiriendo en su ciclo vital, campo en el cual los dendrimeros estdn demostrando ser una interesante alternativa.
Algunos dendrimeros previamente descritos han demostrado ser capaces de inhibir la infeccién causada por distin-
tos virus, interfiriendo tanto con la entrada del virus en las células como en pasos posteriores de replicacién viral.
Ese es el caso por ejemplo del Herpes Simplex, cuya infeccién se ve inhibida in vitro por efecto de dendrimeros
de polilisina modificados®®3!. También se ha conseguido inhibir la replicacién del VIH, tanto a nivel de la entrada
celular como en pasos posteriores, en este caso mediante la utilizacién de dendrimeros PAMAM modificados covalen-
temente, que demostraron ser capaces de interferir con la retrotranscriptasa y la integrasa del virus!'®3?. Aprovechando
estas propiedades, se han desarrollado geles vaginales para la prevencion de enfermedades de transmisién sexual con
formulaciones basadas en dendrimeros, como es el caso de VivaGel™ (Starpharma), cuyo ingrediente activo es un
dendrimero de polilisina funcionalizado con restos naftalendisulfonato que parece ser efectivo en la prevencion de
la infeccién del VIH gracias a su capacidad de unirse a la glicoproteina gp120 de la superficie del virus. Aunque
en el disefio de dendrimeros antivirales se tiene preferencia por aquellos que presentan en su superficie grupos que
mimetizan los que se encuentran presentes en la superficie celular y que, por ello, son capaces de competir con las
células por la unién al virus, se ha disefiado también un dendrimero con grupos amida de superficie que funciona
como inhibidor del virus respiratorio sincitial, se cree que por la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos
periféricos del dendrimero con la proteina de fusién del virus, por lo que es de esperar que dendrimeros funciona-
lizados con otros grupos capaces de formar puentes de hidrégeno con proteinas virales implicadas en la interaccién
con la superficie celular sean capaces también de interferir con distintos virus, inhibiendo la infeccién provocada por
ellos.

En otros casos, los dendrimeros han sido utilizados como antibacterianos o para desestructurar las membranas ce-
lulares de algunos hongos. Cuando se disefian para esta finalidad, se tiene preferencia por los dendrimeros con grupos
catidnicos en su superficie, tales como aminas o grupos tetraalquilamonio, que facilitan la adherencia de los dendrime-
ros a la membrana bacteriana, causando la lisis de la bacteria. Tal es el caso de los dendrimeros de poli(propilenimina)
(PPI) con grupos alquilamonio terciarios en su superficie, que han demostrado una amplia actividad bactericida tanto
contra bacterias Gram positivas como contra bacterias Gram negativas®>**, Estos dendrimeros presentan una mayor
capacidad bactericida que otros polimeros hiperramificados. Los dendrimeros de la invencién, funcionalizados tam-
bién con restos que contienen grupos amino, representan una opcion para ser utilizados igualmente para desestructurar
membranas celulares de bacterias u hongos.

También se ha comunicado que los dendrimeros presentan propiedades que les permiten actuar como desnatura-
lizantes de proteinas. Ciertos tipos de dendrimeros actdan disminuyendo la constante dieléctrica y la viscosidad del
agua y desordenando su estructura regular mediante la reorganizacién de las moléculas de agua en la superficie del
dendrimero. Esto lleva a desfavorecer las interacciones hidréfobas, lo cual es muy desestabilizador para la mayoria
de las estructuras terciarias de las proteinas, provocando su desnaturalizacion: es el llamado efecto “caotrépico” que
presentan agentes desnaturalizantes como al urea o el cloruro de guanidinio. Un campo muy interesante en el que se
pretende aplicar esta capacidad desnaturalizante de proteinas es el uso para disolver proteinas pridnicas, tales como
PrPS¢ 29, Las proteinas pridnicas son capaces de adoptar una estructura-conformacion patdgena que causa neuropatias
mortales llamadas encefalopatias espongiformes (enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, mal de las “vacas locas”, scra-
pie ovino, etc.). Estas proteinas forman agregados que se localizan en los cerebros de los individuos afectados y son
solubles sélo en disolventes que contienen tanto detergentes como agentes caotrépicos (tipicamente cloruro de guani-
dinio 6M). Sin embargo, estos agregados pueden ser solubilizados por dendrimeros catiénicos como los de PPI y los
PAMAM: los de mayor generacién con mayor nimero de aminas en superficie son los mds eficaces. Por ello, los
nuevos dendrimeros de la invencién, funcionalizados también con restos que contienen grupos amino, proporcionan
nuevos compuestos que utilizar tanto para disolver agregados pridnicos como en la terapia de otras enfermedades en
cuyo desarrollo se produce también la formacién de agregados proteicos patogénicos, como por ejemplo los agregados
de proteina amiloide que aparecen en la enfermedad de Alzheimer!>>>%,

En resumen, los dendrimeros son polimeros sintéticos con buenas propiedades para su uso en aplicaciones bioldgi-
cas: responden de forma predecible en solucién, pueden ser modificados ampliamente para portar miltiples ligandos
con actividad bioldgica, pueden atravesar barreras bioldgicas y son fabricados con pocos defectos estructurales. Por
ello, se estd estudiando su aplicacion en distintas estrategias preventivas y terapéuticas entre las que se incluye su uso
para el transporte de distintos formacos, la transfeccién de moléculas oligonucleotidicas o polinucleotidicas, el disefio
de vacunas, la administracién como farmacos antibacterianos, antifiingicos, antivirales o incluso el alivio de los sin-
tomas de enfermedades de distinta etiologia en cuyo desarrollo estd implicada la formacién de agregados proteicos
como puedan ser los originados por priones o los depésitos de proteina amiloide caracteristicos de la enfermedad de
Alzheimer. Los dendrimeros de la presente invencién suponen interesantes alternativas para estas dreas de la Biome-
dicina.
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Descripcion general de la invencion

La invencidn describe nuevos dendrimeros carbosilano ramificados con restos terminales en extremos de sus rami-
ficaciones que contienen grupos amino primarios, secundarios, terciarios o cuaternarios que responde a una cualquiera
de las férmulas:

(|Rl )3—p
Si— (Alq" — Si—X,)s, en el caso de ser de primera generacion;

(R1)37m (|R2)37p

Si— (Alq" — Si— (Alg*> — Si — X)u)a» en el caso de ser de segunda generacion;

(|Rl )3-m (le)z-n (lR3 )3-p
Si— (Alq' — Si — (Alg® — Si — (Alg®> — Si — Xo)n)m)as en el caso de ser de tercera generacion;
o a las férmulas andlogas correspondientes en el caso de generaciones superiores, en las que la férmula corres-

pondiente a cada generacion i resultarfa de sustituir X, en la férmula correspondiente a la generacién anterior por un
nuevo bloque del tipo:

(ll{i)Zi—p
(Al — Si—X,
pasando el grupo unido al mismo dtomo de silicio que este bloque sustitutorio de estar representado por (R™");_, a
estar representado por (Ri™!);_,,
férmulas en las que:

Alq', Alg?, Alg®, ..., Alq' representan restos alquileno de 2 a 4 carbonos que se eligen independientemente unos de
otros segun la longitud de las ramificaciones en cada generacion;

R!, R%, R?, ..., R, Ri representan restos que se eligen independientemente unos de otros entre metilo y fenilo;
X representa un resto que contiene al menos un grupo amino primario, secundario, terciario o cuaternario;

p es un niimero entero que varia entre 1 y 3;

m, n,..., Z Son nimeros enteros que varian independientemente entre 1 y 3

En una realizacion preferida de la invencidn, los restos R', R, R?, ..., R™™!, R! son todos iguales y corresponden a
restos metilo.

En otra realizacion preferida de la invencion, los restos Alg!, Alg?, Alg’,..., Alq' se seleccionan entre etileno y
propileno. En otra realizacién mds preferida de la invencién, dichos restos son todos iguales y corresponden a restos
propileno.

En otra de las realizaciones preferidas de la invencion, los nimeros enteros m, n, ..., z son iguales entre si y tienen
el valor 2.

En la realizacién que mds se prefiere de la invencién, los restos R', R*, R%, ..., R™!, R’ son todos iguales y corres-
ponden a restos metilo; los restos Alq', Alg?, Alg’,..., Alq' son iguales entre si y corresponden a restos propileno y los
nimeros enteros m, n, ..., j son iguales entre si y tienen el valor 2.

X representa cualquier resto que contenga una amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria. De entre ellos,
se prefieren aquellos restos en los que X representa o bien -OCH,CH,N(CH;),, -OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N
((CH3),),, o -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N(CH3;),, o bien un grupo -CH,CH,(CH,).NH, en el que “e” es un niime-
ro entero que oscila entre 0 y 2, prefiriéndose en ese caso que tome el valor 1. También son realizaciones preferidas de
la invencién aquéllas en las que X representa las formas cuaternizadas de los restos anteriores -OCH,CH,N*(CH;);1,
-OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N*(CHj;);)I7),, -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CH;);1" o -CH,CH,CH,-N*H;CI".
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Cuando X representa -OCH,CH,N(CHj;),, -OCH,-(C¢H3)-3,5-(OCH,CH,N(CH;),),, o -OCH,CH,N(CH;)CH,
CH,N(CH;),, o bien sus formas cuaternizadas -OCH,CH,N*(CH;);I", -OCH,-(C4H3)-3,5-(OCH,CH,N*(CH;);)I"),,
-OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CHj;),1I", se prefiere especialmente que todas las ramificaciones posean restos termina-
les que contengan grupos amino y que el indice “p” tome los valores 1 6 2, con lo que cada ramificacidn terminarfa,
respectivamente, en unico resto terminal o en dos restos terminales. Cuando X representa -CH,CH,CH,NH, o su forma
cuaternizada -CH,CH,CH,-N*H;ClI", se prefiere especialmente que todas las ramificaciones posean restos terminales

que contengan grupos amino y que “p” tome el valor 1, con lo que cada ramificacién terminarfa con un dnico resto
amino.

También estan incluidos dentro del alcance de la invencidn los casos en los que X represente un resto antigénico
que contenga al menos un grupo amino. Un caso particular del anterior seria aquél en el que el resto antigénico es un
péptido.

La invencidn se refiere también a un procedimiento de preparacién de dichos dendrimeros carbosilano, procedi-
miento que comprende las etapas de:

a) obtener un esqueleto de dendrimero carbosilano siguiendo los pasos de:

al) obtener un dendrimero carbosilano basico de partida de férmula:

Si[(CH,) ,CH=CH.],

donde a varia entre 0 y 2, segin la longitud que se desee para las ramificaciones,
haciendo reaccionar SiC14 con BrMg(CH,),CH=CH,;

a2) obtener un dendrimero carbosilano de primera generacién precursor de un dendrimero de una generacion
superior haciendo reaccionar el dendrimero carbosilano basico de partida de al) con HSi(R");_,Cl,,, de
forma que se obtenga un dendrimero de férmula:

(|R1)37m
Si — [(CH,) ,CHCH, — Si — Cl,],

donde

m varia entre 1 y 3 y equivale al nimero de ramificaciones que se pueden conseguir en la siguiente genera-
cidén o el nimero de grupos funcionales terminales por los que pueden sustituirse los grupos Cl;

R! representa un resto metilo o fenilo;

a3) opcionalmente, obtener un dendrimero carbosilano de segunda generacién precursor de un dendrimero de
una generacion superior sometiendo el derivado con enlaces terminales Si-Cl obtenido en la etapa a2) a la
repeticion de las etapas al) y a2), es decir,

i) obteniendo nuevas ramificaciones haciendo reaccionar el derivado correspondiente con enlaces termi-
nales Si-Cl con BrMg(CH,),CH=CH,, donde “b” varia entre 0 y 2, segtin la longitud que se desee para
esas ramificaciones, y puede ser igual o diferente al indice “a”;

ii) haciendo reaccionar el esqueleto de dendrimero carbosilano de la nueva generacién obtenido en i) con
HSi(R?);_,Cl,, donde “n” varia entre 1 y 3 y puede ser igual o diferente al indice “m” de la generacién
anterior y R? representa un resto metilo o fenilo;

a4) opcionalmente, obtener dendrimeros carbosilanos de sucesivas generaciones precursores de dendrimeros
de generaciones superiores sometiendo el derivado con enlaces terminales Si-Cl correspondiente a la ge-
neracién anterior a la que se busca a la repeticién de la etapa a3) i) utilizando un reactivo BrMg(CH,).

@ 9

CH=CH, y la repeticion de la etapa a3) ii) utilizando un reactivo HSi(R?);_,Cl,, reactivos en los que “c

variaentre 0y 2y “z” varfa entre 1 y 3;

a5) obtener el esqueleto de dendrimero carbosilano final al que van a afiadirsele en la etapa b) restos que
contienen al menos un grupo amino utilizando en la etapa a2), a3) o en la repeticién i-1 de la etapa a4),
segin sea el dendrimero de primera, de segunda o de una generacion i, respectivamente, un reactivo HSi
(R);_,Cl,, donde “p” varia entre 1y 3 y R' representa un resto metilo o fenilo.

b) obtener un dendrimero carbosilano con restos terminales con grupos aminos primarios, secundarios o terciarios
siguiendo una de las siguientes vias:
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bl) provocar la alcoholisis de enlaces terminales Si-Cl de un dendrimero carbosilano obtenido en la etapa a5)
haciéndolo reaccionar con una alcohol-amina primaria, secundaria o terciaria en presencia de un exceso de
una base;

b2) obtener previamente un dendrimero carbosilano con enlaces terminales Si-H al que posteriormente se unen
los restos que contienen al menos un grupo amino primario, secundario o terciario, haciéndolo pasar por
las etapas de:

i) obtener un derivado con enlaces terminales Si-H de un dendrimero carbosilano precursor de una ge-
neracién cualquiera haciendo reaccionar el correspondiente dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl
con un reactivo capaz de ceder grupos hidruro, de manera que parte o la totalidad de los d&tomos de C1
queden sustituidos por dtomos de H;

ii) hacer reaccionar el dendrimero carbosilano con enlaces Si-H, en presencia de un catalizador de hi-
drosililacién, con un compuesto que contiene un grupo amino primario, secundario o terciario y que
posee un doble enlace carbono-carbono en un extremo, de forma que el compuesto quede unido al
dendrimero por el extremo en el que se encontraba el doble enlace;

c¢) opcionalmente, obtener un dendrimero carbosilano con restos terminales con grupos amino cuaternizados me-
diante la reaccién de un dendrimero obtenido en la etapa b) con un reactivo A-Hal, en el que A representa hidrégeno,
alquilo de 1 a 10 dtomos de carbono o arilo y Hal representa Cl, Br, 1.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencion, los indices a, b, ..., k correspondientes a los reac-
tivos BrMg(CH,),CH=CH,, BrMg(CH,),CH=CH,...., BrMg(CH,),CH=CH, son iguales entre si y tienen el valor 0,
por lo que el reactivo utilizado es el derivado vinilico BrMg-CH=CH, y las ramificaciones tienen una longitud de 2
carbonos.

En otra realizacion preferida del procedimiento de la invencidn, los indices a, b, ..., k correspondientes a los
reactivos BrMg(CH,),CH=CH,, BrMg(CH,),CH=CH,,..., BrtMg(CH,),CH=CH, son iguales entre si y tienen el valor
1, por lo que el reactivo utilizado es el derivado alilico BrMg-CH,-CH=CH, y las ramificaciones tienen una longitud
de 3 carbonos.

En otra realizacion preferida del procedimiento de la invencidn, los restos R!, R?, ..., R son todos iguales y corres-
ponden a restos metilo.

En otra realizacion preferida de la invencién, los indices n, m, ..., j correspondientes a los reactivos de férmula
general HSi(R?);_,Cl,, se eligen preferiblemente entre 1 y 2. En una realizacién particular de la anterior, el nimero de
ramificaciones formadas en cada generacion es siempre la misma e igual a 2, para lo cual el reactivo HSi(R?);_,Cl,,
cuando se utiliza para crear un precursor que dé lugar a un dendrimero de una nueva generacion, seria en todos los
casos HSi(R?),Cl, preferiblemente, HSi(CH;),Cl, lo que corresponde a un valor de “n” de 1.

En la realizacion que mas se prefiere de la invencion, los restos R!, R?, ..., R son todos iguales y corresponden a
restos metilo, mientras que los indices a, b, ..., k correspondientes a los reactivos BrMg(CH,),CH=CH,, BrMg(CH,),
CH=CH,, ..., BrMg(CH,),CH=CH, son iguales entre si y tienen el valor 1, por lo que las ramas de los dendrimeros
carbosilanos tendrfan una longitud de 3 carbonos, y las ramificaciones creadas en cada nueva generacién serfan 2,
para lo cual se utilizaria siempre HSi(CHj;),Cl para crear un precursor de una nueva generacién. En cambio, cuando
el reactivo HSi(R?);_,Cl, se utiliza para dar lugar a un dendrimero carbosilano con enlaces terminales Si-Cl a partir
del cual obtener un dendrimero carbosilano de la invencién con grupos amino en las ramificaciones, se prefiere que el
valor de “n” se elija entre 1y 2, pudiendo utilizarse, por tanto, HSi(CHj;),Cl como HSi(CHj;)Cl, segtin se desee que el
nimero de grupos terminales presentes por rama sea 1 ¢ 2, respectivamente.

En una realizacién de la invencién, la alcohol-amina utilizada para obtener los dendrimeros carbosilano de la
invencién a partir de los correspondientes derivados con enlaces terminales Si-Cl se elige entre N,N-dimetiletanola-
mina (CH,OH-CH,-N(CHs;),), 2-[(2-dimetilaminoetil)metil Jamino etanol (CH,OH-CH,-N(CH;)-CH,-CH,-N(CHs),)
o0 3,5-bis(dimetilaminoetoxi)bencilalcohol (CH,OH-(C¢H,)-(O-CH,-CH,-N(CHjs),),). En una realizacién preferida de
la anterior, el dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl se trata con la correspondiente cantidad estequiométrica de
la alcohol-amina elegida, en éter dietilico y en presencia de un exceso de trietilamina, de manera que cada uno de los
enlaces Si-Cl pase a ser un enlace Si-O por el que queda unido el resto correspondiente a la alcohol-amina utilizada. En
otra realizacién de la invencion, el dendrimero carbosilano obtenido a partir de una cualquiera de las alcohol-aminas
anteriores se cuaterniza posteriormente tratdndolo con CH;I en éter dietilico.

En otra realizacién de la invencién, el compuesto que contiene un grupo amino primario, secundario o terciario, que
posee un doble enlace carbono-carbono en un extremo y que se hace reaccionar con un dendrimero carbosilano con
enlaces Si-H es una alquilenamina primaria de férmula CH,=CH-(CH,).-NH,, en la que el indice “‘e” varia entre O y 2.
En una realizacion preferida de la anterior, la alquilenamina primaria es aquella en la que el indice “e” vale 1, es decir,
la alilamina, CH,=CH-CH,-NH,. En otra realizacién de la invencion, el dendrimero carbosilano con restos terminales
-CH,-CH,-CH,-NH, obtenido por reaccién con la alilamina se cuaterniza por adiciéon de HCI en éter dietilico.
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En realizaciones preferidas del método de la invencién, los dendrimeros carbosilano con enlaces Si-H en sus
extremos con los que se hacen reaccionar compuestos que contienen al menos un grupo amino primario, secundario o
terciario y que poseen un doble enlace carbono-carbono en un extremo se obtienen en la etapa b2) i) utilizando LiAlH,
como el reactivo capaz de ceder grupos hidruro que permite convertir parte o la totalidad de los enlaces Si-Cl en
enlaces Si-H, aunque queda incluida dentro del alcance del método de la invencién la utilizacién de reactivos andlogos
entre los que se puede citar NaH o NaBH,. En dichas realizaciones preferidas, la unién de compuestos que contienen
al menos un grupo amino primario, secundario o terciario por el extremo en el que poseen un doble enlace carbono-
carbono se lleva a cabo utilizando el catalizador de Karstedt!®® para catalizar la reaccién, aunque queda incluida dentro
del alcance del método de la invencién la utilizacién de otros catalizadores de hidrosililacién que permitan llevar a
cabo la unién deseada como puede ser el catalizador de Spiers™®?,

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen los dendrimeros
carbosilano de la invencién. En una realizacién de la invencién, la composicién contiene al menos un dendrimero
carbosilano de la invencién junto con al menos otra molécula, aniénica o polianiénica. En una realizacién particular
de la anterior, la molécula polianidnica es un oligodesoxirribunucleétido (ODN) o una molécula de ADN de doble
cadena. En otra realizacién particular de la anterior, la molécula polianiénica es una molécula de ARN, monocatenaria
o bicatenaria, que preferiblemente contiene regiones complementarias asociadas entre si que permiten que dicho ARN
pueda ser utilizado como ARN de interferencia (ARNi). En otra realizacién mds, la molécula anidnica es un formaco
con tendencia a asociarse con las proteinas del plasma o de las membranas de las células que estén en contacto con €l
o susceptible de ser degradada por cualquiera de estas proteinas.

En una realizacidn distinta de las anteriores, el dendrimero carbosilano estd presente en la invencién como sustancia
activa con capacidad de interferir en el ciclo vital de microorganismos patégenos. En una realizacién particular de
ésta, el patdgeno es un virus, que puede ser el VIH. En otra realizacion particular, el microorganismo patégeno es una
bacteria u hongo cuya membrana o pared celular es susceptible de ser alterada por dicho dendrimero.

En otra realizacién adicional, el dendrimero carbosilano estd presente en la invencién como sustancia activa con
capacidad de interferir en la formacién o facilitar la disolucién de agregados proteicos implicados en el desarrollo de
procesos patoldgicos tales como las encefalopatias provocadas por priones o procesos degenerativos como la enfer-
medad de Alzheimer.

En otra realizacién mds, distinta de las anteriores, un dendrimero carbosilano de la invencidén presente en una
composicion farmacéutica lleva unido a él un péptido o un resto antigénico cualquiera y estd destinado a desencadenar
una respuesta inmune que prevenga o proteja al individuo al que se le suministre frente a una enfermedad provocada
por un organismo en el que esté presente dicho péptido o resto antigénico.

Los dendrimeros de la invencion y las composiciones que los contienen pueden administrarse por vias de adminis-
tracién comunes, la iontoforesis, la via transdérmica, la inyeccidn o la inhalacién. También son adecuados para formar
peliculas para el recubrimiento de estructuras protésicas o mallas STENT para que desde las mismas se produzca la
liberacién controlada de al menos un dendrimero de la invencién o de al menos una sustancia presente en la misma
composicion que dicho dendrimero.

En otro aspecto de la invencion, los dendrimeros carbosilanos se utilizan para la fijacién de moléculas de cardcter
aniénico o polianiénico a superficies. En una realizacién de la invencién, las moléculas serian secuencias de dcidos
nucleicos y las superficies a las que se fijan, las bases utilizadas para los microchips a los que se fijan secuencias de
nucleéticos.

En un aspecto adicional mds, la invencién se refiere al uso de los dendrimeros carbosilano de la invencién como
vehiculos transportadores de sustancias anidnicas en la sangre que protegen a dichas sustancias de su interaccién con
proteinas del plasma o de las membranas de las células que estdn en contacto con €l y que son capaces de unirse a
dichas sustancias anidnicas o de degradarlas.

En un aspecto adicional mas, la invencién se refiere al uso de los dendrimeros carbosilano de la invencién como
farmacos para aminorar o eliminar los sintomas de una enfermedad causada por un microorganismos con cuyo ciclo
vital el dendrimero de la invencién es capaz de interferir.

La invencion se describird ahora con mas detalle con referencia a las siguientes figuras y los ejemplos expuestos
en la seccidn de la descripcion detallada de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura de varios dendrimeros carbosilano de la invencién con los restos amino sin
cuaternizar: los sintetizados en los ejemplos 7, 11, 2, 5 en la Figura 1a y los sintetizados en los ejemplos 13y 14 en la
Figura 1b.

La Figura 2 muestra la estructura de varios dendrimeros carbosilano de la invencién con los restos amino cuaterni-
zados, los sintetizados en los ejemplos 22, 26, 19 y 27 en la Figura 2a y los sintetizados en los ejemplos 28 y 29 en la
Figura 2b.
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La Figura 3 muestra los geles de electroforesis de formacién de complejos entre un ODN y los dendrimeros IM8
(con GF en el gel a y con distintos ODN en el gel b), CINH4 (c), NN y Phe (d) e IM16 (gel e, que también contiene
muestras de IM8).

La Figura 4 muestra geles de electroforesis de complejos formados entre un ODN y los dendrimeros Phe, CINH4
(gel A), NN (gel B) e IM8 e IM16 (gel C) a distintos valores de pH.

La Figura 5 muestra la evolucién de complejos de dendrimeros de la invencién y el ODN PPT al permanecer en
disolucién acuosa 0, 6 6 24 horas.

La Figura 6 muestra un gel de electroforesis de muestras de complejos de dendrimeros y el ODN TAR en presencia
de albimina y SDS. La parte de la izquierda es una tincién de las proteinas con azul Paragén y la parte derecha una
fotografia de la tincién de las muestras de ADN con bromuro de etidio.

La Figura 7 muestra la evolucién de muestras de dendrimeros de la invencién y un ODN al ser incubadas en
presencia de medio completo durante 40 minutos (40 min), 4 horas (4H) y 17 horas (17 H).

La Figura 8 muestra un gel de electroforesis de muestras de dendrimeros y ODN en presencia de suero humano.
La parte izquierda muestra un foto obtenida con luz ultravioleta de muestras con ADN vy la parte derecha muestra una
tincién de las proteinas de ese gel con azul Paragén.

La Figura 9a muestra la tincién con bromuro de etidio de geles de electroforesis correspondientes a mezclas de
dendrimeros y ODN tras 0 horas (OH), 4 horas (4H) y 24 horas (24H).

La Figura 9b muestra la tincién de proteinas del gel correspondiente a 4 horas cuya tincién con bromuro de etidio
se muestra en la Figura 9a.

La Figura 10 muestra un gel de electroforesis de muestras de complejos entre el plasmido Nf-kappaB-luc y el
dendrimero IM8.

La Figura 11 muestra un gel de electroforesis de pruebas de formacién de complejos entre un ARNi y un dendri-
mero (IMS8) de la invencidn.

La Figura 12 muestra un gréfico con los resultados de actividad mitocondrial para concentraciones 1, 5, 10,20y 100
uM tras la incubacion de células con los dendrimeros IM8, IM16, CINH4, NN, Phe y SF, que tienen su correspondiente
barra para cada concentracién colocada en el puesto que ocupa en la enumeracién anterior.

La Figura 13 muestra un grafico con los resultados de liberacion de hemoglobina tras la incubacién de hematies
con los dendrimeros IM8, IM16, NN, Phe y S, a concentraciones de 1, 5, 10 y 20 uM. Cada barra corresponde a un
dendrimero, colocadas en el orden correspondiente a la enumeracién anterior y cada grupo de barras corresponde a un
concentracion, ordenadas en orden creciente.

La Figura 14 muestra un grafico con los porcentajes de mortalidad de células incubadas con distintos dendriplejos
y dendrimeros de la invencién y tefiidas con Azul Tripan.

La Figura 15 muestra los resultados de una prueba de citometria de flujo en la que se comparaban los porcentajes
de células con tamafio y complejidad correspondientes a células en apoptosis-necrosis con células vivas. En el X se
representa el tamafio y en el eje Y la complejidad, correspondiendo la nube de células oscuras a células en apoptosis-
necrosis. La parte A corresponde a células CMSP tratadas con dendrimeros CBS y la parte B a células CMSP tratadas
con dendrimeros tipo PAMAM.

La Figura 16 muestra la representacion de los porcentajes de células vivas y en apoptosis obtenidos tras las pruebas
de citometria de flujo obtenidos en células CMSP tratadas con dendrimeros CMS (A) o con un dendrimero tipo
PAMAM (B).

La Figura 17 muestra las tinciones con el colorante vital DAPI de células incubadas con: 1: Control; 2: ODN+IMS;
3: ODN+IM16; 4: ODN+SF; 5: ODN; 6: IMS; 7: IM16; 8: SE.

La Figura 18 muestra fotos tomadas tras 72 horas de incubacién de células con IM8-ODN, a 0, 30, 60, 90, 120 y
150 segundos.

La Figura 19 muestra un gréfico con los resultados obtenidos en el contador de centelleo en un ensayo linfoproli-
ferativo estimulando las células con distintos dendrimeros CBS, con PHA y con un control (C).

La Figura 20 muestra la localizacién celular de un ODN con el que se transfectaron CMSP tras: A: 1 horas; B: 3
horas; C: 24 horas.
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La Figura 21 muestra el andlisis de la fluorescencia presente en una célula que ha sido transfectada con un ODN.
En la Figura 21 A se muestran en ordenadas los valores de fluoresencencia que se van obteniendo en cada punto a lo
largo de una linea que representa un corte medio en XY, correspondiendo el gréifico superior a la fluorescenia azul,
el intermedio a la verde y el inferior a la roja. En la Figura 21 B se muestra un anélisis similar de la fluorescencia
tomando una regién de interés (ROI) dibujada alrededor del niicleo en el que se analizan la fluorescencia azul (grafico
superior) y la fluorescencia verde (grafico inferior).

La Figura 22 muestra el patrén de fluorescencia obtenido tras la transfeccién con PPT o dendriplejos de la inven-
cién. 1: Control; 2: PPT; 3: PPT+IMS; 4: PPT+NN; 5: PPT+Phe; 6: PPT+IM16.

La Figura 23 muestra el patrén de fluorescencia obtenida tras la transfeccién con un dendriplejo de CINH4 y PPT.

La Figura 24 muestra el histrogama de la fluorescencia en un plano medio en XY de una célula tratada con
PPT+NN, en el que la grafica superior muestra en ordenadas la intensidad de fluorescencia verde que se va encontrando
a lo largo del plano, la grifica intermedia es un andlisis andlogo correspondiente a la fluorescencia roja y la grafica
inferior muestra un andlisis andlogo correspondiente a la fluorescencia azul.

La Figura 25 muestra el gréfico obtenido calculando el nimero de copias de ADN del VIH en funcién del nimero
de células con distintas concentraciones de dendrimero NN antes y después de la infeccion.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién describe nuevos dendrimeros carbosilano ramificados con grupos amino primarios, secundarios, ter-
ciarios o cuaternarios en los extremos de las ramificaciones que responden a las férmulas:

(|Rl)3—p
Si— (Alq' —Si—X,)s;,  enel caso de los de primera generacion;

(|R1)3—m (lRZ)H
Si— (Alq" — Si — (Alg> — Si— X)u)as en el caso de los de segunda generacion;

(|R1 )3—m (|R2)3—n (|R3)3—p
Si— (Alq' — Si — (Alg® — Si — (Alg®> — Si — Xo)n)m)as en el caso de los de tercera generacion;

y a las férmulas andlogas correspondientes en el caso de generaciones superiores, en las que la férmula corres-
pondiente a cada generacion i resultaria de sustituir X, en la férmula correspondiente a la generacién anterior por un
nuevo bloque del tipo:

(|Ri)a_p
(Alg — Si—X,),
pasando el grupo unido al mismo dtomo de silicio que este bloque sustitutorio de estar representado por (R™');_, a
estar representado por (Ri™");_,,
férmulas en las que:

Alq', Alg?, Alg®, ..., Alq' representan restos alquileno de 2 a 4 carbonos que se eligen independientemente unos de
otros segun la longitud de las ramificaciones en cada generacion;

R!,R%, R?, ..., R, R representan restos metilo o fenilo;
X representa un resto que contiene un grupo amino primario, secundario, terciario o cuaternario;
p es un niimero entero que varia entre 1 y 3;

m, n, ..., Z Son nimeros enteros que varian independientemente entre 1y 3.
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En la realizacién que mds se prefiere de la invencidn, los restos R', R?, R%,..., R"™', R’ son todos iguales y corres-
ponden a restos metilo; los restos Alql, Alg?, Alg’,..., Alq' son iguales entre si y corresponden a restos propileno y
los nimeros enteros m, n, ..., j son iguales entre s{ y tienen el valor 2. En esas condiciones, los dendrimeros que
corresponden a esa realizacion de la invencién también se pueden representar mediante la férmula general iG-(X,)n,
donde:

i: indica el nimero de la generacién del dendrimero

X: indica la naturaleza de los grupos funcionales situados en la periferia del dendrimero

p: indica el nimero de grupos funcionales en cada rama

m: indica el nimero de grupos funcionales terminales en el dendrimero

G: representa el esqueleto carbosilano del dendrimero que, segiin la generacidn, corresponderia a las férmulas
siguientes:

1G= & "8

' (’&\ o— = SiMe;

esqueletos en los que los extremos finales SiMe; (Me=CHj;) quedaria convertidos en SiMe, X en la férmula general
del dendrimero en el caso de que “p” fuera igual a 1 y en SiMeX, en el caso de que “p” fuera igual a 2.

X representa cualquier resto que contenga una amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria.

Tal como se utiliza en la invencidn, el término dendrimero se refiere a una macromolécula tridimensional de
construccion arborescente.

El término “generacidn” se refiere al nimero de etapas iterativas que son necesarias para la preparaciéon del den-
drimero.

El término “dendrimero carbosilano” se refiere a una molécula dendritica con un esqueleto carbosilano.

El término “hidrosililacién” se refiere a la adicién de enlaces Si-H a doble enlaces C=C.

Tal como se utiliza en la invencidn, el término “resto antigénico” se refiere a un resto que estd unido a una molécula
y que es capaz de desencadenar una respuesta inmune en un individuo al que se le suministra la molécula que lleva
unido ese resto.

Tal como se utiliza en la invencion, el término “péptido” se refiere a una cadena lineal de dos o mas aminodcidos
que se van uniendo mediante la formacién de un enlace tipo amido entre un grupo carboxilo de un aminoacido y un
grupo amino del aminodcido contiguo.

Tal como se ha indicado previamente, la invencion se refiere también a un procedimiento para la preparacion de

los dendrimeros de la invencién. Estos dendrimeros organosilano de generaciones diferentes se pueden preparar con
rendimientos elevados usando reacciones bien conocidas, a través de procedimientos divergentes,?#243444546] Egtog

13



10

15

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2265 291 Al

dendrimeros presentan una alta versatilidad que les confiere varias ventajas sobre otros derivados: i) es posible mo-
dificar la longitud de las ramas utilizando en el paso de metétesis derivados de Grignard vinilicos o alilicos; ii) es
posible variar el niimero de ramificaciones de cada generaciéon cambiando por ejemplo HSiCl; por HSiCH;Cl,; iii) es
posible incorporar una gran variedad de grupos funcionales a la periferia del dendrimero. Ademads, los dendrimeros
carbosilano presentan una gran inercia quimica, lo que es muy util para el propésito adicional de esta invencioén de
utilizarlos como vehiculos para el transporte de moléculas aménicas (como los ODN y distintos farmacos aniénicos)
en la sangre, su proteccion frente a la interaccion con proteinas del plasma y su entrada en una célula para ejercer su
accion.

Como se ha comentado, en una realizacién preferida de la invencién las ramas de las distintas generaciones
son todas iguales y son el resultado de la utilizacién del derivado alilico BrMg-CH,-CH=CH,, mientras que las
ramificaciones obtenidas en cada generacién son también las mismas en todos los casos e iguales a 2 por utiliza-
cién de HSiCH;Cl,. En esas condiciones, el procedimiento de sintesis divergente utilizado para ir generando los
distintos dendrimeros carbosilano precursores, podria esquematizarse, hasta la segunda generacién, de la siguiente
manera

pYs =Y ’J\ 'J\ sx Y P Y
- acoplamiemnio activacién ...] \)_.. m }_;4 Nl

Niicleo e
ceniral « o
Dendrimere <
1* generacién Pemlnmen
- 2* generacién

Sintesis divergente

Una vez obtenido el esqueleto correspondiente al dendrimero precursor de la generacién deseada, se procederia a
obtener derivados con enlaces terminales Si-Cl o Si-H a partir de los cuales obtener los dendrimeros carbosilano con
restos terminales que contienen grupos amino de la invencién. El proceso detallado seria el siguiente:

Obtencion de dendrimeros carbosilano con grupos amino terminales

El primer paso en la sintesis de estos derivados es la preparacién de dendrimeros precursores que contienen enlaces
terminales Si-Cl o Si-H. La sintesis de estos dendrimeros ha sido ya publicada®#>434445461 y ge Jleva a cabo con
elevados rendimientos. En los ejemplos que se exponen mds adelante en la presente memoria, se han crecido los
dendrimeros hasta una tercera generacion, pero la metodologia para obtener dendrimeros de generaciones superiores
es andloga, por lo que dichos dendrimeros de generaciones superiores y su procedimiento de preparacién se incluyen
igualmente en el alcance de la invencidn.

En el caso de la realizacién preferida de la invencién, en la que las ramificaciones de cada generacién son de
igual tamafio y corresponden a cadenas de 3 carbonos y en la que se forman dos nuevas ramas en cada generacion,
dejando un metilo unido al 4tomo de Si en la cuarta valencia que quedaria por saturar, el esquema de reacciones que
conduciria a la obtencion de los distintos dendrimeros carbosilano precursores con enlaces terminales Si-Cl y Si-H
vendria representado por el Esquema 1:
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Esquema 1

siCl, + ang/\/

|
I HSiMe,Cl HSiMeCl . g
&NT Cl>4 2 o / ) eCl, SINS'\C' >4

4 16-Cl

Si Si Si |
\/\/ i \/\/ /CI
Si-H Si\

! /\/\ si—c iy s'\/\/ | ~

Sl cl
|/\/\ |~
<\/\ /\/\ \/\/s|—cx HSiMe,Cl l/\/\ e

LA, l HSiMeCl,
' /\/\s./CI
. |~C|
Si—-H
S|/\/\. | /\/\sli\/\/éi,m
i ! “cl
\/\/\ NS si \Si .

Si Si ) §-C
|~ §H \/\/’i/\/\ \c'
\/\’s'\/\’s“_H s\/\,-slirc' 4

4 cl

[ 3G-Cl.
:

El segundo paso consiste en la uniéon de diferentes grupos amino a la superficie de estos dendrimeros usando
la reactividad conocida de los enlaces Si-Cl y Si-H. Con este fin se pueden seguir dos rutas sintéticas alternativas,
dependiendo de la naturaleza del grupo terminal presente en el dendrimero carbosilano.
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1. Ruta de la alcoholisis de enlaces Si-Cl

En este procedimiento se han empleado diferentes alcohol-aminas en presencia de una base como trietilamina
afiadida para retirar el cloruro de hidrégeno que se desprende en esta reaccion. El término “alcohol-amina” se refiere a
diferentes aminas que contienen una funcionalidad alcohdélica, similares a los ejemplos que se describen mediante las
siguientes formulas:

/ /
o > N\ HO\/\J«/\/ AN

N,N-dimetiletanolamina 2-[(2-(dimetilaminoetil)metil]Jamino etanol

/
o N\

HO N/
o S \

3,5-Bis(Dimetilaminoetoxi)bencilalcohol

En la presente invencidn, se prefiere la utilizacién de estas tres aminas, pero el procedimiento de la invencién
permite funcionalizar la periferia de un dendrimero con cualquier otra amina que tenga una funcionalidad alcohdlica
susceptible de llevar a cabo el proceso de alcoholisis que aqui se describe, la funcionalizacién con cualquiera de
esas aminas y los dendrimeros carbosilano con funciones amino obtenidos se incluyen también en el alcance de la
invencion.

El tratamiento de los dendrimeros carbosilano que contienen enlaces terminales Si-Cl con la cantidad estequiomé-
trica de N,N-dimetiletanolamina en éter dietilico y en presencia de un exceso de trietilamina conduce a la formacién de
los dendrimeros carbosilano con grupos amino terminales. De manera general, esta etapa se reproduce en el Esquema
2:

Esquema 2

< | 3 £y N
s -l YT S 7° \
‘ l Et,O e X

X m

X=Me, Cl /
X=Me, O/\/ N\

La utilizacién de este esquema de reaccion dio lugar a los compuestos 1G-[Si(OCH,CH,NMe,)], (1), 1G-[Si
(OCH,CH,;NMe,), 1, (2), 2G-[Si(OCH,CH,NMe,)]s (3), 2G-[Si(OCH,CH,NMe,),]s (4), 3G-[Si(OCH,CH,NMe,)];4
(5), 3G-[Si(OCH,CH,;NMe,),]16 (6), cuyo proceso de sintesis se explica con mayor detalle en los ejemplos 1-6 que
aparecen descritos posteriormente.

La sustitucion de N,N-dimetiletanolamina por otros derivados alcohol amina 1 como 3,5-(OCH,CH,NMe,),-

(C4¢H3)CH,0H 6 Me,NCH,CH,N(Me)CH,CH,0H conduce en una reaccion similar a la descrita arriba a la prepa-
racion de los dendrimeros. Esta reaccién se reproduce en el Esquema 3:
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Esquema 3
N/
o N\
A~ N
0/\, N\ . | (o}
JG Sli"o /
NEt; ~N
) / Et,0 o AR
(a6 —sgi—ai
Sl i
| " m HO | N
\/\N/\/ N\ /w} | | N /
\‘Zzﬁj Sll o\/\N/\/ N\
m
NEt /b0

La utilizacién de este esquema de reaccion dio lugar a los compuestos 1G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N
Me,)o)]s (7), 2G-[Si(OCH,-(CsH3)-3,5-(OCH,CH,NMe;),)]s (8), 3G-[Si(OCH,-(CsH;)-3,5-OCH,CH,NMe; ), )] 16
9), 1G-[OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,], (10), 2G-[OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,]; (11), 3G-[OCH,CH,N(Me)
CH,CH,;NMe,],s (12), cuyo proceso de sintesis se explica con mayor detalle en los ejemplos 1-6 que aparecen descri-
tos posteriormente.

Cuaternizacion con Mel

Los intentos realizados para cuaternizar los grupos amino terminales de los dendrimeros 1-12 con la cantidad
estequiométrica o un pequeiio exceso de HCI no condujeron al resultado esperado, debido a la hidrdlisis paulatina de
los enlaces Si-O. Sin embargo, el tratamiento de estos dendrimeros con un exceso de Mel en éter dietilico produce
de un modo cuantitativo la cuaternizacién de los grupos amino en unas pocas horas, causando la precipitacion de las
sales yodadas de los cationes amonio como s6lidos higroscépicos de color blanco en altos rendimientos. Esta reaccién
se presenta en el Esquema 4:

Esquema 4
m IMe Sli—R’
Et,O | m
T
I'\— o™~MN
R= 0N OI\Q I
O/\N\s
P
O\/\N/\,N\-

De esta manera se han aislado y -caracterizado los dendrimeros que se relacionan a continuacion
1G-[Si(OCH,CH,NMe;*1)], (16), 1G-[Si(OCH,CH,NMe;*I"),], (17), 2G-[Si(OCH,CH,NMe;*I)]s (18), 2G-
[Si(OCH,CH,NMe;*17),]s (19), 3G-[Si(OCH,CH,NMe;*I)]16 (20), 3G-[Si(OCH,CH,NMe;*17),];s (21), 1G-
[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe;*17),)], (22), 2G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe;*17),)]s (23), 3G-
[Si(OCH,-(C¢H3)-3,5-(OCH,CH,NMe;*17),)]1s  (24), 1G-[Si(OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*1)], (25), 2G-[Si
(OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*1")]; (26), 3G-[Si(OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*T")];¢ (27).

Su proceso de sintesis y de caracterizacion se detalla posteriormente en los Ejemplos 16 a 27 que aparecen des-

critos posteriormente. Los datos alli aportados muestran que para algunos de los dendrimeros de tercera generacion,
concretamente 21, 24 y 27, la cuaternizacién de los grupos dimetilamino no es completa: sélo en torno al 90% de los
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grupos terminales de estos complejos han sido cuaternizados. Esto es asi incluso en presencia de un exceso de Mel y
dejando la reaccidn durante mayores periodos de tiempo.

2. Ruta de hidrosililacion de enlaces terminales Si-H

El tratamiento de los dendrimeros carbosilano que contienen enlaces terminales Si-H con alilamina en presencia
del catalizador de Karstedt®® conduce a la formacién de los dendrimeros carbosilano con grupos amino terminales 1G-
[CH,CH,CH,NH,], (13), 2G-[CH,CH,CH,NH,]; (14), 3G-[CH,CH,CH,NH,],s (15) con rendimientos practicamente
cuantitativos. La reaccién por la que se obtienen se muestra en el Esquema 5:

Esquema 5

S

Sli—'H R N L fneé Li\/\/NHz

Estos dendrimeros son térmicamente estables y solubles en disolventes organicos. Su caracterizacién y pureza ha
sido verificada por andlisis elemental (H, C, N), espectroscopia de RMN ('H,"*C y *Si) y espectrometria de masas
(electroespray o MALDI-TOF MS). Su sintesis y caracterizacién se detallan en los Ejemplos 13 a 15 que aparecen
descritos posteriormente.

Cuaternizacion con HCI

La cuaternizacién de los dendrimeros con grupos terminales -NH,, 13-15, sf pudo ser realizada por adicién de HCI
(disolucién 1M en Et,0O) en éter dietilico como disolvente (Esquema 6).

Esquema 6

HClac) -, I cr
S NH : NH3*
16 S N\ e s N TS

- it Lo

Los derivados fénicos 1 G-[CH,CH,CH,NH;+CI"]4 (28), 2G-[CH,CH,CH,NH;*CI"]s (29), 3G-
[CH,CH,CH,NH;*Cl™],s (30) se obtuvieron siguiendo el mencionado Esquema 6 de reaccion. Dichos compuestos
precipitan como sélidos de color blanco y se purifican facilmente por eliminacién a vacio del disolvente y el exceso
de HCI utilizado en la reaccion.

Estos dendrimeros son térmicamente estables y solubles en DMSO, MeOH y H,O. Su caracterizacién y pureza ha
sido verificada, al igual que en los dendrimeros descritos anteriormente, por andlisis elemental (H, C, N), espectrosco-
pia de RMN ('H, “Cy ’Si) y espectrometria de masas (electroespray o MALDI-TOF MS).

Ejemplos de sintesis de dendrimeros carbosilano con grupos amino terminales

Debe entenderse que los ejemplos que se dan a continuacién son s6lo una ilustracion del objetivo de esta invencién
y no suponen en modo alguno una limitacién.

Los valores de las integrales de las sefiales en los espectros de RMN-'H de los dendrimeros que se describen
representan sé6lo la cuarta parte del niimero total de 4&tomos de hidrégeno.

Ejemplos 1 a 12

Ejemplo 1

Sintesis de 1G-[Si(OCH,CH,NMe,)], (1)

A una disolucién del dendrimero 1G-Cl, (0,85 g, 1,49 mmol) en éter (50 ml), se afiadié un ligero exceso de NEt;
(0,86 ml, 6,2 mmol) y N,N-dimetiletanolamina (0,6 ml, 5,97 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién

constante durante 1 h a temperatura ambiente, después se eliminé a vacio el exceso de NEt; y el disolvente dando
Iugar a un residuo que se extrajo con éter (30 ml). La suspension resultante, se filtré con celite para eliminar la sal de
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amonio NEt;-HCI generada en la reaccion y el filtrado se llevé a sequedad dando lugar al compuesto 1 como un aceite
amarillo pélido. (0.98 g, 84%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 3,64 (2H, t, CH,0), 2,40 (2H, t, CH,N), 2,22 (6H, s, NMe,), 1,31 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si0),
0,60 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,53 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,067 (6H, s, OSiMe,), *C{'H}-RMN (CDCl,):
6 61,5 (CH,N), 60,8 (CH,0), 46,1 (NMe,), 21,3 (SiCH,CH,CH,Si0), 18,1, 17,4 (SiCH,CH,CH,Si0), -1,7 (OSiMe,).
®Si{'H}-RMN (CDCl): 6 0,49 (G,-Si), 17,62 (G,-Si). Anélisis elemental de C;sHgsN,O,Sis: Calc,: C, 55,33; H,
11,35; N, 7,17. Obten,: C, 55,16; H, 11,22; N, 7,06.

Ejemplo 2
Sintesis de 1G-[Si(OCH,CH,NMe,), ], (2)

El dendrimero de primera generacion 2 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 1, partiendo
de 1G-Cl; (0,54 g, 0,87 mmol), N,N-dimetiletanolamina dimetiletanolamina (0,7 ml, 6,94 mmol) y NE¢t; (1,0 ml, 7,2
mmol). De esta forma se obtuvo 2 como un aceite incoloro. (0,75 g, 80%).

'H-RMN (CDCL): ¢ 3,74 (4H, t, CH,0), 2,43 (4H, t, CH,N), 2,23 (I12H, s, NMe,), 1,31 (2H, m,
SiCH,CH,CH,SiO), 0,63 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,52 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,09 (3H, s, OSi-
Me), *C{'H}-RMN (CDCL): § 61,4 (CH,N), 60,7 (CH,0), 46,2 (NMe,), 18,7 (SiCH,CH,CH,SiO), 17,7, 17,2
(SiCH,CH,CH,SiO), -4,4 (OSiMe). Si{'H}-RMN (CDCl,): 6, 0,47 (Gy-Si), -3,65 (G,-Si), Andlisis elemental de
CsHy16NgOgSis: Cale,: C, 53,68; H, 10,89; N, 10,43. Obten,: C, 53,54; H, 11,33; N, 10,06. MALDI-TOFF-MS: m/z
1095,8 [M+H]+ (Calc, 1095.,8).

Ejemplo 3
Sintesis de 2G-[Si(OCH,CH,NMe,), ]z (3)

El dendrimero de segunda generacidn 3 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 1, partiendo
de 2G-Cl; (0,27 g, 0,18 mmol), N,N-dimetiletanolamina (0,15 ml, 1,47 mmol) y NEt; (0,25 ml, 1,79 mmol). De esta
forma se obtuvo 3 como un aceite incoloro (0,31 g, 90%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 3,64 (4H, t, CH,0), 2,41 (4H, t, CH,N), 2,23 (12H, s, NMe,), 1,30 (6H, m, SiCH,CH,CH,SiO
y SiCH,CH,CH,Si solapados), 0,65 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,53 (8H, m, resto de CH,Si), 0,07 (12H, s, OSiMe,),
-0,09 (3H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (CDCl,): § 61,5 (CH,N), 60,8 (CH,0), 46,1 (NMe,), 21,1 (SiCH,CH,CH,SiO),
18,6-17.,9 (resto de grupos -CH,-), -1,9 (OSiMe,), -4,9 (SiMe), ?Si{'H}-RMN (CDCl;): § 0,93 (G,-Si), 17,6 (G,-Si),
G,-Si no se observa. Analisis elemental de CggH,;,NgO5Si;5. Calc.: C, 56,35; H, 11,39; N, 5,97. Obten,: C, 55,98; H,
11,20;N, 5,78.

Ejemplo 4
Sintesis de 2G-[Si(OCH,CH,NMe,), |5 (4)

El dendrimero de segunda generacidn 4 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 1, partiendo
de 2G-Cl (0,48 g, 0,30 mmol), N,N-dimetiletanolamina (0,48 ml, 4,77 mmol) y NEt; (0,7 ml, 5,02 mmol). De esta
forma se obtuvo 3 como un aceite incoloro (0,66 g, 90%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 3,75 (8H, t, CH,0), 2,44 (8H, t, CH,N), 2,24 (24H, s, NMe,), 1,34 (6H, m, SiCH,CH,CH,SiO
y SiCH,CH,CH,Si solapados), 0,64 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,51 (8H, m, resto de CH,Si), 0,09 (6H, s, OSiMe),
-0,10 (3H, s, SiMe). BC{'H}-RMN (CDCl,): 8, 61,4 (CH,N), 60,7 (CH,0), 46,2 (NMe,), 18,6 (SiCH,CH,CH,SiO),
17,7-17,0 (resto de grupos -CH,-), -4,4 (OSiMe), -4,8 (SiMe). Si{'H}-RMN (CDCl,): 6 0,9 (G;-Si); -3.5 (G,-Si);
G,-Si no se observa. Analisis elemental de C,,HysN;60,6Si1;5: Calc.: C, 54,67; H, 10,98; N, 9,11. Obten,: C, 54,20;
11 10,37; N 9,59.

Ejemplo 5
Sintesis de 3G-[Si(OCH,CH,NMe,)] s (5)

El dendrimero de tercera generacion 5 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 1, partiendo
de 3G-Cl4 (0,20 g, 0,06 mmol), N,N-dimetiletanolamina (0,10 ml, 0,99 mmol) y NEt; (0.16 ml, 1,14 mmol). De esta
forma se obtuvo 5 como un aceite amarillo palido (0,18 g, 74%).

'H-RMN (CDCl;): § 3,65 (8H, t, CH,0), 2,42 (8H, t, CH,N), 2,24 (24H, s, NMe,), 1,23 (14H, m,
SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si solapados), 0,64 (8H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,53 (20H, m, resto de CH,Si),
0,068 (24H, s, OSiMe,), -0,10 (9H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (CDCl;): 6 61,5 (CH,N), 60,8 (CH,0), 46,1 (NMe,),
21,1 (SiCH,CH,CH,Si0), 18,6-17.9 (resto de grupos -CH,-), -1,82 (OSiMe,), -4,8 (SiMe), ¥Si{'H}-RMN (CDCl;):
0 0,95 (G,-Si); 17,95 (G;-Si) Gy-Si y G;-Si no se observan. Andlisis elemental de C,93Hy50N60,6S1,9. Calc.: C, 56,74;
H, 11,41; N, 5,51. Exp. %: C, 56,17; H, 11,28; N, 5,34.
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Ejemplo 6
Sintesis de 3G-[Si(OCH,CH,NMe, )]s (6)

El dendrimero de tercera generacion 6 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 1, partiendo
de 3G-Cl;, (0,19 g, 0,05 mmol), N,N-dimetiletanolamina (0,17 ml, 1,68 mmol) y NEt; (0,24 ml, 1,79 mmol). De esta
forma se obtuvo 6 como un aceite amarillo palido (0,20 g, 72%).

'H-RMN (CDCly): ¢ 3,75 (16H, t, CH,0), 2,44 (16H, t, CH,N), 2,24 (48H, s, NMe,), 1,32 (14H, m,
SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si solapados), 0,66 (8H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,53 (20H, m, resto de SiCH,),
0,07 (12H, s, OSiMe), -0,10 (18H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (CDCl,): § 61,4 (CH,N), 60,7 (CH,0), 46,1 (NMe,), 18,4-
17,4 (resto de grupos -CH,-), -4,7 (OSiMe,), -5,2 (SiMe). Anadlisis elemental de C,40Hs7,N3,03,S159. Calc.: C, 55,08;
H, 11,02; N, 8,56. Obten.: C, 56,11; H, 11,89; N, 8,13.

Ejemplo 7
Sintesis de 1G-[Si(OCH,-(C¢H,)-3,5-(OCH,CH,NMe,),)], (7)

A una disolucién del dendrimero 1G-Cl; (0,11 g, 0,19 mmol) en éter (30 ml), se afiadié un ligero exceso de
NEt; (0,12 ml, 0,87 mmol) y 3,5-(OCH,CH,NMe,),-(CsH3)-CH,0H (0,22 g, 0,378 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo con agitacion constante durante 1 h a temperatura ambiente, después se elimind a vacio el exceso de NEt;
y el disolvente dando lugar a un residuo que se extrajo con éter (2 x 20 ml). La suspension resultante, se filtré con
celite para eliminar la sal de amonio NEt;-HCI generada en la reaccién y el filtrado se llevé a sequedad dando lugar al
compuesto 7 como un aceite amarillo pélido (0,23 g, 80%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 6,45 (2H, m, C¢H;); 6,36 (1H, m, CsH,); 4,56 (2H, s, CH,0Si); 3,99 (4H, t, CH,O-C¢H,);
2,66 (4H, t, CH,N); 2,28 (12H, s, NMe,); 1,33 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO); 0,68 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO);
0,55 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO); 0,08 (6H, s, SiMe,). BC{'H}-RMN (CDCl;): § 159,8 (C¢H;, Cipso unido a
OCHchQNMez), 143,2 (C6H3, Cipso unido a CHQOSI), 104,9 y 100,2 (C6H3), 65,9 (CHzo-C6H3), 64,6 (CHzoSl),
58,2 (CH,N); 45,8 (NMe,), 21,2 (SiCH,CH,CH,Si0); 17,9, 17,2 (SiCH,CH,CH,Si0); -1,89 (SiMe,). Anlisis ele-
mental de CgyH,43N3O;,Sis. Calc.: C, 61,81; H, 9,60; N, 7,21. Obten.: C, 62,10; H, 9,82; N, 7,3.

Ejemplo 8
Sintesis de 2G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe,),)]s (8)

El dendrimero de segunda generacién 8 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 7, partiendo
de 2G-Cl; (0,27 g, 0,19 mmol); NEt; (0,22 mL, 1,62 mmol) y 3,5-(OCH,CH,NMe,),-(C¢H;3)-CH,OH (0,43 g, 1,52
mmol). De esta forma se obtuvo 8 como un aceite amarillo palido (0,54 g; 82%).

'"H-RMN(CDCL): § 6,45 (4H, m, CHy); 6,36 (2H, m, C¢H;); 4,56 (4H, s, CH,0Si); 3,99 (8H, t, CH,O-
Cg¢H;); 2,67 (8H, t, CH,N); 2,29 (24H, s, NMe,); 1,33 (6H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,69 (4H,
m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,55 (8H, m, CH, unidos a Si), 0,09 (12H, s, OSiMe,), -0,09 (3H, s, SiMe). *C{'H}-
RMN(CDCl): 6 159,0 (C¢Hs, Cipgo unido a OCH,CH,NMe,); 143,3 (C¢H;, Cip, unido a CH,0OSi); 104,8 y 100,1
(C¢H3); 65,9 (CH,0-C¢H,); 64,6 (CH,0S1); 58,3 (CH,NMe,); 45,9 (NMe,), 21,2 (SiCH,CH,CH,Si0); 17,9, 17,2
(SiCH,CH,CH,SIiO y seifiales solapadas de SiCH,CH,CH,Si); -1,7 (OSiMe,), -4,9 (SiMe). ¥*Si{'H}-RMN (CDCl,):
0 0,93 (G,-Si), 18,7 (G,-Si), G,-Si no se observa. Analisis elemental de C,;H33,N,60,4Si1,5. Calc.: C, 61,78; H, 9,78;
N, 6,55. Obten.: C, 62,51; H, 9,90; N, 6,75.

Ejemplo 9
Sintesis de 3G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe,),) |16 (9)

El dendrimero de tercera generacion 9 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 7, partiendo
de 3G-Cljs (0,072 g, 0,022 mmol); NEt; (0,060 ml, 0,43 mmol) y 3,5-(OCH,CH,NMe,),-(C¢H;)-CH,OH (0,101 g,
0,358 mmol). De esta forma se obtuvo 9 como un aceite amarillo pélido (0,110 g; 69%).

'H-RMN(CDCl,): 6 6,46 (8H, m, C;H,); 6,35 (4H, m, C¢H;); 4,56 (8H, s, CH,0Si); 3,97 (16H, t, CH,O-
CqH3); 2,67 (16H, t, CH,N); 2,28 (48H, s, NMe,); 1,33 (14H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,69 (8H,
m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,55 (18H, m, CH, unidos a Si), 0,09 (24H, s, OSiMe,), -0,09 (9H, s, SiMe). *C{'H}-
RMN(CDCl;): § 160,0 (C¢H;, Cips unido a OCH,CH,NMe,); 143,2 (C¢Hj;, Cj,, unido a CH,0Si); 104,3 y 100,8
(C¢H3); 65,9 (CH,0-C4H;); 64,6 (CH,0Si); 58,3 (CH,NMe,); 45,8 (NMe,), 21,1 (SiCH,CH,CH,SiO); 17,8, 17,2
(SiCH,CH,CH,SiO vy seiales solapadas de SiCH,CH,CH,Si); -1,8 (OSiMe,), -4,9 (SiMe). Andlisis elemental de
C36sH700N3,045S1,9. Calc.: C, 61,76; H, 9,86; N, 6,26. Obten.: C, 62,43; H, 9,90; N, 6,80.
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Ejemplo 10
Sintesis de 1G-[Si(O(CH,),N(Me)(CH,),NMe,)], (10)

A una disolucién del dendrimero 1G-Cl, (0,31 g, 0,54 mmol) en éter (30 ml), se afiadié un ligero exceso de NEt;
(0,5 ml, 3,58 mmol) y 2-{[2-dimetilamino)etil]metilamino }etanol (0,35 ml, 2,19 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo con agitaciéon constante durante 12 h a temperatura ambiente, después se eliminé a vacio el exceso de NEt;
y el disolvente dando lugar a un residuo que se extrajo con éter (2 x 20 mL). La suspension resultante, se filtré con
celite para eliminar la sal de amonio NEt;-HCI generada en la reaccién y el filtrado se llevo a sequedad dando lugar al
compuesto 10 como un aceite incoloro (0,3 g, 57%).

'H-RMN (CDCLy): & 3,64 (2H, t, CH,0), 2,51 (4H, m, CH,N(Me)), 2,35 (2H, t, CH,N(Me),), 2,26 (3H,
s, NMe), 2,19 (6H, s, NMe,), 1,29 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,62 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,59 (2H,
m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,05 (6H, s, SiMe,). C{'H}-RMN (CDCL): & 60,8 (CH,0), 59.9 y 56,2 (CH,N
(Me)CH,), 57,5 (CH,N(Me),), 45,9 (NMe,), 43,3 (NMe), 21,2 (SiCH,CH,CH,Si0), 17,8 (SiCH,CH,CH,Si0), 17,2
(SiCH,CH,CH,Si0), -2,0 (SiMe,). 2Si{'H}-RMN (CDCL): 6 0,49 (G,-Si), 17,59 (G,-Si). Andlisis elemental de
CusH,,6N3O,Sis. Calc.: C, 57,09; H, 11,58; N, 11,10. Obten.: C, 57,60; H, 11,72; N, 11,20.

Ejemplo 11
Sintesis de 2G-[Si(O(CH,),N(Me)(CH,),NMe,)]s) (11)

El dendrimero de tercera generacién 11 se prepar6 siguiendo un procedimiento, similar al descrito para 10, par-
tiendo de 2G-Clg (1,12 g, 0,77 mmol), NEt; (1 ml, 7,17 mmol) y 2-{[2-dimetilamino)etil]metilamino }etanol (1 ml,
6,16 mmol). De esta forma se obtuvo 11 como un aceite amarillo palido (1.3 g, 72%).

'"H-RMN (CDCl,): 6 3,65 (4H, t, CH,0), 2,51 (8H, m, CH,N(Me)), 2,30 (4H, t, CH,N(Me),), 2,26 (6H, s, NMe),
2,20 (12H, s, NMe,), 1,31 (6H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,63 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,59
(8H, m, SiCH,), 0,06 (12H, s, SiMe,), -0,10 (3H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (CDCl,): § 60,8 (CH,0), 59,9 y 56,2
(CH,N(Me)CH,), 57,5 (CH,N(Me),), 45,9 (NMe,), 43,3 (NMe), 21,2 (CH,Si0), 18,7-17,9 (SiCH,CH,CH,SiO y
SiCH,CH,CH,Si), -1,79 (OSiMe,), -4,8 (SiMe). ®Si{'H}-RMN (CDCl,): 6 0,38 (G,-Si), 0,93 (G,-Si), 17,58 (G,-Si).
Analisis elemental de C,;,H,,cN,405Si,5. Calc.: C, 57,67;H, 11,58; N, 9,61. Obten.: C, 57,20; H, 11,40; N, 9,52

Ejemplo 12
Sintesis de 3G-[Si(O(CH,),N(Me)(CH,),NMe, )] (12)

El dendrimero de tercera generacion 12 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 10, partien-
do de 3G-Cl4 (0,49 g, 0.152 mmol), NEt; (0,40 ml, 2,86 mmol) y 2-{[2-Dimetilamino)etil]metilamino }etanol (0,39
ml, 2,43 mmol) De esta forma se obtuvo 12 como un aceite amarillo palido (0,51 g, 67%).

'"H-RMN (CDCl,): ¢ 3,65 (8H, t, CH,0), 2,51 (16H, m, CH,N(Me)), 2,36 (8H, t, -CH,N(Me),), 2,26 (12H, s,
NMe), 2,21 (24H, s, NMe,), 1,30 (14H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,63 (8H, m, SiCH,CH,CH,Si0O),
0,53 (18H, m, SiCH,), 0,06 (24H, s, SiMe,), -0,10 (9H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (CDCl;): ¢ 60,8 (CH,0), 60,0 y
56,2 (CH,N(Me)CH,), 57,4 (CH,N(Me),), 45,9 (NMe,), 43,3 (NMe), 21,1 (CH,Si0O), 18,7-17,8 (SiCH,CH,CH,SiO
y SiCH,CH,CH,SiSi), -1,9 (OSiMe,), -4,8 (SiMe). ¥Si{ IH}-RMN (CDCl,): 6 0,93 (G,-Si y G,-Si), 17,58 (G;-Si).
Analisis elemental de C,4)Hs7,N3,0,4S159. Calc.: C, 57,91;H, 11,58; N, 9,0 Obten.: C, 57,32; H, 11,38;N, 8,72.

Estos dendrimeros, se obtienen como productos aceitosos de color marrén claro en altos rendimientos. Todos ellos
son solubles en disolventes orgdnicos comunes e insolubles en agua.

Los datos espectroscépicos y analiticos de los derivados 1-12 son consistentes con las estructuras propuestas que
se muestran en la Figura la. Asi, las sefiales correspondientes al esqueleto carbosilano en los espectros de RMN-
"H de los dendrimeros anteriores presentan desplazamientos quimicos casi idénticos para los nicleos andlogos en las
diferentes generaciones, aunque las sefiales se van haciendo mas anchas y desestructuradas al ir aumentando la gene-
racion del dendrimero. Estas caracteristicas se han atribuido a dos factores principalmente: la estructura tipo polimero
de estos derivados, que confiere a los nticleos en las diferentes generaciones diferencias muy ligeras en su entorno
qul’m[iz(é]o y la restriccion de la movilidad de los protones respectivos en las capas mds externas al aumentar la genera-
cion.

Estos espectros muestran tres grupos de sefiales que se asignan a los grupos metileno. En las ramas
SiCH,CH,CH,Si, los grupos metileno centrales se observan a 1,30 ppm, mientras que los grupos metileno unidos
directamente a los dtomos de silicio se localizan a 0,61 y 0,51 ppm. Se asigné la sefial centrada a 0,61 ppm a los
grupos CH,SiO-, mientras que la sefial centrada a 0,51 ppm se atribuye al resto de grupos metileno, basdndose en
el aumento de la intensidad de la integral de esta dltima sefial al ir aumentando la generacién del dendrimero y en
experimentos 1D '"H-TOCSY y NOESY. En los espectros de RMN de *C los grupos metileno de las ramas interiores
SiCH,CH,CH,Si presentan sefales en el rango 21,3-17,4 ppm. La asignacién completa de estas sefiales se hizo con la
ayuda de experimentos HMQC. Finalmente los fragmentos -SiMe,- y -SiMe- son facilmente distinguibles en todos los
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derivados y generaciones. Los espectros de RMN de *Si estdn igualmente de acuerdo con la formulacién propuesta,
si bien en estos espectros los dtomos de silicio mds internos solamente son observados en los dendrimeros de primera
generacion.

Respecto a la caracterizacién de los grupos terminales de estos dendrimeros, aqui se describe a modo de ejemplo
la caracterizacidn de estos grupos en los derivados 1-6. La caracterizacion en el resto de compuestos se ha hecho de
una manera similar y los datos relativos a cada uno de ellos se encuentran reflejados en la parte experimental de este
trabajo.

En los dendrimeros 1-6, para el fragmento externo -OCH,CH,NMe, se observa un triplete localizado a 3,64 (para
los dendrimeros 1, 3y 5) y 3,74 (para los dendrimeros 2, 4 y 6) que se asigna a los grupos -OCH,- y otro triplete cen-
trado a 2,43 ppm en todos los casos correspondiente a los grupos -CH,N-. El desplazamiento a campo bajo observado
en la sefial correspondiente a los grupos -OCH,- en los dendrimeros 2, 4 y 6 es consistente con la presencia de dos
atomos de oxigeno unidos al d&tomo de silicio en estos derivados, aunque este efecto es imperceptible para los grupos
-CH,N-. Los grupos metilo unidos a nitrégeno aparecen en todos los casos a 2,23 y 46,1 ppm en RMN de 'Hy "*C
respectivamente.

La caracterizacién de estos compuestos se completé con espectrometria de masas (electroespray o MALDI-TOF
MS) usando 1,8,9-trihidroxiantraceno (ditranol) como matriz. Sin embargo, los picos moleculares no pudieron ser ob-
servados para las segundas y terceras generaciones, hecho que también ha sido descrito para otros muchos dendrimeros
de peso molecular elevado.?"#6-4%

Ejemplos 13 a 15
Ejemplo 13
Sintesis de 1G-[Si(CH,);NH,], (13)

A una disolucién del dendrimero 1G-H, (0,54 g, 1,23 mmol) en la minima cantidad de THF (1 ml) se le afadi6
alilamina (1,5 ml, 19,99 mmol) y dos gotas del catalizador de Karstedt (3-3,5% Pt). La mezcla de reaccién se calentd
a 120°C en una ampolla de vacio durante 4 h, la mezcla de reaccién se llevé a sequedad para eliminar el disolvente y
el exceso de allilamina, el residuo resultante se disolvié en CH,Cl, y se filtr6 con celite y carbén activo. La disolucién
obtenida se llev6 a sequedad por eliminacién del disolvente a vacio, dando lugar al compuesto 13 como un aceite
incoloro (0,90 g; 83%). La estructura de este dendrimero se representa en la Figura 1b.

'"H-RMN (CDCl;): 6 2,63 (2H, t, CH,N), 1,34 (4H, m, SiCH,CH,CH,N y SiCH,CH,CH,Si), 1,13 (2H, s,
NH,), 0,54-0,44 (8H, m, CH, unidos a Si), -0,06 (6H, s, SiMe,), *C{'H}-RMN (CDCl,): 6 45,7 (CH,N), 28,3
(SiCH,CH,CH,N), 20,2, 18,6, 17,6, (SiCH,CH,CH,Si), 12,4 (SiCH,CH,CH,N), -3,3 (SiMe,). ®Si{'H}-RMN
(CDClL,): 6 0,50 (Gy-Si), 1,96 (G,-Si). Andlisis elemental de Cs,Hg,N,Sis. Calc.: C, 58,14; H, 12,21; N, 8,48. Ob-
ten.: C, 57,63; H, 12,27; N, 8,78. Electrospray MS: m/z z=1 661.25 uma [M+H]*. (Calc. 661,52 uma).

Ejemplo 14
Sintesis de 2G-[Si(CH,);NH, ] (14)

El dendrimero de segunda generacién 14 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 13, par-
tiendo de 2G-Hg (0,42 g, 0,36 mmol), alilamina (2 ml, 26,7 mmol), 1 ml de THF y dos gotas del catalizador de
Karstedt. De esta forma se obtuvo 14 como un aceite incoloro (0,32 g, 55%). La estructura de este dendrimero se
representa en la Figura 1b.

'"H-RMN (CDCly): 6 2,63 (4H, t, CH,N), 1,41-1,28 (6H, m, SiCH,CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,N), 0,54-0,44
(20H, m, CH, unidos a Si), -0,06 (12H, s, SiMe,), -0,10 (3H, s, SiMe), *C{'H}-RMN (CDCl,): 6§ 45,7 (CH,N),
28,4 (SiCH,CH,CH,N), 20,2, 18,6, 17,6, (SiCH,CH,CH,Si), 12,5 (SiCH,CH,CH,N), -3,1 (SiMe,), -4,8 (SiMe).
®Si{'H}-RMN (CDCl;): 6 0,92 (G,-Si); 2,00 (G,-Si). Andlisis elemental de CgyH,9sN5Si ;5. Calc.: C, 58,75; H, 12,08;
N, 6,85. Obten.: C, 58,16; H, 11,95; N, 6,58. Electrospray MS: m/z z=1 no se observa, para z=2 (m/z +1) 818,44 uma
[M+H]*. (Calc. Z=2 818,8 uma).

Ejemplo 15
Sintesis de 3G-[Si(CH,);NH, ] (15)

El dendrimero de tercera generacién 15 se prepar siguiendo un procedimiento similar al descrito para 13, par-
tiendo de 3G-Hys (0,100 g, 0,037 mmol), alilamina (2 ml, 26.7 mmol), 1 ml de THF y dos gotas del catalizador de
Karstedt. De esta forma se obtuvo 15 como un aceite incoloro (0,085 g, 64%).

'H-RMN (CDCL): § 2,63 (8H, t, CH,N), 1,41-1,28 (22H, m, SiCH,CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,N), 0,54-0,44
(36H, m, CH, unidos a Si), -0,06 (24H, s, SiMe,), -0,10 (9H, s, SiMe), *C{'H}-RMN (CDCL): 6 45,7 (CH,N),
28,4 (SiCH,CH,CH,N), 20,2, 18,6, 17,6, (Si SiCH,CH,CH,Si), 12,5 (SiCH,CH,CH,N), -3,1 (SiMe,), -4,8 (SiMe).
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PSi{'H}-RMN (CDCl;): § 0,92 (G1-Si y G2-Si); 2,00 (G3-Si). Andlisis elemental de C,76H,5N 6Si5. Calc.: C, 58,98;
H, 12,04; N, 6,25. Obten.: C, 58,06; H, 11,84; N, 6,48.

Ejemplos 16 a 27
Ejemplo 16
Sintesis de 1G-[Si(OCH,CH,NMe;*I")] 4 (16)

Sobre una disolucién de 1 (0,12 g, 0,15 mmol) en éter (10 ml) se afladieron 0,4 ml de una disolucién 2 M en éter
de Mel (0,8 mmol). La mezcla de reaccidén se mantuvo con agitacién constante durante 48 h a temperatura ambiente,
después, se llevé a sequedad para eliminar el exceso de Mel. El residuo resultante se lavé con Et,O (2 x 5 ml) y se
sec a vacio para obtener el compuesto 16 como un sélido de color blanco (0,20 g, 96%).

'H-RMN (DMSO): ¢ 3,94 (2H, m, CH,0), 3,43 (2H, m, CH,N), 3,09 (9H, s, NMe;*), 1,29 (2H, m,
SiCH,CH,CH,Si0), 0,66 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,56 (2H, m, CH,Si), 0,11 (6H, s, OSiMe,). *C{'H}-RMN
(DMSO): 6 65,8 (CH,N), 55,8 (CH,0), 52,6 (NMe;*), 19,7 (SiCH,CH,CH,Si0), 16,9, 16,1 (SiCH,CH,CH,SiO),
-2,6 (OSiMe,). Andlisis elemental de C,,H,,0\N,O,Sis],. Calc.: C, 35,61; H, 7,47; N, 4,15. Obten.: C, 36,67; H, 7,65;
N, 4,42.

Ejemplo 17
Sintesis de 1G-[Si(OCH,CH,NMe;*I" ),], (17)

El dendrimero de primera generacién 17 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 2 (0,17 g, 0,16 mmol) y 0,80 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (1,6 mmol). De esta forma se obtuvo
17 como un sélido de color blanco (0,29 g, 86%).

'H-RMN(DMSO): § 4,12 (4H, m, CH,0), 3,54 (4H, m, CH,N), 3,17 (I8H, s, NMe;*), 1,29 (2H, m,
SiCH,CH,CH,SiO), 0,75 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,54 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,20 (3H, s, OSiMe).
BC{'H}-RMN (DMSO): ¢ 65,8 (CH,N), 56,0 (CH,0), 52,7 (NMe;*), 17,3 (SiCH,CH,CH.,SiO), 16,5, 15,9
(SiCH,CH,CH,SiO), -5,3 (OSiMe). Anilisis elemental de CssH,4NgO5Sisls. Calc.: C, 30,44; H, 6,39; N, 5,07. Obten.:
C,31,47;H, 6,47; N, 5,19.

Ejemplo 18
Sintesis de 2G-[Si(OCH,CH,NMe;*I")]s (18)

El dendrimero de segunda generacion 18 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 3 (0,25 g, 0,13 mmol) y 0,6 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (1,2 mmol). De esta forma se obtuvo el
compuesto 18 como un sélido de color blanco (0,35 g, 87%).

'H-RMN(DMSO): 6 3,96 (4H, m, CH,0), 3,45 (4H, m, CH,N), 3,11 (18H, s, NMe;*), 1,29 (6H, m,
SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,65 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,52 (8H, m, resto de SiCH,), 0,11 (12H, s,
0OSiMe,), -0,10 (3H, s, SiMe). PC{'H}-RMN(DMSO): 6 65,7 (CH,N), 55,9 (CH,0), 52,6 (NMe;*), 19,7, 17,5, 16,9
y sefiales solapadas (resto de grupos -CH,-), -2,5 (OSiMe,), -5,3 (SiMe). Andlisis elemental de CosH,36NgOsSi;315.
Calc.: C, 38,29; H, 7,9; N, 3,72. Obten.: C, 38,87; H, 8,32; N, 3,79.

Ejemplo 19
Sintesis de 2G-[Si(OCH,CH,NMe;*I" ),]s (19)

El dendrimero de segunda generacion 19 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 4 (0,10 g, 0,04 mmol) y 0,5 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (1.0 mmol). De esta forma se obtuvo el
compuesto 19 como un sélido de color blanco (0,17 g, 87%).

'"H-RMN (DMSO): 6 (ppm) 4,13 (8H, m, CH,0), 3,56 (8H, m, CH,N), 3,19 (36H, s, NMe;"), 1,28 (6H, m,
SiCH,CH,CH,Si0 y SiCH,CH,CH,Si), 0,72 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,55 (8H, m, resto de SiCH,), 0,21 (6H, s,
OSiMe), -0,08 (3H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (DMSO): § 65,7 (CH,N), 56,0 (CH,0), 52,7 (NMe;*), 19,2, 17,2, 16,4
y sefales solapadas (resto de grupos -CH,-), -5,2 (OSiMe), -5,6 (SiMe). Andlisis elemental de C,gH316N50,651;31}6.
Calc.: C, 32,49; H, 6,73; N, 4,74. Obten.: C, 33,32; H, 7,03; N, 4,72.
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Ejemplo 20
Sintesis de 3G-[Si(OCH,CH,NMe;*I" )]s (20)

El dendrimero de tercera generacion 20 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, partien-
do de 5 (0,12 g, 0,03 mmol) y 0,4 ml de una disolucién 2 M en éter de Mel (0,8 mmol). De esta forma se obtuvo el
compuesto 20 como un sélido de color blanco (0,16 g, 83%).

'H-RMN (DMSO): § 3,96 (8H, m, CH,0), 3,47 (8H, m, CH,N), 3,13 (36H, s, NMe;*), 1,28 (14H, m,
SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,65 (8H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,52 (20H, m, resto de SiCH,), 0,10 (24H,
s, OSiMe,), -0,08 (9H, s, SiMe). *C{'H}-RMN(DMSO): 6 65,8 (CH,N), 55,9 (CH,0), 52,6 (NMe;*), 19,7, 17,2, 16,0
y sefiales solapadas (resto de grupos -CH,-), -2,7 (OSiMe,), -5,5 (SiMe). Andlisis elemental de CosH,36NgO5Si;315.
Calc.: C, 39,43; H, 8,08; N, 3,54. Obten.: C, 39,19; H, 8,19; N, 3,68.

Ejemplo 21
Identificacion de 3G-[Si(OCH,CH,NMe;*I" ),] s (21)

El dendrimero de tercera generacion 21 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, partien-
do de 6 (0,060 g, 0,012 mmol) y 0,2 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (0.4 mmol). El espectro de '"H-RMN
presenta sefiales anchas e indica que aproximadamente el 90% de los grupos amino terminales ha sido cuatemizado,
por lo que el compuesto 21 no se aisla puro.

'"H-RMN (DMSO): 6 4,16 (16H, m, OCH,), 3,60 (16H, m, CH,N), 3,22 (72H, s, NMe;*1-), 1,27 (14H, m,
SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,52 (26H, m, SiCH,CH,CH,SiO y resto de grupos -CH,-), 0,07 (24H, s
ancho, SiMe,), la sefial correspondiente a SiMe no se observa porque aparece solapada con la sefial anterior.

Ejemplo 22
Sintesis de 1G-[Si(OCH,-(CsH,)-3,5-(OCH,CH,NMe;*I" ),)]4 (22)

El dendrimero de primera generacién 22 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 7 (0,1 g, 0,06 mmol) y 0,35 ml de una disolucién 2 M en éter de Mel (0,7 mmol). De esta forma se obtuvo
el compuesto 22 como un sélido de color blanco (0,14 g, 90%).

'H-RMN (DMSO): 6 6,55 (3H, m, C¢H,); 4,58 (2H, s, CH,0Si); 4,42 (4H, t, CH,0-C4H,); 3,77 (4H, t,
CH,N); 3,18 (18H, s, NMe;*); 1,35 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,70 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,57 (2H, m,
SiCH,CH,CH,Si0), 0,08 (6H, s, SiMe,). *C{'H}-RMN (DMSO): 6 157.8 (C¢Hs, Ciy, unido a OCH,CH,NMe,);
143,2 (C¢Hs, Cypo unido a CH,0Si); 104,9 y 99,6 (CsHs); 63,5 (CH,NMe,); 63,0 (CH,0Si); 61,3 (CH,0-C¢Hs);
52,7 (+NMe3), 19,9 (SiCH,CH,CH,SiO); 16,9, 16,1 (SiCH,CH,CH,SiO); -2,4 (SiMe,). Anilisis elemental de
CysH o IgN3O,,Sis. Calc.: C, 39,29; H, 6,44; N, 4,17. Obten.: C, 38,90; H, 6,24; N, 4,00.

Ejemplo 23
Sintesis de 2G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe;*I" ),)]s 23

El dendrimero de segunda generacién 23 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 8 (0,08 g, 0,023 mmol) y 0,20 ml de una disolucién 2 M en éter de Mel (0.4 mmol). De esta forma se obtuvo
el compuesto 23 como un sélido de color blanco (0,11 g, 85%).

'"H-RMN (DMSO): 6 6,58 (6H, m, C¢H5); 4,58 (4H, s, CH,0Si); 4,44 (8H, t, CH,O-C4H); 3,79 (8H, t, CH,N);
3,20 (30H, s, NMes*); 1,33 (6H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,67 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,54
(8H, m, CH, unidos a Si), 0,07 (12H, s, OSiMe,), -0,07 (3H, s, SiMe). *C{'H}-RMN (DMSO): § 157,9(CsH;, Cipo
unido a OCH,CH,NMe,); 143,2 (C4H3, Cj,, unido a CH,0Si); 105,2 y 99,6 (CsH3); 63,5 (CH,NMe,); 63,0 (CH,0S1);
61,4 (CH,0-C4H,); 52,7 (NMes*), 19,8 (SiCH,CH,CH,Si0); 17,5, 16,8 (SiCH,CH,CH,SiO y sefiales solapadas de y
SiCH,CH,CH,Si ); -2,4 (OSiMe,); -5,5 (SiMe). Analisis elemental de C,9,H350I,6N,6024S1,5. Calc.: C, 40,51; H, 6,73;
N, 3,94. Obten.: C, 41,20; H, 7,02; N, 4,10.

Ejemplo 24

Sintesis de 3G-[Si(OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,NMe;*I" ),)]16 (24)

El dendrimero de tercera generacion 24 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, partien-
do de 9 (0,084 g, 0,012 mmol) y 0,25 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (0,5 mmol). De esta forma se obtuvo el

compuesto 24 como un sélido de color blanco (0,080 g, 72%).

"H-RMN (DMSO): 6 6,57 (12H, m, C¢H;); 4.58 (8H, s, CH,0Si); 4.44 (16H, t, CH,0-C4Hs); 3.78 (16H, t, CH,N);
2,28 (72H, s, NMe;*); 1,33 (14H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,69 (8H, m, SiCH,CH,CH,Si0), 0,55
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(18H, m, CH, unidos a Si), 0,08 (24H, s, OSiMe,), -0,08 (9H, s, SiMe). *C{'H}-RMN(CDCl,): 6§ 158,0 (C¢H;,
Cipso unido a OCH,CH,NMe,); 143,2 (C;H;, Ci;y, unido a CH,0S1i); 104,9 y 100,12 (C¢H;); 63,4 (CH,0-CsH;); 63
(CH,0Si); 61,4; (CH,NMe,); 52,7 (NMe;*3), 19.9 (SiCH,CH,CH,Si0); 17,5, 16,8 (SiCH,CH,CH,SiO y sefiales
solapadas de SiCH,CH,CH,Si); -2,3 (OSiMe,), -5,5 (SiMe). Andlisis elemental de CiguH745116N3,045S159. Calc.: C,
48,92; H, 8; N, 4,75. Obten.: C, 47,60; H, 7,02; N, 4,35.

Ejemplo 25
Identificacion de 1G-[-O(CH,),N(Me)(CH,),NMe;*I" ], (25)

El dendrimero de primera generacion 25 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 10 (0,043 g, 0,047 mmoles) y 0,094 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (0,188 mmoles). De esta forma
se obtuvo el compuesto 25 como un sélido de color blanco. Este compuesto no se aisla puro, observdndose mezclas
debidas a un proceso de cuaternizacién no selectivo en el que pueden participar ambos dtomos de nitrégeno, si bien,
el compuesto 25 es el componente mayoritario de esta mezcla.

'H-RMN (DMSO): ¢ 3,98 (2H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,*I-), 3,60 (2H, t, OCH,CH,N(Me)CH,CH,
NMe;*T), 3,42 (2H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 3,11 (9H, s, NMe;*I), 2,76 (2H, m, OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*T"), 2,21 (3H, s, NMe), 1,30 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,61 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO),
0,53 (2H, m, SiCH,CH,CH,SiO), 0,04 (6H, s, SiMe,). PC{IH}-RMN (CDCl,): § 64,8 (OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*T"), 61,0 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,*I-), 59,5 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,*T-), 58,3
(OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe,T"), 522 (NMe,*t), 41,3 (NMe), 20,0 (SiCH,CH,CH,SiO), 169 y 16,1
(SiCH,CH,CH,SiO), -2.5 (SiMe,).

Ejemplo 26
Identificacion de 2G-[-O(CH,),N(Me)(CH,),NMe;*I" |5 (26)

El dendrimero de segunda generacién 26 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, par-
tiendo de 11 (0,19 g, 0,08 mmol) y 0,34 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (0,68 mmol). De esta forma se obtuvo
el compuesto 26 como un sélido de color amarillo palido. Este compuesto no se aisla puro, observandose mezclas de-
bidas a un proceso de cuaternizacién no selectivo en el que pueden participar ambos dtomos de nitrégeno, si bien, el
compuesto 26 es el componente mayoritario de esta mezcla.

'"H-RMN (DMSO): ¢ 4,02 (4H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*1), 3,60 (4H, t, OCH,CH,N(Me)CH,CH,
NMe;*17), 3,42 (4H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 3,11 (18H, s, NMe;*I"), 2,76 (4H, m, OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*I"), 2,21 (6H, s, NMe), 1,30 (4H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,59 (4H, m,
SiCH,CH,CH,Si0), 0,51 (8H, m, resto de grupos -CH,-), 0,03 (12H, s, SiMe,), -0,11 (3H, s, SiMe). *C{'H}-RMN
(CDCl): 6 64,9 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 61,0 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 59,6 (OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*I7), 58,3 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 52,3 (NMe;*1"), 41,3 (NMe), 20,0-16,8 (grupos
-CH,- del esqueleto carbosilano), -2,5(SiMe,), -5,5 (SiMe).

Ejemplo 27
Identificacion de 3G-[Si(O(CH,),N(Me)(CH,),NMe;*I" )]s 27

El dendrimero de tercera generacién 27 se prepard siguiendo un procedimiento similar al descrito para 16, partien-
do de 20 (0,084 g, 0,017 mmol) y 0,13 ml de una disolucién 2M en éter de Mel (0,27 mmol). De esta forma se obtuvo
el compuesto 26 como un sélido de color amarillo pilido. Este compuesto no se aisla puro, observandose mezclas
debidas a un proceso de cuaternizacién no selectivo en el que pueden participar ambos dtomos de nitrégeno, si bien,
el compuesto 27 es el componente mayoritario de esta mezcla.

'"H-RMN (DMSO): 6 3,99 (8H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*1°), 3,60 (8H, t, OCH,CH,N(Me)CH,CH,
NMe;*I), 3,44 (8H, m, OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 3,12 (36H, s, NMe;*I-), 2,76 (8H, m, OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*17), 2,22 (12H, s, NMe), 1,28 (14H, m, SiCH,CH,CH,SiO y SiCH,CH,CH,Si), 0,51 (26H,
m, SiCH,CH,CH,Si O y resto de grupos -CH,-), 0,03 (24H, s, SiMe,), -0,11 (9H, s, SiMe). “C{'H}-RMN
(CDCl): 6 64,9 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I-), 61,0 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*I"), 59,6 (OCH,CH,N
(Me)CH,CH,NMe;*I7), 58,3 (OCH,CH,N(Me)CH,CH,NMe;*1"), 52,3 (NMe;*I"), 41,3 (NMe), 20,0-16,8 (grupos
-CH,- del esqueleto carbosilano), -2,5 (SiMe,), -5,5 (SiMe).

En el caso de los dendrimeros de tercera generacién 21, 24 y 27 la cuaternizacién de los grupos dimetilamino
no es completa como demuestran los espectros de RMN de 'H, a partir de los cuales se puede estimar de una forma
aproximada que s6lo en torno al 90% de los grupos dimetilamino terminales en estos complejos han sido cuaternizados,
incluso en presencia de exceso de Mel y dejando la reaccién durante mayores periodos de tiempo.

Todos estos derivados idnicos son insolubles en los disolventes organicos habituales, pero solubles en DMSO,
MeOH y H,O0.
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Los datos espectroscépicos y analiticos de los derivados 16-27 son consistentes con las estructuras propuestas que
se muestran en la Figura 2a. Las sefiales que aparecen en los espectros de RMN de 'H de estos derivados, realizados
en DMSO como disolvente a temperatura ambiente, son mds anchas que las de sus precursores en disolventes orga-
nicos comunes. Este hecho ha sido descrito previamente para otros dendrimeros carbosilano solubles en agua y se ha
explicado como un efecto de ensanchamiento dipolar como consecuencia de la disminucién de la movilidad en agua
de estos dendrimeros predominantemente hidrofébicos.””

Los espectros de RMN de 'H y ¥C de los dendrimeros 16-27 presentan para el esqueleto carbosilano patrones de
resonancia idénticos a los de sus precursores 1-12, aunque se observa un aumento en el ensanchamiento de las sefales
al aumentar la generacion.

Al igual que en los dendrimeros con grupos amino terminales, para estos derivados, aqui se describe detalladamente
la asignacion de las sefiales de los grupos exteriores s6lo para los derivados 16-21, habiéndose realizado la asignacién
en el resto de derivados de una forma similar.

Los grupos exteriores SiOCH,CH,NMe;*I", dan lugar a dos multipletes anchos centrados en 3.94 (para los den-
drimeros 16, 18 y 20) 6 4.12 (para los dendrimeros 17, 19 y 21) asignable a los protones metilénicos de los grupos
-OCH,-, y 3.45 (para los dendrimeros 16, 18 y 20) 6 3.56 (para los dendrimeros 17, 19 y 21) que se asignan a los
protones del fragmento -CH,N-. La cuaternizacién de los grupos amina produce un desplazamiento a campo bajo de
0.3-0.4 ppm en la sefial de -OCH,-, mientras que los protones metileno de los grupos -CH,N- se desplazan en 1 ppm
aproximadamente. Los grupos metilo directamente unidos a nitrégeno dan sefiales en RMN de 'H y C centradas a
3.18 y 52.6 ppm respectivamente, lo que supone un desplazamiento a campo bajo respecto de las sefiales observadas
en los dendrimeros terminados en grupos amina 1-6. Estas variaciones estdn de acuerdo con la presencia de una carga
positiva sobre el 4tomo de nitrégeno en los dendrimeros terminados en grupos amonio 16-21.

Ejemplos 28 a 30
Ejemplo 28
Sintesis de G,[(CH,);NH;*Cl" ], (28)

A una disolucién del compuesto 13 (0,17 g, 0,26 mmol) en 40 ml de Et,O se le afiadieron 1,2 ml (1,2 mmol) de una
disolucién 1M de HCl en Et,0. La reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente y con agitacién constante durante 2h
tras las cuales se observa la aparicion de un precipitado de color blanco. El disolvente y el exceso de HCI es eliminado
a vacio y de esta forma se obtuvo 28 como un sélido blanco con un rendimiento cuantitativo. La estructura de este
dendrimero se representa en la Figura 2b.

'H-RMN (D,0): § 2,74 (2H,t, CH,N), 1,45 (2H, m, SiCH,CH,CH,N), 1,19 (2H, m, SiCH,CH,CH,Si), 0,38 (6H,
t, CH,Si), -0,19 (6H, s, SiMe,). *C{'H}-RMN (D,0): ¢ 42,0 (CH,N), 21,3 (SiCH,CH,CH,N), 18.8, 18,0, 16,6
(SiCH,CH,CH,Si), 11,2 (SiCH,CH,CH,N), -4.4 (SiMe,). Andlisis elemental de C5,HgN,Cl,Sis. Calc.: C, 47,61;
H, 10,49; N, 6,94. Obten.: C, 48,57; H, 10,46; N, 6,82.

Ejemplo 29
Sintesis de 2G-[(CH,);NH;*Cl" ] (29)

El dendrimero de segunda generacion 29 se preparé siguiendo un procedimiento similar al descrito para 28, par-
tiendo de 14 (0,09 g, 0,05 mmol) y 0,6 ml de una disolucién 1 M en éter de HCI (0,06 mmol). De esta forma se obtuvo
el compuesto 29 como un sélido de color amarillo palido (0,06 g; 55%). La estructura de este dendrimero se representa
en la Figura 2b.

'H-RMN (D,0): § 2,74 (2H, t, CH,N), 1,47 (2H, m, SiCH,CH,CH,N), 1,16 (4H, m, SiCH,CH,CH,Si),
0,38 (16H, t, CH,Si), -0,19 (6H, s, SiMe,). -0,22 (3H, s, SiMe). PC{'H}-RMN (D,0): 6 42,0 (CH,N), 21,8
(SiCH,CH,CH;N), 2,5-17,0 (SiCH,CH,CH,Si), 12,01 (SiCH,CH,CH,N), 3,23 (SiMe,), -4,2 (SiMe,). Analisis ele-
mental de CgyH,04NgC,3S1,5. Calc.: C, 49,86; H, 10,67; N, 5,81. Obten.: C, 49,79; H, 10,18; N, 5,76.

Ejemplo 30
Sintesis de 3G-[(CH,);NH;*CI™ |5 (30)

El dendrimero de tercera generacion 30 se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al descrito para 28, partien-
do de 15 (0,060 g, 0,018 mmol), y 0,30 ml de una disolucién 1M en éter de HCI (0,30 mmol). De esta forma se obtuvo
30 como un sélido de color amarillo palido (0,054 g, 78%).

'"H-RMN (D,0): ¢ 2,74 (8H, t, CH,N), 1,45 (8H, m, SiCH,CH,CH,N), 1.20 (14H, m, SiCH,CH,CH,Si) 0.39
(36H, m, CH, unidos a Si), -0,19 (24H, s, SiMe,), -0,10 (9H, s, SiMe), *C{'H}-RMN (CDCl,): 6 42,0 (CH,N), 21,3
(SiCH,CH,CH;N), 18,9, 17,9, 16,5, (SiCH,CH,CH,Si), 11,3 (SiCH,CH,CH;N), -4,4 (SiMe,), -4,8 (SiMe). Anélisis
elemental de C,,4H4.4NcSiy. Calc.: C, 55,44; H, 11,74; N, 5,88. Obten.: C, 56,16; H, 11,98;N, 6,01.
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Estudios de biocompatibilidad de los nuevos dendrimeros, caracterizacion de la union a polianiones y proteinas
plasmdticas y comportamiento biologico de los dendriplejos

Como se ha sefialado anteriormente, uno de los aspectos de la invencién lo constituyen composiciones farmacéu-
ticas que contienen al menos un dendrimero de la invencién, bien junto a otra(s) sustancia(s) de caracter amonico y de
interés farmacéutico a la(s) que acompafia como vehiculo para facilitar su transporte en la corriente sanguinea hasta
las células dianas en las que ha(n) de ejercer su efecto, protegiéndola(s) de la interaccién con proteinas del plasma a
las que podria quedar unido o que podrian afectar a su estabilidad, bien como sustancia activa con capacidad de in-
teraccionar con el ciclo vital de un microorganismo causante de una enfermedad cuyos efectos se pretenden prevenir,
reducir o eliminar mediante uno o mas de un dendrimero de la invencién. En una de las realizaciones preferidas de
ese aspecto de la invencion, la(s) molécula(s) de caracter anidnico a la(s) que uno o més dendrimeros de la invencién
sirven de vehiculo de transporte es un oligodesoxinucleétido (ODN), preferiblemente un ODN antisentido, o bien
una molécula de ADN bicatenario de longitud superior o de un ARN de interferencia. También son aspectos de la
invencién el uso de algin dendrimero de la invencién o de composiciones que los contengan para prevenir o tratar
enfermedades, provocadas por agentes patégenos o por fallo de genes.

Por todo ello, se decidi6 ensayar la biocompatibilidad de los nuevos dendrimeros propuestos, caracterizar su unién
a polianiones y protefnas plasmaticas y analizar el comportamiento biol6gico de los complejos tipo dendriplejo for-
mados entre los dendrimeros de la invencion y los polianiones elegidos. Los dendrimeros que se seleccionaron para
realizar estas pruebas fueron:

Dendrimeros
IMS8: IM16:
2G-[Si(OCH,CH,NMe 3 1)Js (18) 2G-[Si(OCH,CH,NMe 31 )]s (19)
Pm= 3011 g/mol Pm=4731,59 g/mol8 cargas
positivas 16 cargas positivas
“Me3N* *NMesl"
“iMesN" “MesN'
*NMe,l* \‘\0 0 0 /‘;NMegl'
_cé)i— \ _,0’[ Meh & §—o J/*NM%"
.|Me3N"\ \\\— /__/—Sl\ ?0 \\\31— o
Oug/ s '.—o/_jNMeal‘ o o sl/\\' < §~0_rnwesr
\R . § ~ v §~si—F *NMest
53\/\/Si—/\/3li “IMe;N™ \ﬁ /o///
. K/’ ) /Si\o\\\
Moo ~O . ~SiZ, o’ pa NMedr
e ,/; g o\’NM r “IM N")/ /// \Ls' e
) o ° > =Siso/~ NMesr
o -si— oy \
© “IMesN*
-QME:gN*/r I’NMegl' 'IMS‘J’ *NMesl
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Phe:

2G-[Si(OCH2-(CgH3)-3,5-(OCH,CH,NMes T))]s (23)
Pm=5692,80 g/mol
16 cargas positivas

IMe;N o
e’ Me3'
Nt
lMesN
\Q; b NMe;,I
MesN A~ == rISI\ o
O;SI/ k\‘s'_ ' QO/\/NMEH
L ek
MesN 4 Si~_sh$
@”o-é\rf X o/~ NMesr
MeaN— © J/‘s\\\ OVQ
~S|— O\L *NMeal
IMe;N d \Q. M NMe;t
IMe:,N NMegl
NN: CINH4:
2G-[-O(CHz)zN(Me)(CHz)zNMe3+I']3 (26) 2G-[(CH2)3NH3+C1']3 (29)
Pm=3468,08 g/mol Pm 1927,6 g/mol 8 cargas
positivas 8 cargas positivas
MeN* Doy “ClHaN" *NH,CF
. Y,
4 o/ e . N
MeN* ~Si— N -CIHN* —8i— Ny
— 3

b\, \\\ /,f A i \\\ / \Si/—_/ J_jNHsC"

*NHsCr

.|M53No/_/ ‘qu/ \\ . XN\M% ) / \ J/Si\\\

*NH,CI

60

65



5

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2265 291 Al

SF (Superfect® (dendrimero PAMAM activado, Qiagen, Crawley, GB)
140 grupos aminos terminales

PM= 35,000
¢ H _NH,
¢ WS
NG
O 't;‘ [«
c ‘H
n H H
WAN J + H
~ NY VA_N
Dendri~N H & ~/‘N\/‘CN\/“NHz
\,‘ "
',C'N H
H -

G4: (dendrimero PAMAM de 4° generacién; Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI)
140 grupos amino terminales
PM=14215

Los dos ultimos, Superfect y G4, son dendrimeros PAMAM comerciales que se utilizaron a titulo comparativo con
respecto a los dendrimeros carbosilano de la invencidn.

Propiedades fisico-quimicas de los CBS: Solubilidad en agua

Todos los dendrimeros carbosilano de la invencién son solubles en agua a la concentracién utilizada para las
disoluciones de partida (2 mg/ml) mediante una ligera agitacion, sin ser necesario calentamiento.

Para realizar los experimentos, todos los CBS utilizados se resuspendieron a esa concentracion de partida (2 ug/ul
= 2 mg/ml).

Ejemplo 31
Formacion de complejos entre los CBS y ODN
ODN utilizados
Las secuencias oligonucleotidicas utilizadas eran secuencias antisentido (complementarias) dirigidas contra dife-

rentes ARN del VIH. La longitud variaba desde 15 a 28 bases, siendo de naturaleza fosforotioato. Los ODN concretos
utilizados y sus secuencias se muestran a continuacion en la Tabla 1.
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TABLA 1
ODN utilizados
Nombre Secuencias antisentido 5°-3’ Numero de | Pm gr/mol
bases

A) GF (anti-gag) CTCTCGCACCCATCTCTCTCCTTCT (SEQ ID NO: 1) 25 8112,5
B) RF (anti-Rev) TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCCTGCCA (SEQ ID NO: 2) 28 9086,0
C) PPT (antiARNm) | AATTTTCTTTTCCCCCCT (SEQ ID NO: 3) 18 5841,0
D) PPT-TFO TTTTCTTTTGGGGGG (SEQ ID NO: 4) 15 4867,5
(Formador de

triple hélice)

E) TAR (anti-TAR) | GCTCCCGGGCTCGACC (SEQ ID NO: 5) 16 5192,0

Varios de los ODN se utilizaron fluoresceinados en el extremo 5°. Esto se indica afladiendo la letra F a su notacion.
Asi, “GF” hace referencia al ODN anti-gag fluoresceinado en el extremo 5°, mientras que “RF” hace referencia al
ODN anti-Rev fluoresceinado en el extremo 5°.

Todos los ODN utilizados se resuspendieron a una concentracién de 1 pg/ul.
Visualizacion de los complejos en geles de agarosa

Se conocia el uso de geles de agarosa para el estudio de la formacién de complejos entre los dendrimeros de tipo
PAMAM y ADN plasmidico o en forma de ODN mediante el marcaje isotépico de los mismos. Basdndose en este tipo
de aproximaciones, se intentd desarrollar geles que permitieran estudiar esta propiedad sin la utilizacién a ser posible
de is6topos radiactivos.

Se ensayaron diferentes concentraciones de agarosa para evidenciar la migracién del ODN y de los dendriplejos,
teniendo en cuenta el pequefio tamafio de los ODN utilizados. Finalmente, se optd por una concentracion de agaro-
sa del 3% en TAE 1x como la mejor. Se comparé la migracién de los ODNs no fluoresceinados frente a la de los
fluoresceinados, migrando los dos a la misma altura pero aumentando estos dltimos la sefial percibida de forma con-
siderable. Utilizdndolos, se evitd asi el marcaje isotdpico del ODN. Para la elaboracién de estos geles se fabricé un
doble pocillo, para permitir volimenes de carga de 60 ul, de los que 50 ul eran volumen de mezcla de las muestras en
RPMI y 10 ul tampén de carga con glicerol. Como marcador de tamafio se utilizé una escalera de 100 pares de bases
(Gibco BRL®),

Formacion de complejos

Para la formacién de los complejos en todos los ensayos realizados, tanto sobre geles como sobre células se
tomo como base la relacién entre el nimero de cargas positivas y negativas en dicho complejo. Segin han publicado
diferentes autores en estudios con dendrimeros PAMAM, es necesario que el complejo formado presente un exceso
de carga positiva para facilitar su union a las glicoproteinas de la membrana celular, cargadas de forma negativa,
inicidndose asi el proceso de endocitosis. As{ mismo, se afiadia un exceso de carga positiva para asegurar la formacién
del complejo dendrimero-ADN. Por ello, los complejos entre los dendrimeros CBS y los diferentes dcidos nucleicos se
formaron en exceso de niimero de cargas positivas (aportadas por el CBS) frente a negativas (aportadas por el ODN).
No obstante, se probaron diferentes ratios de carga, haciendo los cédlculos en base al niimero de cargas del dendrimero
(fijas) y el nimero de cargas negativas del ODN (fijas también). El ratio 2/1 de cargas positivas/negativas se fij6 como
el suficiente en todos los dendrimeros para formar los complejos con una carga total resultante positiva, aunque en
algunos experimentos se aporté un balance de igual niimero de cargas negativas que positivas o de exceso de cargas
negativas.

Para el SF se utiliz6 el ratio de carga propuesto por el fabricante y para el G4 PAMAM se utiliz6é un exceso molar
de 100 a 1 en favor del dendrimero tipo PAMAM, segtin lo propuesto por Sato et al (Clin Cancer Res 2001 Nov; 7
(11):3606-12).

En todos los ensayos se utiliz6 un volumen de formacién de complejo de 60 ul, utilizando como soporte medio sin
suero RPMI con rojo fenol.
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Electroforesis de los complejos formados

Se realizaron ensayos de formacién de complejos con los dendrimeros de la invencién IMS, CINH,, NN, Phe e
IM16.

Los resultados de las electroforesis efectuadas con las muestras resultantes de la mezcla de distintos ODN vy los
diferentes dendrimeros se muestran en la Figura 3. Las muestras cargadas en los diferentes geles que aparecen en ellas
son las siguientes:

IM8

- Figura 3a. Formacién de complejos entre el IM8 y el ODN GF. Las muestras sometidas a electroforesis fueron
las siguientes:

Calle 1: escalera de 100 pb

Calle 2: 4 pl GF+ 4,52 ul IM8+ 91,48 ul RPMI (+/-)=2/1

Calle 3: 4 ul GF+ 9,03 ul IM8+ 86,97 ul RPMI (+/-)=4/1

Calle 4: 4 pl GF+ 45,2 ul IM8+ 50,8 ul RPMI (+/-)=20/1

Calle 5: 4 pl GF+ 90,4 ul IM8+ 5,6 ul RPMI (+/-)=40/1

Calle 6: 4 ul GF+ 96 RPMI

Calle 7: 4,52 ul IM8+ 95,48 ul RPMI

Calle 8: 9,03 ul IM8+ 90,97 ul RPMI

Calle 9: 45,2 ul IM8+ 54,8 ul RPMI

Calle 10: 90,4 ul IM8+ 9,6 ul RPMI

Los resultados de la electroforesis muestran que el IM8 es capaz de retener el ADN. Cuanta mayor relacion de

carga, mas migra el complejo hacia el polo negativo, hasta llegar a un limite en el cual por mas que se aumente la
carga positiva (la cantidad de dendrimero) ya no migra mas arriba (probablemente ya todas las moléculas de ADN
estan formando complejo con el CBS-IMS o bien porque el tamaiio del poro del gel no se lo permite).

- Figura 3b: Electroforesis de muestras con IM8 y ODNs de distintos tamafios (relacién de carga 2/1). Las muestras
sometidas a electroforesis fueron las siguientes:

Calle 1: escalera 100 bp

Calle 2: RF: 4,5 pl+ 56 ul RPMI

Calle 3: RF: 4,5 ul + 5,3 ul IM8+ 50 ul RPMI

Calle 4: PPT 3 pl + 57 ul RPMI

Calle 5: PPT 3 pl + 3,4 ul IM8+ 54 1 RPMI

Calle 6: PPT-TFO 2,5 ul + 58 ul RPMI

Calle 7: PPT-TFO 2,5 ul + 2,8 ul IM8+ 55 ul RPMI
Calle 8: TAR 2,6 ul + 57 ul RPMI

Calle 9: TAR 2,6 ul + 3 ul IM8 + 55 ul RPMI

- Los resultados de la electroforesis muestran que el IM8 fue capaz de retener la migracién de todos los ODN. Esto
supone un primer indicio de que la longitud de los ODNs no es determinante para la formacién del complejo.
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CINH4

- Figura 3c. Formacién de complejos entre el CINH4 y el ODN RF. Las muestras sometidas a electroforesis fueron
las siguientes:

Calle 1: Control de RPMI
Calle 2: RF 4,5 ul + 3,3 ul CINH4 + 52 pl RPMI (+/-)=2
Calle 3: RF 4,51 pl + 55 ul RPMI
Calle 4: RF 2,25 ul + 3,3 ul CINH4 + 55 pul RPMI (+/-)=4
Calle 5: RF 2,25 ul + 58 ul RPMI
Calle 6: RF 1,28 ul + 3,3 ul CINH4 + 56 ul RPMI (+/-)="7
Calle 7: RF 1,28 ul + 58 ul RPMI
Calle 8: 3,3 ul CINH4 + 57 ul RPMI
Calle 9: Escalera 100 pb

Segtn los resultados obtenidos, el CINH4 es capaz de retener el ADN también con todas las relaciones de carga

evaluados.
NNy Phe

- Figura 3d. Formacién de complejos entre el ODN RF y los dendrimeros NN o Phe. Las muestras sometidas a
electroforesis fueron las siguientes:

Calle 1: 4,5 ul RF + 6 ul G2 NN + 50 ul RPMI (+/-)=2
Calle 2: 4,5 ul RF + 21 ul G2 NN + 35 ul RPMI (+/-)=7
Calle 3: 1,3 ul RF + 6 ul G2 NN + 53 ul RPMI (+/-)="7
Calle 4: 2,25 ul RF + 3 ul G2 NN + 55 ul RPMI (+/-)=2
Calle 5: 2,25 ul RF + 10,5 ul G2 NN + 48 ul RPMI (+/-)=7
Calle 6: 0,64 ul RF + 3 ul G2 NN + 56 ul RPMI (+/-)="7
Calle 7: 2,25 ul RF + 57 ul RPMI
Calle 8: 4,5 ul RF + 5 ul G2 Phe + 55 ul RPMI (+/-)=2
Calle 9: 4,5 ul RF + 17,5 ul G2 Phe + 38 pul RPMI (+/-)="7
Calle 10: 1,3 ul RF + 5 ul G2 Phe + 54 pul RPMI (+/-)="7
Calle 11: 2,25 ul RF + 2,5 pl G2 Phe + 55 ul RPMI (+/-)=2
Calle 12: 2,25 ul RF + 8,75 ul G2 Phe + 50 ul RPMI (+/-)=17
Calle 13: 0,64 ul RF + 2,5 ul G2 Phe + 57 ul RPMI (+/-)="7

Los resultados de esta electroforesis demuestran también que tanto el NN como el Phe son capaces de formar

complejos también con los ODN.
IM16

- Figura 3e. Formacién de complejos entre el ODN PPT, los dendrimeros IM8 e IM16 y el correspondiente mon6-
mero a partir del cual se formé el dendrimero.
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Las muestras sometidas a electroforesis fueron las siguientes:
Calle 1: Escalera de 100 pb
Calle 2: PPT 2,57 ul + 3 pl IM8 + 54 1 RPMI
Calle 3: PPT 2,57 pul + 2,35 ul IM 16 + 55 ul RPMI
Calle 4: PPT 2,57 1 + 1,8 ul monémero + 55 ul RPMI

Calle 5: PPT 2,57 1 + 57 ul RPMI

En la calle en la que se corrié la muestra que contenia el ODN y el dendrimero IM16, éste ultimo fue también
capaz de retener al ADN

Por tanto, los CBS ensayados de 2° generacion fueron capaces de retener la migracién del ADN hacia el polo
positivo, siendo esto un reflejo de la formacién de un complejo electrostatico entre los CBS y los ODN en todos los
casos: la pequena generacion de los CBS ensayados no es obstdculo por tanto para retener el ADN. Los dendrimeros
sin ADN, por su parte, emiten una sefial débil, casi inapreciable.

Estudio de la integridad del dendrimero en el complejo formado

El proceso de sintesis de los CBS utilizados en este trabajo, empieza a partir de un nucleo inicial de estructura
comun, que se termina funcionalizando en la periferia mediante el uso de diferentes grupos funcionales, que son los
que aportan la carga positiva al dendrimero y determinan las diferencias entre ellos, siendo el niicleo dendrimérico de
naturaleza apolar. Dado que algunas de las uniones de los grupos funcionales utilizados al nicleo dendrimérico po-
drian ser inestables en disolucidn acuosa, se realizaron ensayos para determinar si la retencién del ADN en los geles de
agarosa y por tanto la formacién de complejos entre los CBS y el ADN podria ser debida a la estructura dendrimérica
total conservada o por contra, eran los grupos funcionales terminales desprendidos del resto del nicleo dendrimérico
los responsables de la retencién del ADN. Para ello, se realizaron geles en los cuales se compararon complejos for-
mados entre los ODNs y los CBS integros y los formados supuestamente entre los ODNs y los grupos funcionales
terminales con los cuales se habfa funcionalizado el esqueleto carbosilano, en este caso dimetiletanolamina cuaterni-
zada. Como se ha comentado antes, esas moléculas cargadas positivamente, que se encuentran unidas al dendrimero
como grupos funcionales terminales, son las que confieren al dendrimero su carga. Como control, se compararon las
mezclas de ODN-dendrimeros, ODN-monémeros y ODN solos. El gel correspondiente se muestra en la Figura 3e, a
la que ya se ha hecho referencia anteriormente, en la que las muestras comparadas y sometidas a electroforesis son las
siguientes:

Calle 1: Escalera de 100 pb
Calle 2: Control con medio RPMI sin dendrimero ni oligonucleétido
Calle 3: PPT 2,57 ul + 3 pl IMS8 + 54 ul RPMI
Calle 4: PPT 2,57 pul + 2,35 ul IM 16 + 55 ul RPMI
Calle 5: PPT 2,57 w1 + 1,8 ul monémero + 55 ul RPMI
Calle 6: PPT 2,57 pl + 57 ul RPMI
El resultado de este ensayo muestra claramente que es necesaria la estructura dendrimérica completa para rete-
ner el ADN, no siendo capaces los mondmeros, a pesar de su carga positiva, de retener el ADN. Por tanto, a estas
concentraciones, la estructura dendrimérica se mantendria integra.
Ejemplo 32
Estabilidad de los dendriplejos a distintos pH
Se realizaron estudios de estabilidad de los complejos a diferentes pHs, para determinar como afectarian los cam-
bios de pH al complejo, dado que existen distintas localizaciones anatémicas, tisulares o celulares en las cuales el
pH se acidifica o basifica. Ejemplos son el ambiente dcido del estomago, el basico de las secreciones pancredticas
al intestino delgado, o a nivel celular, el compartimento endosoma-lisosoma, donde se cambia de un pH fisioldgico
(7,35-7,45) a un pH 4cido en tomo a 4. Interesaba saber por tanto en qué rango de pH podria mantenerse el complejo

del ADN con los distintos CBS utilizados. Se formaron los complejos siguiendo el procedimiento habitual y se les
afiadieron volimenes en exceso de distintas soluciones a distintos pHs.
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Por ello, para cada uno de los dendrimeros Phe, CINH,, NN, IM8 e IM16 se prepararon, segin lo expuesto en el
Ejemplo 31, 7 disoluciones de dendriplejos formados con PPT, en una relacién de carga 2/1 y con los siguientes pHs:
2,8;2,7,4,7,5,7, 6,4, 7.4; 8:

Los resultados obtenidos se muestran en los geles de electroforesis que aparecen en la Figura 4, en los que la altura
de la banda de migracién normal del ODN se muestra con flechas en la parte inferior de los geles. Las muestras se
cargaron de izquierda a derecha siguiendo un orden de pH crecientes. En los pocillos sefialados con una X, no se cargd
muestra alguna.

De acuerdo con los resultados obtenidos, mientras que los complejos formados entre los dendrimeros CINH4 y Phe
y el ODN son estables a todos los pH ensayados, los complejos formados entre el NN y el ODN eran 14biles a pH acido
(menor que 5,7), como lo demuestra la aparicién de sefial en la zona de migracién del ODN en los pocillos sefialados
con flechas en el gel correspondiente a la Figura 4b. En el caso de IM8 e IM16, ocurria algo similar: los complejos
IM8-ODN se disocian a pH < 4,7; los formados con IM16 se disocian a pH < 5,7. A pH bdsicos, sin embargo, todos
los complejos eran estables, al no aparecer sefial en las calles correspondientes a pH 7,4 y pH 8.

Esto quiere decir, que en un ambiente 4cido (estémago, endosoma-lisosoma) el complejo entre CBS NN, CBS IM8
y CBS IM16 con el ODN ird liberando este tltimo progresivamente. Este hecho serfa bueno para aquellas aplicaciones
que requirieran de la liberacién controlada del ODN pH-dependiente. También quiere decir, que si el dendrimero
todavia estuviera en el interior de la célula unido al ODN, cuando ingresara en el compartimento endosoma-lisosoma
se romperia. En cambio, en ambiente basico (jugos intestino delgado) se mantendria estable.

Ejemplo 33
Estabilidad de los dendriplejos en disolucion acuosa en funcion del tiempo

Se prepararon distintas muestras en disolucién acuosa de dendriplejos formados entre el ODN PPT y los dendri-
meros IM8, IM16 y NN a una relacién de carga 2/1 segin lo expuesto en el Ejemplo 31 y se realizaron electroforesis
transcurridos tiempos distintos desde la preparacién de las muestras, concretamente 0 horas, 6 horas y 24 horas. Du-
rante esos tiempos, los dendriplejos se mantuvieron en condiciones que remedan las fisioldgicas: 37°C, en atmdsfera
a 5% de CO,. Los resultados se muestran en la Figura 5, en la que el gel de la Figura 5a corresponde a la muestra de 0
horas, el de la Figura 5b a las muestras transcurridas 6 horas y el de la Figura 5c a las muestras transcurridas 24 horas.
En los tres casos, a, b y c, las muestras aparecen en las calles siguiendo este orden:

Calle 1: Escalera de 100 pb.
Calle 2: IMS8 + PPT

Calle 3: IM16 + PPT

Calle 4: NN + PPT

Calle 5: PPT

Los geles muestran que hay una liberacién gradual con el tiempo del ODN desde los dendriplejos formados con
cualquiera de los tres dendrimeros considerados. Esto es un buen indicio para su uso en liberacién retardada de polia-
niones.

Ejemplo 34
Estabilidad de los dendriplejos en presencia de proteinas y detergentes

La unién a proteinas plasmaticas es uno de los obstaculos con los que se enfrentan las terapias con ODNs. Dicha
unién disminuye la biodisponibilidad del ODN, haciendo necesaria una mayor dosis para poder ejercer el efecto
bioldgico que se desea. En este apartado, se pretende analizar la influencia de la presencia de proteinas en el medio
sobre la estabilidad del complejo, y si éste podria de alguna forma proteger al ODN de la unién a proteinas del plasma.
Estos estudios se realizaron con el CBS NN y analizando el comportamiento de los dendriplejos formados en presencia
de albiimina de suero bovino (BSA) y del detergente aniénico PBS.

Se realizaron los cdlculos necesarios para poner una relacién de dendrimero/ODN de 2/1 y se prepararon las si-
guientes muestras, con el objeto de exponer los dendriplejos a la presencia de distintas concentraciones de albimina
sérica bovina, medio completo con suero de ternera fetal o medio humano completo AB. Las distintas mezclas obte-
nidas se testaron para migracién del ADN y de proteina sobre un mismo gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio
en su composicion. Primero se tomaba fotografia del gel expuesto a luz ultravioleta y posteriormente se tefifa con una
solucién de colorante azul Paragén al 0,5% (sal disédica de dcido 8-amino-7-(3-nitrofenilazo)-2-(fenazilo)- 1-naftol-
3,6-disulfénico, Beckman Coulter®) durante 20 minutos (colorante para evidenciar la presencia de proteinas) y se
destefiia finalmente el gel con lavados con acético glacial al 10%, tomandose una fotografia con cdmara digital poste-
riormente. Los resultados se muestran en la Figura 6, en la que la parte a corresponde a la tincién con azul Paragén y
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la parte b corresponde a la fotografia del gel tomada con luz ultravioleta. El orden en el que aparecen las muestras es
el siguiente:

Calle O: Escalera de 100 pb
Calle 1: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI
Calle 2: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 ul PBS-BSA 2%
Calle 3: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 ul PBS-BSA 5%
Calle 4: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 ul PBS-BSA 10%
Calle 5: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 1 SDS 0.5%
Calle 6: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 ul SDS 1%
Calle 7: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 ul RPMI + 30 ul SDS 2%
Calle 8: 2,60 ul TAR + 3,47 ul NN + 25 pl RPMI + 30 ul Medio Completo
Calle 9: 2,60 ul TAR + 27 ul RPMI + 30 121 PBS-BSA 10%
Calle 10: 2,60 ul TAR + 27 ul RPMI
Se observa, en primer lugar que en todos los pocillos (menos en los tratados con SDS) aparecen unas bandas
oscuras a medio camino entre el ODN libre y el pocillo: son complejos del azul Paragon con el azul de bromofenol
presente en el tampdn de carga. Ademds, en todas las calles en las que estd presente la albimina aparece una mancha
correspondiente a su tincién.
De acuerdo con los resultados que se muestran en los geles, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

a) El ODN forma complejos con la albiimina, a los que corresponde una banda en el gel tefiido con bromuro de
etidio que se ha marcado rodedndola.

b) Las concentraciones crecientes de albimina no son capaces de disociar el complejo (2,3,4). Ademads, la albimina
no debe estar secuestrando ODN desde el complejo dendrimero-ADN porque, si no, migraria a la altura del circulo.

¢) El complejo se disocia en la presencia de un detergente aniénico (SDS) a todas las concentraciones ensayadas.
Ejemplo 35
Estabilidad del dendriplejo NN-ODN en presencia de suero

Con la intencién de ver la estabilidad de los dendriplejos en presencia de suero en funcién del tiempo, se realiz

un ensayo en el que a las muestras se les afiadia medio completo que contenia suero de ternera fetal (STF) al 10%. Se
prepararon las siguientes muestras con TAR como ODN:

1. TAR 2,59 puL + NN 3,47 uL + 54 pL RPMI (+/-)=2/1 +100 4L
2. TAR 2,59 pL + NN 1,73 pL + 55 uL RPMI(+/-)=1/1 MEDIO

3. TAR 2,59 uL + NN 0,86 pL + 57 pL RPMI(+/-)=0,5 COMPLETO
4. TAR2,59 pL + 54 pL RPMI

Tal como se ha sefialado, a los 20’ de su preparacién a las muestras 1, 2 'y 3 se les afiadié 100 ul de medio completo.
De cada una de las muestras se tomaron alicuotas de 45 ul pasados 40 minutos, 4 horas y 17 horas y se sometieron a la
electroforesis en gel de agarosa. Las muestras se cargaron en el gel siguiendo el orden de su numeracién de izquierda
a derecha, habiendo situado previamente un marcador de escalera de 100 pb. En el dltimo punto (17 horas), s6lo se
ensay6 el complejo de relacién 2/1 frente al ODN sin NN. Los resultados se muestran en la Figura 7, en la que aparece
una fecha sobre cada uno de los pocillos correspondientes a muestras con TAR+NN en relacién 2/1.
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De los datos mencionados anteriormente, se pueden extraer las siguientes observaciones:

a) A los 40 min, se aprecia que solamente la relacién 2/1 de carga es capaz de retener por completo el ODN, no
siendo capaz la relacién 1/1 ni por supuesto la 0,5/1.

b) A las 17 h el dendrimero NN libera al ODN que migra hacia el dnodo.

¢) No hay interferencia de las proteinas del medio completo con la estabilidad del complejo. Por otra parte, el ODN
liberado migra al mismo nivel que el ODN solo, lo que indica que el ODN no forma complejos con ninguna de las
proteinas existentes en el medio (10% de suero de ternera fetal, Antibidtico y L-Glutamina).

En definitiva, en presencia de STF al 10%, el complejo y el ODN se comportan como si el medio utilizado para las
mezclas contuviera solo RPMI, no forma complejos con las proteinas del plasma, y el NN libera al ODN a las 17 h.

A continuacién se comprobé cdmo se comportardn complejo y ODN en presencia de suero humano. Para ello se
realizaron estudios con suero humano AB.

En primer lugar, se comprob6 el comportamiento del ODN sin dendrimero en presencia de suero humano. Para
ello se sometieron a electroforesis muestras con la siguiente composicion:

Calle 0: Escalera de 100 pb

Calle 1: Control (Suero AB)

Calle 2. 2,6 ul TAR + 17 uLL RPMI + 40 uLL Suero AB
Calle 3. 2,6 uL TAR + 37 uLL RPMI + 20 uL. Suero AB
Calle 4. 2,6 uL. TAR + 47 uLL RPMI + 10 uL. Suero AB
Calle 5. 2,6 4L TAR + 57 uLL RPMI

Los geles de electroforesis, obtenidos tras esperar 20 minutos para una buena interaccién del ODN con las proteinas
del suero antes de cargar las muestras en el gel, se muestran en la Figura 8. En ella, la parte a muestra la fotografia
obtenida con luz UV de la aparicién de bandas por tincién con bromuro de etidio y la parte b muestra el mismo gel
tratado con azul Paragén ®. La localizacién de las bandas correspondientes al ODN en la parte a, a la misma altura
que las bandas de proteinas en la parte b demuestra la unién del ODN a las proteinas del suero humano.

En segundo lugar, se comprobé el efecto de la presencia de las proteinas del suero humano sobre el dendriplejo
ODN-NN. Se pretendi6é comprobar si el dendrimero protegeria al ODN de la unién a proteinas; para ello se incubaron
dendriplejos, ODN y dendrimeros sin ADN con 3 concentraciones de suero humano AB: a los 20 minutos de realizarse
las mezclas del ODN, el dendrimero y el RPMI sin suero se afiadieron a las mezclas 100 uL. de RPMI bien puro, bien
con un 5% de suero AB, un 10% o un 20%. Se realizaron electroforesis a las 0 horas, 4 horas y 24 horas de la mezcla
de dendrimeros y ODN, cargando las muestras de la siguiente manera:

0 horas
..20" => 100 L RPMI

Calle 1. 2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 uL. RPMI PURO

Calle 2. 2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 uL. RPMI 5%

Calle 3. 2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 uL. RPMI 10%

Calle 4. 2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 uL. RPMI 20%

Calle 5. 2,43 uL PPT-TFO + 57 uL. RPMI 5%

Calle 6. 2,43 uL PPT-TFO + 57 uL. RPMI 10%

Calle 7. 2,43 uL PPT-TFO + 57 uL. RPMI 20%

Calle 8. 2,43 uL PPT-TFO + 57 uL. RPMI PURO
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Calle 1.
Calle 2.
Calle 3.
Calle 4.
Calle 5.
Calle 6.
Calle 7.
Calle 8.

Calle 9.

ES 2265 291 Al

Control (60 uL RPMI)

2,43 ul PPT-TFO + 3,25 uLL NN + 54 uL. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,251 uL NN + 54 L. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uLL NN + 54 uL. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uLL NN + 54 uLL RPMI
2,43 uL. PPT-TFO + 57 uL. RPMI

2,43 uL. PPT-TFO + 57 uL. RPMI

2,43 uL. PPT-TFO + 57 uL. RPMI

2,43 uL PPT-TFO + 57 uL. RPMI

Calle 10. 3,25 uL NN + 57 L RPMI

Calle 11. 3,25 u. NN + 57 uLL RPMI

Calle 12. 3,25 uI. NN + 57 uLL RPMI

24 horas

Calle 1.

Calle 2.

Calle 3.

Calle 4.

Calle 5.

Calle 6.

Calle 7.

Calle 8.

Calle 9.

Control (60 uL RPMI)

2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 L. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 L. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 L. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 3,25 uL NN + 54 L. RPMI
2,43 uL PPT-TFO + 57 uL RPMI

2,43 uL PPT-TFO + 57 yL RPMI

2,43 uL PPT-TFO + 57 yL RPMI

2,43 uL PPT-TFO + 57 uL RPMI

Calle 10. 3,25 uLL. NN + 57 uLL. RPMI

Calle 11. 3,25 uL. NN + 57 uLL. RPMI

Calle 12. 3,25 uL. NN + 57 uLL. RPMI
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Los resultados de fotografiar los geles bajo luz ultravioleta se muestran en la Figura 9a. La Figura 9b, por su parte,
muestra la tincién con azul Paragon del gel correspondiente a las muestras de 4 horas.

Los resultados muestran que el dendriplejo NN*PPT-TFO sin suero se comporta como habitualmente, libera el
ODN alas 24 h. A las 0 y 4 h: el NN*PPT-TFO en presencia de suero da un patrén de electroforesis distinto al PPT-
TFO en presencia de suero. Este ultimo da una sefial alargada y difusa, mientras que el dendriplejo deja el ODN en
el pocillo (excepto cuando el suero estd al 20%, que se produce un ligero escape de ODN y se une a proteinas). Si
se observan los geles de proteinas, (de los que se ha mostrado como ejemplo el correspondiente a las muestras de 4
horas, aunque los resultados eran similares en los geles de 0 y 24 horas), éstas corren hacia el polo positivo, (mancha
que se separa del pocillo); pero es interesante observar en el gel de BE que las proteinas forman un complejo con el
ODN cuando éste estd solo, sin dendrimero. Las proteinas corren a la misma altura en todas las circunstancias del
experimento, independientemente de la presencia del dendrimero (que no consigue retener a la proteina en el pocillo,
no forma complejo con la proteina). La presencia de proteina no consigue retirar ODN del complejo ODN-dendrimero;
a las 24 h, el complejo empieza a liberar ODN, pero éste no migra hasta abajo como el control de ODN sin suero,
sino que inmediatamente es retenido en su migracion por las proteinas, dando la misma sefial alargada y difusa que el
ODN sin NN con suero.

Parece, por tanto, que hay una ventana de entre 4 y 24 h en las cuales el dendrimero protegeria al ODN de la
unién a proteinas. Pasado este tiempo lo libera. Esto darfa tiempo al ODN unido al dendrimero a pasar del espacio
endovascular el extravascular, con la certeza de que mas tarde el dendrimero liberaria el ODN de forma controlada en
el tiempo, ddndole oportunidad de ejercer su accion. La proteina mayoritaria del suero es la albimina, la cual presenta
2 dominios negativos que le dan una carga total negativa, pero presenta también un dominio positivo, el cual se une
al ODN. Los sitios hidrofébicos del CBS probablemente no interaccionan con los sitios hidrofébicos de la albiimina.
Dicha interaccion es necesaria para lograr una unién estable entre dendrimero y proteina, por eso no forman complejos;
sin embargo la unién electrostatica entre dendrimero y ODN protege al dltimo de la unién con el sitio positivo de la
albimina.

Ejemplo 36
Capacidad de formar complejos con ADN de gran tamario

Se realizaron pruebas preliminares con pldsmidos con el CBS IMS8, siendo éste capaz de formar complejos con
el plasmido utilizado, el Nf-kappaB-luc. De manera similar a experimentos anteriores, se realizé una electroforesis
con distintas muestras, colocando en el pocillo anterior a ellas un marcador tipo escalera que mide hasta 5000 pb. Las
muestras fueron las siguientes:

Calle 1: 1ul p + 0,58 ul IM8 (+/-)=2/1 + 28 ul RPMI
Calle 2. 1 ul p+ 1,74 pl IM8 (+/-)=6/1 + 28 ul RPMI
Calle 3. 1 ul p + 2,9 ul IM8 (+/-)=10/1 + 27 ul RPMI
Calle 4. 1 ul p + 29 pl IM8 (+/-)= 100/1+ 0 pul RPMI
Calle 5. 1 yl p (0,43 ug p)

Calle 6.2 ul p

donde p=pldsmido.

La fotografia de la electroforesis se muestra en la Figura 10. En ella se demuestra que la relacién de cargas A
(+/-)= 6/1 ya consigue retener la migracién del ADN.

Ejemplo 37
Capacidad de formar complejos con ARNip

También se realizaron ensayos preliminares para evaluar la capacidad de retencién de ARN de interferencia pe-
quefios (ARNip). Con este fin se utiliz6 el siguiente ARNip anti-CD4:

5’-GAUCAAGAGACUCCUCAGUdGdA-3’ (SEQ ID NO: 6)
suministrado por Ambion, Inc. El gel empleado fue un gel matrix, un gel elaborado con una mezcla de agarosa y

acrilamida lineal al 25 o 50%, obtenido tras calentamiento y marcaje posterior de las muestras con Bromuro de Etidio.
En este caso concretamente se utilizé un gel 50% matrix, 0,7% agarosa 'y 50% TAE 2X.
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Las muestras sometidas a electroforesis fueron las siguientes:
Calle 1: RPMI
Calle 2: 1ul ARNip + 1,58 ul IM8 + 48 ul RPMI (+/-)=2
Calle 3: 1 ul ARNip + 4,74 ul IM8 + 44 ul RPMI (+/-)=6
Calle 4: 1 ul ARNip + 49 ul RPMI
La fotografia del gel de electroforesis, mostrada en la Figura 11, demuestra de nuevo que es positiva la formacién
de complejos.
Pruebas de toxicidad

La toxicidad de los distintos dendrimeros se estudié por 5 procedimientos diferentes pero complementarios, que
aportaban datos sobre funcionalidad celular, permeabilidad de membrana y aspecto de las células.

Se utilizaron distintas técnicas con el fin de evaluar la viabilidad en diferentes aspectos: integridad de membrana
(tinciones con azul tripdn), apoptosis (marcajes con anexina-V-PE y DAPI), necrosis (marcajes con 7-AAD), reactivo
MTT (evalda la actividad mitocondrial), evaluacién del tamafio y complejidad de las células por citometria de flujo,
microscopia in vivo para evaluar movilidad celular. Estas técnicas fueron aplicadas para el estudio de la toxicidad de
ODN, dendrimeros y dendriplejos en células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Adicionalmente, se evalu6
la toxicidad de los dendrimeros sobre hematies mediante un ensayo de hemdlisis.

Ejemplo 38
Pruebas sobre CMSP

Dendrimeros ensayados

Se evalud la toxicidad de los dendrimeros IM8, IM16, CINH4, NN, Phe y los controles comerciales SF (Superfect)
y G4. De cada uno de ellos se tomaron distintas cantidades de manera que las concentraciones finales con las que se
incubaran las células fueran de 1 uM, 5uM, 10 uM, 20 uM y 100 uM.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

La sangre procedié de donantes adultos o de cordén umbilical de neonatos sanos. Dicha sangre se diluyé 1/2 con
PBS y se procedid a su centrifugacion en gradiente de Ficoll. Tras dicha centrifugacién se recuper6 el halo de CMSP
y se procedié a dos ciclos de lavado-centrifugacién posteriores. Las CMSP resultantes se resuspendieron en medio de
cultivo completo con un 10% de STF, antibidticos y glutamina.

Incubacion con las células

A un volumen de 60 ul de RPMI con el correspondiente dendrimero ensayado se le afiadieron 100 ul de medio
completo al 10% de suero de ternera fetal, antibidticos y glutamina. Los 160 ul se afiadian entonces a las células
sembradas en 340 ul, completando un volumen final de 500 ul. Las células se incubaron de esta manera durante 48
horas y posteriormente se procedi6 a valorar el efecto de la incubacién con los dendrimeros mediante su examen visual
y mediante la valoracién de la actividad mitocondrial.

Resultados del examen visual

Las observaciones obtenidas del examen visual se muestran a continuacion en la Tabla 2.
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TABLA 2

Resultados del examen visual de CMSP incubadas con dendrimeros

1 uM 5 uM 10 uM 20 uM 100 uM
M8 OK OK Disminucién Disminucién Muy pocas
birrefringencia ndmero de células vivas
Aumento de células
mortalidad
IM16 oK 0K Agregados Agregados Agregados
celulares + celulares ++ celulares +++
CINH4 OK Agregados + Muchos restos Pocas células con Grandes grumos
de membrana aspecto de muertas | celulares marrones.
NN 0K 0K Mucho mejor Disminuye el Muy pocas
aspecto que los nimero de células, pero
anteriores CBS células, pero mejor aspecto
aesta mejor aspecto que los
concentracion que los anteriores CBS
anteriores CBS aesta
a esta concentracion
concentracion
Phe OK 0K 0K Pocas células Células aisladas.
SF Agregados ++ Agregados ++++ No se ensayo No se ensay6 No se ensay6
G4 OK Agregados + Agregados ++ Agregados +++. Grandes agregados
Mucha mortalidad 0SCUros.

De la observacion visual se desprende que los dendrimeros menos téxicos para los linfocitos fueron el CBS NN y
el Phe, siendo los mas t6xicos los dos dendrimeros PAMAM ensayados.

Actividad mitocondrial: MTT

Se realiz6 una curva de actividad mitocondrial dependiente de la concentracion de dendrimero a las 48 horas.
Esta técnica se utilizé para evidenciar efectos deletéreos intracelulares sobre el interior de las células. Se trata de un
ensayo colorimétrico basado en la capacidad selectiva de las células viables para reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolio en cristales insolubles de formazan. Tras 48 horas de incubacién de las CMSP con
diferentes concentraciones de dendrimeros en placa de 96 pocillos (100.000/pocillo), el sobrenadante que contenia
dendrimero se retiré y fue sustituido por 200 ul de un medio de cultivo sin suero ni rojo fenol (Optimem). Para evitar
la pérdida de células en este paso ni posteriormente de cristales de formazan, se habia realizado una modificacién
del protocolo, sembrdndose las CMSP en fibronectina total de plasma humano (Sigma®) a una concentracién de 5-
10 pgr/ml, con lo que durante la incubacién de 48 horas se fijaron al fondo del pocillo. Ademds de los 200 ul de
Optimem se afiadieron 20 ul de MTT filtrado para conseguir su esterilidad (Azul de Tiazolil, Sigma®) en PBS pH 7.4
a una concentracién de 5 mg/ml para conseguir una concentracion final en pocillo de 0.5 mg MTT/ml. Después de 4
horas de incubacién a 37°C con atmésfera al 5% de CO,, se procedi6 a la centrifugacién de la placa a 2000 rpm y a
la posterior retirada del sobrenadante con el exceso MTT que no habia reaccionado. Los cristales de formazan fueron
observados al microscopio de contraste de fase y disueltos posteriormente con 200 ul de dimetilsulfé6xido (DMSO).
La placa se agité a 700 rpm en una agitador-calentador Eppendorf ® para asegurar la correcta disolucién de dichos
cristales. La concentracién de formazan ([A]) fue determinada por espectrofotometria utilizando un lector de placas a
una longitud de onda de 570 nm con una referencia de 690 nm. El espectrofotémetro fue calibrado a cero utilizando
Optimem sin células. La viabilidad celular relativa (%) respecto del control (células sin tratar), basada en la actividad
mitocondrial, fue calculada en base a esta férmula: [A] test/[A] control x 100. Cada concentracién de dendrimero fue
ensayada por triplicado, siguiendo las directivas de la ATCC. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion en la
Tabla 3.
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TABLA 3

Viabilidad celular tras la incubacion con dendrimeros segiin el MTT

1uM 5 uM 10 uM 20 uM 100 uM
IM8 98 60 18 12 10
IM16 94 99 63 37 11
CINH4 65,5 47 40 16 14
NN 87 68 66 32 9
Phe 83 77 71 54 14
SF 11 11

De los ensayos con MTT se desprende que las células que mostraron mayor viabilidad mitocondrial tras ser tra-
tadas con concentraciones crecientes de CBS o SF fueron las tratadas con CBS IM16, CBS NN y CBS Phe. Sin
embargo, si se toman los datos en conjunto de estos ensayos con los de la observacion visual, se deduce que mientras
que IM16 inducia la formacién de agregados celulares, NN y Phe no lo hacen, resultando ser estos dltimos los mas
biocompatibles para linfocitos.

Ejemplo 39
Pruebas sobre hematies

Se realiz6 examen visual para detectar la presencia/ausencia de hemaglutinacién y cuantificacion de la liberacién
de hemoglobina (ensayo de hemolisis) mediante espectrofotometria. De los dendrimeros del Ejemplo 38 anterior se
excluy6 el CINH4, por haber resultado el mas téxico para linfocitos, y se compararon los resultados con los obtenidos
para un dendrimero tipo PAMAM de generacién 4.

Los hematies se obtuvieron tras ser separados de las CMSP mediante el mismo gradiente de Ficoll citado en el
Ejemplo anterior. Los mismos se diluyeron en PBS hasta poder visualizarlos de forma individualizada. Las células se
resuspendieron en 500 ul de PBS y se sembraron en placa de 24 pocillos (300.000/pocillo). Como control positivo
se usaron células tratadas con Tritén X-100 al 0,2%. Control negativo: PBS (blanco). Los hematies fueron incubados
con distintas concentraciones de dendrimero. Se evalud la presencia de hemaglutinacién, nimero de células y libe-
racién de hemoglobina a la hora mediante la recogida de 100 ul de sobrenadante y medicién de absorbancias por
espectrofotometria utilizando un lector de placas a una longitud de onda de 550 nm y 690 mn como referencia.

Examen visual

Las observaciones resultantes del examen visual se muestran a continuacién en la Tabla 4.

TABLA 4

Examen visual de hematies incubados con dendrimeros

1 uM 5 uM 10 uM 20 uM
IMS8 0K Ag+ Ag+ No células
IM16 OK Ag ++ Ag ++ pero més células que con IM8 No células
NN OK OK Ag +/- No células
Phe Ag+ Ag +++ Ag +++ Hay células pero muy aglutinadas
G4 Ag+ Ag ++ Células fusiformes Hay células pero son fusiformes

Ag=aglutinacién
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Cuantificacion de la liberacion de hemoglobina tras 1 hora

100% de hemolisis en el control de Tritén X-100 (las células tratadas con Tritén estaban todas muertas y rotas).
7% de hemodlisis en el control negativo de células no tratadas. Cada pocillo se expresa como el porcentaje respecto a
la D.O (densidad 6ptica) del Triton X-100, que se considera el 100%; ademds a ese porcentaje se le resta el 7% del
control. De esa manera se obtuvieron los resultados que se muestran a continuacion en la Tabla 5:

TABLA 5

Porcentaje de liberacion de hemoglobina tras la incubacion con dendrimeros

IM8 IM16 NN Phe G4
1 uM 34,8 11,000 6,6 8,000 8,4
5 uM 28 22,000 15 12,000 0
10 uM 79 55,000 75 31,000 0
20 uM 84 82,000 83 53,000 0

A 5 uM el NN y el Phe sobrepasan sélo ligeramente el 10% de toxicidad, que es lo que se consideré como punto
de corte para eritro-toxicidad. Lo que ocurre es que el Phe induce hemaglutinacién y el NN no. Como dato curioso, el
IM16 induce menos hemolisis y deja mayor nimero de células en el pocillo que el IM8, (concuerda con lo observado
para MTT en linfocitos), pero induce aglutinacién. Todos inducen hemaglutinacién excepto el NN. El PAMAM G4
induce aglutinacién y cambios conformacionales en los hematies, pero no hemolisis.

El orden de hemaglutinacién de mayor a menor es:

G4>Phe>IM16>IM8>NN

En conjunto, el pocillo en el que mejor aspecto tenian las células presentando ademds hemdlisis casi despreciable
fue el del dendrimero NN. Si se toman los resultados de toxicidad sobre linfocitos y hematies juntos, el dendrimero
que demostré mejores perfiles de biocompatibilidad fue el NN.

Ejemplo 40
Toxicidad de los complejos ODN + dendrimero en comparacion con el dendrimero solo

La toxicidad de otros dendrimeros como los PAMAM se modifica (disminuye) cuando forman complejos con

ADN. Los siguientes experimentos pretenden conocer qué ocurre con los dendrimeros CBS en cuanto a toxicidad

cuando se unen a los ODN.

El tiempo de evaluacién esta vez fue de 72 horas. Las toxicidad se evalué sobre CMSP, obtenidas de la forma
descrita en el Ejemplo 38.

En todos los casos se utilizé una relacién de cargas: (+/-)=2/1
Las concentraciones de los dendrimeros usadas en estos experimentos para lograr la dosis 2/1 de carga (+/-) fueron:
IMS: 2,96 ug =3,93 uM
IM16: 2,35 ug = 1,99 uM
CINH4: 1,92 pug = 3,98 uM
Phe: 2,8 ug = 1,96 uM
NN: 3,42 ug = 3,94 uM
SF: 0,68 uM
G4: 100 uM
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El ODN utilizado fue el PPT, de la siguiente manera:
[ODN PPT] en el complejo con los CBS: 2,57 (0,88 M)
[ODN PPT] en el complejo con SF: 0,34 uM
[ODN PPT] en el complejo con G4: 1 uM

Formacion de complejos

En todos los ensayos se utiliz6 un volumen de formacién de complejo de 60 ul, utilizando como soporte medio
sin suero RPMI con rojo fenol. Se afiadieron las cantidades correspondientes de ODN o dendrimero para alcanzar la
relacion de carga (+/-)=2, siendo la carga positiva aportada por el dendrimero y la negativa por el ODN. Los cédlculos
de realizaron en base al nimero de cargas del dendrimero (fijas) y el nimero de cargas negativas del ODN (fijas
igualmente).

Una vez anadido el ODN y el CBS en el RPMI se esperaba un tiempo de 20 minutos para asegurar la formacién
de los complejos.

En el caso del SF, los complejos se formaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
Incubacion con las células

Transcurrido el tiempo necesario para asegurar la formacién de complejos, a los 60 pl de RPMI con el ODN vy el
dendrimero se les afiadia 100 ul de medio completo al 10% de STF, antibidticos y glutamina. Los 160 ul se afiadian
entonces a las células sembradas en 340 ul, completando un volumen final de 500 ul. Las células se incubaban bien
con dichos complejos, bien con una mezcla de igual volumen que contenia el ODN sin CBS, bien con una mezcla
que contenia dendrimero solo, o con una mezcla que contenia solamente RPMI + medio completo que se usaba
como control negativo. Las células y/o el sobrenadante se recogian después para su andlisis en citometria de flujo,
microscopia confocal o extraccién de ADN celular.

Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Después de las incubaciones con las mezclas conteniendo ODNs fluoresceinados, dendriplejos, dendrimeros o RP-
MI, las células eran tratadas para la posterior adquisicién de imagenes en el microscopio de fluorescencia convencional
o confocal. Las células se pegaron a portas de cristal con pocillos de 30 mm de didmetro mediante Poli-L-lisina, (PLL)
(Sigma®). Para ello, los portas se preincubaron con 30 ul de PLL durante 2 horas en incubador a 37°C y 5% de CO..
Tras esta incubacidn, el exceso de PLL se lavaba con PBS. Las células procedentes de cada tratamiento que iban a
ser pegadas en la PLL se lavaban 2 veces con PBS y se marcaban durante 1 minuto con azul tripan (Sigma®) al 0,8%
para evidenciar posteriormente las células viables. Se volvian a lavar 2 veces con PBS. En ese momento se afiadian
las células al pocillo (100.000/pocillo), disponiéndose sobre la PLL durante 1 hora en incubador a 37°C 'y 5% de CO,.
Después de esta hora, se lavaba el exceso de volumen con PBS y se trataban las células con paraformalehido (PFA)
al 3% preparado recientemente (dentro de las 2 semanas de su uso) durante 10 minutos. Tras estos 10 minutos, se
lavé el exceso de PFA con PBS y se procedié al marcaje de las células con anticuerpos marcados con fluorocromos
y DAPI. Se tefifa en primer lugar la membrana celular y luego el nicleo. Se realiz6 una titulacion previa de los an-
ticuerpos utilizados para determinar las mejores concentraciones de uso para nuestros ensayos. Se utilizé en primer
lugar un anticuerpo primario anti-CD45 IgG1,« de ratén anti-humano (BD®); se afiadian 30 ul de anticuerpo a cada
pocillo, a una dilucién de 1 pg/ml; se incubaba 30 minutos y posteriormente se lavaba el exceso con PBS. Después se
utilizaba un anticuerpo secundario de cabra anti-ratén anti IgG-IgM (cadenas pesadas y ligeras) conjugado en Texas-
Red (Jackson ImmunoResearch®), 30 ul/pocillo a una dilucién 1/130 de la madre (concentracién de la madre 1,4
mg/ml). Se incubaba con las células durante otros 30 minutos y se lavaba posteriormente con PBS. Finalmente, se
tifiieron los niicleos celulares mediante el uso de DAPI (Vysys®) 10 ul/pocillo durante 10 minutos, lavdndose pos-
teriormente 2 veces con PBS. Las incubaciones con anticuerpos y DAPI se realizaban a temperatura ambiente. Los
anticuerpos se diluian el mismo dia de uso para evitar su degradacién con el paso del tiempo y se centrifugaban a
12000 rpm previamente a su uso para disminuir la presencia de agregados. La dilucién de cada anticuerpo se realizaba
en medio de bloqueo para disminuir el marcaje inespecifico (PBS con Albimina sérica bovina al 1%). Finalmente,
se procedia al montaje de la preparacién mediante el uso de un medio especial para fluorescencia (DAKO Cytoma-
tion Fluorescent Mounting Medium®) con antifading (destinado a proteger la muestra frente al deterioro causado por
los laseres). Se procedia entonces a la observacién y captura de imdgenes mediante un microscopio confocal Leica
TCS SP2 utilizando distintas lineas de excitacion: 405, 488 y 514 nm y utilizando el objetivo para microscopia de
contraste@diferencial optica del confocal. Tras la captura de imdgenes se procedia a su andlisis utilizando el software
de Leica®.

Microscopia Confocal in vivo. Con el fin de examinar la viabilidad celular tras los diferentes tratamientos con
ODN:ss, dendriplejos y dendrimeros a los que se sometian las CMSP, y de estudiar fendmenos tales como la captacion de
ODN fluoresceinado por parte de las mismas o evaluar el movimiento de las células transfectadas, se utilizaron técnicas
de microscopia confocal in vivo. Para ello, se sembraban cristales de 2,5 cms con fibronectina total de plasma humano
(Sigma®) a una concentracién de uso de 5-10 ugr /ml incubdndose con la fibronectina durante 1 hora a 37°C. Tras lavar
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el exceso de fibronectina en el cristal con PBS, se sembraban las CMSP lavadas previamente con PBS y se incubaban a
37°C con atmdésfera al 5% de CO, durante 30 minutos. El exceso de células no pegadas se eliminaba mediante lavados
con PBS. Todo el trabajo con el cristal se realizaba disponiendo éste sobre una superficie no adherente (papel metéalico
esterilizado) en una placa Petri estéril y en cabina de flujo laminar. Finalmente, se procedia a la inclusion del cristal
en la cdmara para microscopia in vivo del confocal, en la cual las células permanecian a 37°C con atmésfera al 5%.
Antes de comenzar cualquier experimento in vivo, se dejaba a las células recuperarse de la manipulacién durante 30
minutos en la cdmara. Tras este periodo, se procedia al tratamiento de las células de distinta manera:

1. Adiccién del ODN fluoresceinado o los dendriplejos con ODN fluoresceinado y evaluacién de la internali-
zacion de las células de los mismos.

2. Evaluacién de la capacidad de movimiento de las células tras distintos desafios con dendrimeros, dendri-
plejos u ODNE.

Para ello, se realizaron tomas secuenciales en el tiempo (cada 30, 1’ 6 2°) de las células eligiendo un corte en el
plano medio de las mismas, que incluyera el nicleo. Tras la adquisicién, se procedia al montaje de las imagenes para
la obtencidn de imédgenes del proceso.

Tinciones con Azul Tripdn

Esta técnica evalia la permeabilidad de la membrana celular al azul tripdn (mds conocido por su denominacion en
inglés Tripan Blue, abreviado TB). Las células vivas excluyen esta tincion.

Para realizarla, se preparé una solucién con azul tripan (Sigma) al 0,8% y se trat6 el pellet celular obtenido tras
centrifugacién durante 1 minuto, procediéndose a centrifugacidn-lavado posteriormente de las células con PBS 2
veces. Las células se observaron bajo microscopia dptica y se contaron las células positivas para la presencia de azul
tripan (células azules, muertas) en relacién con el porcentaje de células negativas (células vivas). Para ello se eligi6 un
campo amplio con al menos 100 células. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién en la Tabla 6.

TABLA 6

Porcentaje de células tefiidas con azul tripdn

TB+ (%) TB+ (%)
Control 12,2 PPT 11,9
PPT+IM8 11,5 IM8 17,1
PPT+IM16 14,9 IM 16 18,5
PPT+CINH4 15,8 CINH4 15,7
PPT+Phe 10,7 Phe 11,3
PPT+NN 13,6 NN 10,6
PPT+SF 72 SF 100
PPT+G4 80,5 G4 100

n= 100 células por contaje

Los mayores porcentajes de mortalidad correspondian a los PAMAM tanto formando complejo con los ODN como
solos. Los CBS no mostraron un porcentaje aumentado de células positivas para TB respecto al control de células sin
tratar, no aprecidndose apenas diferencias cuando las células eran tratadas con CBS-ODN o con CBS sd6lo.

Ensayo de citometria de flujo

Se compararon los porcentajes de células con tamafio y complejidad correspondientes a células en apoptosis-
necrosis con las células vivas. Para ello, se realizé una evaluacién del tamafio (FW) y de la complejidad (SD) por
citometria de flujo. Para ello, se dibujé una regién alrededor de las células con FW y SD correspondiente a células en
apoptosis-necrosis y otra alrededor de las células con FW y SD correspondiente a células vivas. Se compararon los
porcentajes de células presentes en cada puerta. Los graficos obtenidos se muestran en la Figura 15, en la que en el eje
X estd representado el tamafio (FW) y en el eje Y la complejidad (SD).
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En la parte A se muestra una poblacién celular tipo CMSP tratada con los dendrimeros CBS y en la parte B una
poblacién tratada con un dendrimero tipo PAMAM. La nube de células oscuras corresponde a células en apoptosis
necrosis. En gris se representan las células vivas. Se obtuvieron los porcentajes numéricos correspondientes a cada
uno de los tipos de células, obteniéndose los valores que se muestran en la Tabla 7.

TABLA 7

Porcentajes de células vivas y en apoptosis-necrosis

Células vivas (%) Apoptosis- Células vivas (%) Apoptosis-
necrosis (%) necrosis (%)
Control 69 27 PPT 71 23
PPT+IMS8 71 24 M8 59 36
PPT+IM16 72 22 IM16 67 28
PPT+CINH4 78 17 CINH4 71 26
PPT+Phe 72 22 Phe 61 33
PPT+NN 73 21 NN 70 24
PPT+SF 24 70 SF 12 82
PPT+G4 4 84 G4 4 85

Estos resultados se representan graficamente la Figura 14, donde se representa en negro el porcentaje de células
muertas y en gris el de vivas. La primera barra (C), corresponde al control.

Los mayores porcentajes de mortalidad correspondian a los PAMAM tanto formando complejo con los ODN como
solos. Por otra parte, los dendrimeros CBS no mostraron un porcentaje mayor de apoptosis-necrosis respecto al control
de células sin tratar, no aprecidndose de nuevo apenas diferencias cuando las células eran tratadas con CBS-ODN o
con CBS sdlo.

Tinciones con DAPI

Como test adicional para comprobar la viabilidad celular, se utilizé la tincién con el colorante vital DAPI (Vysys®),
utilizando 10 ul por pocillo durante 10 minutos y lavando posteriormente 2 veces con PBS. Los nticleos celulares en
apoptosis o necrosis muestran un tamafio nuclear reducido, condensacién de la cromatina y fragmentacién nuclear.

La Figura 17 muestra los resultados obtenidos con las siguientes muestras: 1: Control; 2: ODN*IMS; 3:
ODN*IM16; 4: ODN*SF; 5: ODN; 6: IMS; 7: IM16; 8: SF.

Las células tratadas bien con los complejos CBS-ODN, bien con CBS solamente, mostraron nicleos redondos
con cromatina distribuida de forma homogénea, con aspecto similar al del control de células no tratadas. Los pocillos
tratados con SF (4 y 8) mostraron una deplecién celular marcada, haciendo dificil el andlisis

Videos
La evidencia més clara de que una célula estd viva es que se mueve. Las células vivas muestran protusiones
celulares transitorias moviéndose sobre una superficie de cristal sembrada con fibronectina. Las células tratadas con

CBS mostraron un patrén de movimiento similar a las células control no tratadas.

Como ejemplo, en la Figura 18 se muestra una secuencia de fotos tomadas a las 72 horas de incubacién de las
células con CBS IM8-ODN. Se resaltan con flechas algunos detalles de movimiento.

En conclusion, las concentraciones de uso de los dendrimeros en la formacién de complejo demostraron ser bas-
tante biocompatibles, mostrando las células similar viabilidad cuando eran tratadas con complejos CBS-ODN que
cuando lo eran con CBS solos.

Capacidad antigénica

Es muy importante, cuando se quiere conocer el perfil de biocompatibilidad de una nueva molécula, el saber si la
misma puede constituir un estimulo antigénico inespecifico. Esto seria un inconveniente, por cuanto las células del
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Sistema Inmune podrian reconocer a dicha molécula como un elemento extrafio contra el cual se desencadenaria una
respuesta que muy probablemente resultaria deletérea para el organismo. Por ello, se realiz6 un estudio de proliferacién
linfocitaria en presencia de los distintos CBS, con el fin de comparar la capacidad de estimulacién linfocitaria que
tendrdn los mismos en comparacién con un estimulo potente cldsico como es la Fitohemaglutinina (PHA).

Ejemplo 41
Ensayo proliferativo

Para evaluar la capacidad antigénica de los dendrimeros CBS, se realiz6 un ensayo linfoproliferativo. El experi-
mento se prepard por triplicado en placa de 96 pocillos de fondo plano (100.000 células por pocillo en 200 ul de
medio completo AB humano con antibiéticos, glutamina y 10% de suero AB). El experimento contaba con un pocillo
control negativo de proliferacioén (células sin tratar), un pocillo tratado con una dosis de uso habitual (2 uM) de cada
dendrimero a ensayar, otro con una dosis mayor rayando en la citotoxicidad (5 M) y otro control positivo de prolife-
racion tratado con 1 ug/mL de fitohemaglutinina. Tras 5 dfas de incubacién a a 37°C con atmdsfera al 5% de CO, se
procedid a la retirada de 100 ul de sobrenadante, afiadiéndose luego 100 uLL de un medio con un intercalante isotépico
de ADN, Timidina Tritiada (preparada con medio AB al 10% y Timidina 1/100). La placa se filtr6 entonces utilizando
un Harvester pasando su contenido a un filtro, el cual se dejé secar toda la noche (aprox. 16 horas). Tras este periodo,
se procedi6 a la fusién por calor de una ldmina de Metilex® conteniendo medio de centelleo, y se procedi6 a su lectura
en gammacdmara para evaluacién del nimero de cuentas (a mds cuentas, mds proliferacién). Los resultados, que se
muestran a continuacion en la Tabla 8, se expresan como cuentas de timidina tritiada por minuto (cpm). Cada resultado
de cada concentracién se hizo por triplicado, siendo el valor que aparece en la tabla la media de los 3. La PHA y el
control se ensayaron 12 veces.

TABLA 8

Lectura del niimero de cuentas en un ensayo linfoproliferativo

Estimulo antigénico Medida del contador de centelleo

Dendrimeros 2uM SuM
M8 144 cpm 149 cpm
M16 175 cpm 141 cpm
NN 145 cpm 160 cpm
Phe 146 cpm 170 cpm

Control 146 cpm

PHA 10267 cpm

En la Figura 19 puede observarse una representacion grafica de estos datos. Como se puede extraer de este ensa-
yo, los dendrimeros CBS no constituyeron un estimula antigénico para las CMSP, a ninguna de las concentraciones
ensayadas.

Ensayos de transfeccion

Se evalu6 la capacidad del ODN para atravesar las membranas plasmatica y nuclear de las CMSP y se comparé
dicha capacidad con la que presentaba dicho ODN formando complejo con los distintos CBS. Se compararon los
dendrimeros de la invencién con los de tipo PAMAM, utilizando microscopia confocal.

Ejemplo 42
Ensayos de transfeccion

Obtencion de células CMSP e incubacion con las muestras

Se utilizé el mismo procedimiento explicado en ejemplos anteriores.

Tratamiento previo de las células

Dos dias antes del tratamiento con los ODN o, con los dendriplejos, las CMSP fueron estimuladas con fitohemaglu-

tinina a dosis entre 1-2 pg/ml y con interleuquina-2 (IL-2) a dosis de 100 Ul/ml, siendo la concentracién celular entre
3 y 5 millones/ml. En el dia del tratamiento, las células fueron resuspendidas a una concentracién de entre 300.000-
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500.000 células por cada 340 ul. Sin embargo, y dado que el volumen final tras los respectivos tratamientos posteriores
fue de 500 p, se afiadi6 IL-2 para mantener la activacién celular durante el transcurso del experimento a una dosis de
50 UI/ml calculadas en base a los 500 ul que constituirian el volumen final.

Microscopia confocal
Se siguid el procedimiento descrito anteriormente en otros Ejemplos.
Resultados obtenidos con los ODN

Se realizaron pruebas con cada uno de los ODN de las secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 5. Los ODN mos-
traron, por contra de lo publicado previamente, una sorprendente capacidad para atravesar la membrana plasmadtica,
asi como, la nuclear. Este proceso es dependiente del tiempo. Asi, a las 3 horas, el ODN se encontraba en el citoplasma
celular, y a las 24 horas en el niicleo. Un ejemplo de ello puede observarse en la Figura 20, donde se pueden observar
fotografias tomadas tras 1, 3 o 24 horas desde el comienzo de la transfeccién con el ODN RF.

El patrén de fluorescencia era difuso, sin formacién de agregados.

La localizacion nuclear queda atin més clara cuando se realiza un corte en XY de una célula seleccionada en un
corte medio y se analiza la fluorescencia presente. Una prueba de este tipo puede observarse en la Figura 21. Cuando
se analiza la fluorescencia presente a lo largo de una linea en un plano intermedio (Figura 21 A), la fluorescencia
azul representada en la grafica superior (nticleo) y la fluorescencia verde representada en la grafica intermedia (ODN)
colocalizan por dentro de la sefial roja representada en la grafica inferior (membrana). Cuando se realiza un anélisis
similar pero tomando una regién de interés (ROI) (Figura 21 B) dibujada alrededor del nicleo a lo largo de varias
secciones en el eje Z, se ve como el verde (gréfica inferior) colocaliza con el azul (gréfica superior) y estd presente
mds alld en el citoplasma hasta llegar a la membrana.

Los resultados fueron los mismos independientemente de la longitud de los ODN probados (de 15 a 28 bases).
Resultados obtenidos con dendriplejos ODN+CBS

Se realizaron pruebas de transfeccion utilizando el ODN PPT para formar dendriplejos con distintos dendrimeros
de la invencién. Concretamente, se utilizaron para transfectar las siguientes muestras: 1: Control; 2: PPT; 3: PPT+IMS;
4: PPT+NN; 5: PPT+Phe; PPT+IM16.

Los resultados obtenidos tras 48 horas se muestran en la Figura 22.

Todos los dendrimeros menos el CINH4 conseguian un patrén similar al del ODN sin CBS, es decir, difuso, nuclear
y citoplasmadtico. Alguno de los complejos consiguieron unos resultados superiores en unidades arbitrarias de fluores-
cencia que el ODN sin CBS (los que llevaban el NN y el Phe) en algunos de los experimentos realizados, pero esto no
se repitié con significacion estadistica en diferentes experimentos con repeticiones de hasta 7 series comparativas entre
complejos y ODN solo. La muestra de PPT con CINH4, en cambio, dio lugar al patrén de fluorescencia en agregados
que se muestra en la Figura 23.

Para demostrar que efectivamente se trata de un patrén de fluorescencia citoplasmatico y nuclear, se realizaron
histogramas de una sola célula en un plano medio en XY, de forma similar a lo realizado con el ODN sin CBS. En la
Figura 23 se muestra, como ejemplo, uno de los andlisis sobre una célula tratada con el PPT+NN:

A partir de estos datos, se puede concluir que los dendrimeros CBS, a excepcién del CINH4, no interfieren de
forma alguna con la distribucién del ODN en la célula.

Inhibicion de virus u otros agentes bioldgicos por parte de los dendrimeros

Por la biocompatibilidad demostrada en los experimentos anteriores, los dendrimeros de la invencién serian ade-
cuados para la elaboracién de composiciones de medicamentos (parenterales u orales) o dispositivos de interferencia
(geles vaginales, antisépticos) para la prevencién y/o el tratamiento de agentes bioldgicos tales como el virus VIH u
otros virus como el de la hepatitis C o de otros agentes bioldgicos tales como priones. Con ese objetivo, se disefiaron
ensayos de inhibicion del virus VIH en los que se estudiaba esta capacidad.
Ejemplo 43
Ensayos de inhibicion del VIH

Preparacion de virus

Se utilizaron células MT-2 (linfocitos T humanos inmortalizados con virus linfocitotrépico humano tipo I). 20 x
10® MT-2 se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 suplementado con 10% STF y se transfirieron a tubos cénicos

de 25 ml a una concentracion de 2 x 10° células/ml en medio RPMI con 10% de STF. Posteriormente se afiadi6 la cepa
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de virus VIHNLA4.3 a una concentracién de 1 particula por célula (1 MOI). Se cultivaron las MT-2 y el virus durante al
menos 2 horas a 37°C, agitando el cultivo cada 15-30 minutos. Finalmente, se lavaron los cultivos (células-virus) dos
veces para retirar el virus que no se hubiera integrado en el genoma celular. Las células se transfirieron y se cultivaron
en botellas de 25 cm? en el mismo medio de cultivo.

Cada 72-96 horas se recogi6 la mitad del sobrenadante con cuidado de no recoger también células. Se afiaden 40
x 10° MT-2 a la misma concentracién en medio RPMI con 10% STF. El sobrenadante se alicuote6 y se almacend en
nitrégeno liquido, y posteriormente se tituld.

Titulacion de virus

El aislado viral VIHNLA4.3, cepa viral de laboratorio establecida, se titul6 en la linea celular MT-2. Se cultivaron 2
x 10* células MT-2 con medio completo en placas de 96 pocillos y se afiadieron 40 ul de la preparacion viral a distintas
concentraciones para lo que se realizan las correspondientes diluciones. Todas ellas se pusieron por octuplicado y se
mantuvieron a 37°C en atmdsfera de CO, durante una semana. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a la lectura de
titulacién por visualizacidn del efecto citopatico y formacién de sincitios. El titulo se calculé aplicando la férmula de
Spearman-Karber P, que sirve para cuantificar el nimero de particulas de virus por ml de medio en un cultivo en el
cual se han sembrado por octuplicado diluciones seriadas del concentrado de virus a titular.

Infeccion in vitro de linfocitos T

Las CMSP se estimularon durante 48 horas con 2 ug/ml de PHA y 100 UI de IL-2, para provocar una activacion
policlonal; a las 24 horas se lavaron las células con PBS. La concentracién deseada de células se incubé con el niimero
de particulas de VIHNLA4.3 por célula calculado en medio RPMI con 10% STF durante 4 horas a 37°C en una atmésfera
humidificada con un 5% de CO,. Tras este tiempo se recogieron las células del cultivo y se lavaron tres veces para
eliminar el virus adherido a la superficie celular, se depositaron de nuevo en placa de 24 pocillos en medio RPMI
con 10% STF y 50 Ul/ml de IL2 y se tratan con los diferentes dendrimeros. Los cultivos se incubaron a 37°C y se
mantuvieron en atmésfera humidificada con un 5% de CO,.

Inhibicion del VIH mediante CBS

Se sembraron 400.000 CMSP/pocillo de placa de 24 y se trataron con 1, 3 y 5 uM de NN, en un caso antes de
infectarlas y en otro después de infectarlas a una multiplicidad de infeccién de 0,4 MOI. Se recogieron células a las 24
hs para extraccion de ADN y posterior cuantificacion de copias de virus por célula (siguiendo el método para deteccién
y cuantificacién de ADN de VIH en células infectadas registrado con el n° de patente 2401986 de la Oficina Nacional
de Patentes).

Para eliminar la influencia de la posible toxicidad del dendrimero sobre el niimero de células y la cantidad de copias
virales, se ajusté el nimero de copias de virus al porcentaje de células vivas para poder hacer comparaciones entre
distintas concentraciones de dendrimeros. No obstante, los dendrimeros no indujeron una mortalidad significativa a
las concentraciones utilizadas (cuantificado por FW y SD en citometria de flujo).

Se hizo por tanto el siguiente ajuste: n® de copias ADN VIH/10° de células por % células vivas, obteniéndose la
siguiente grafica que se muestra en la Figura 25, en la que los prefijos pre o post hacen referencia a la administracién
de 1,3 6 5 uM de NN antes o después de la infeccion y la barra marcada como “C” corresponde al control.

Los resultados obtenidos indican que el dendrimero ejerce un claro impedimento en la infeccién de las CMSP por
VIH, tanto aplicado previamente a la infeccién como después. Por tanto, debe actuar tanto sobre los pasos preintegra-
cién como los postintegracion.

Conclusiones de los experimentos

- Los dendrimeros CBS ensayados presentan una buena biocompatibilidad para las CMSP a las dosis utilizadas
para vehiculizar ODN.

- Cuando se toman en conjunto los datos de toxicidad sobre linfocitos y hematies, el dendrimero que resulta tener
un mejor perfil de biocompatibilidad es el CBS-NN.

- Los CBS NN, IM8 e IM16 liberan el ODN a lo largo del tiempo, habiendo liberado practicamente el 100% del
ODN las 24 horas. Estos dendrimeros liberan también el ODN a pHs 4cidos (<5).

- Los ODN ensayados muestran una capacidad elevada de entrada en la célula por si mismos, atravesando tanto la
membrana plasmdtica como la nuclear en casi el 100% de las células vivas a las 17 horas de haberse afiadido al cultivo
celular, en presencia de un 10% de STF.

- Todos los dendriplejos CBS-ODN ensayados (a excepcién del CINH4) no interfieren con la internalizacién del

ODN y su distribucidn citoplasmética y nuclear.
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- E1 CBS NN protege al ODN de la unién a proteinas del plasma, no interfiriendo esta proteccién con la posterior
liberacion paulatina del ODN a lo largo del tiempo en medio acuoso en presencia de dichas proteinas. Por esta razén
y las anteriores, los dendrimeros de la invencién parecen adecuados para su utilizacién en terapias antisentido para la
inhibicidn de sintesis de proteinas cuyo nivel convenga en general disminuir, por estar implicadas en algun trastorno,
ser de tipo tumoral, viral o estar implicadas de cualquier otra forma en distintas enfermedades humanas o animales.

- El dendrimero NN muestra una buena capacidad de impedir la infeccién de linfocitos por el virus VIH lo que,
junto con la buena biocompatiblidad demostrada, indica que pueda utilizarse para la prevencion y/o el tratamiento de
trastornos producidos por agentes bioldgicos tales como el mismo VIH u otros virus como el de la hepatitis C, incluso
otros agentes bioldgicos tales como los priones.

- Los CBS Phe y CINH4 muestran una buena capacidad para fijar de forma eficiente y perdurable los acidos
nucleicos, por lo que pueden ser adecuados para la generacién de microchips de ARN o ADN u otros dispositivos
que requieran la fijacién a una superficie de dcidos nucleicos ya que, ademds, por la forma de fijacién del ADN
(electrostética con los grupos fosfato del ADN), los CBS aqui descritos dejan la secuencia nucleotidica expuesta a la
interaccién con secuencias complementarias de otros dcidos nucleicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un dendrimero carbosilano ramificado con restos terminales en extremos de sus ramificaciones que contienen
grupos amino primarios, secundarios, terciarios o cuaternarios que responde a una cualquiera de las férmulas:

(|R1)3—p
Si—(Alq' — Si—X,),, en el caso de ser de primera generacion;

(|Rl )3-m (le)s_p

Si— (Alq' — Si— (Alq* — Si — X,)m)ss en el caso de ser de segunda generacion;

(|R1)3—m (F2)3—n (|R3)37p
Si— (Alq' — Si— (Alg*> — Si— (Alq® — Si — X,)u)m)ss en el caso de ser de tercera generacion;

o a las férmulas andlogas correspondientes en el caso de generaciones superiores, en las que la férmula corres-
pondiente a cada generacion i resultarfa de sustituir X, en la férmula correspondiente a la generacién anterior por un
nuevo bloque del tipo:

(Fi)S—p
Alg — Si—X,
pasando el grupo unido al mismo dtomo de silicio que este bloque sustitutorio de estar representado por (R™");_, a
estar representado por (Ri™!);_,,
férmulas en las que:

Alg', Alg?, Alg’, ..., Alq' representan restos alquileno de 2 a 4 carbonos que se eligen independientemente unos de
otros segun la longitud de las ramificaciones en cada generacion;

R!,R%, R?, ..., Ri™!, Ri representan restos que se eligen independientemente unos de otros entre metilo y fenilo;
X representa un resto que contiene al menos un grupo amino primario, secundario, terciario o cuaternario;

p es un niimero entero que varia entre 1 y 3;

m, n, ..., Z Son nimeros enteros que varian independientemente entre 1y 3.

2. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacion 1, en el que los restos Alg!, Alg?, Alg’,..., Alq' se seleccionan
independientemente entre etileno y propileno.

3. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 2, en el que los restos Alq', Alg?, Alg,..., Alg' son todos
iguales y corresponden a restos propileno.

4. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 1, en el que los niimeros enteros m, n, ..., Z son iguales entre
siy tienen el valor 2.

5. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacion 1, en la que los restos R', R2, R3, ..., R™™!, R! son todos iguales
y corresponden a restos metilo.

6. Un dendrimero carbosilano segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que los restos Alg!, Alg?, Alg®,..., Alg' son
iguales entre si y corresponden a restos propileno; los niimeros enteros m, n, ..., j son iguales entre si y tienen el valor
2y los restos R', R%, R?, ..., Ri"!, R son todos iguales y corresponden a restos metilo.

7. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 6, en el que el resto terminal de las ramificaciones que

contiene al menos un grupo amino se encuentra unido al dendrimero mediante un grupo -O- que se ha formado a partir
del grupo -OH de una alcohol-amina.
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8. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 7, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino se elige entre los restos -OCH,CH,N(CH3;),, -OCH,-(C¢H3)-3,5-(OCH,CH,N
(CH3),), y -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N(CHs;),.

9. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 8, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino es el resto -OCH,CH,N(CH;),.

[T L]

10. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 9, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramificacién
termina con un unico resto -OCH,CH,N(CHj;),.

11. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 10 que es de primera, segunda o tercera generacion.

12. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 9, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramificacién
termina con dos restos -OCH,CH,N(CHj;),.

13. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 12, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

14. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 8, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino es el resto -OCH,-(CsH3)-3,5-(OCH,CH,N(CHs),).

15. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 14, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
¢ién termina con un dnico resto -OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N(CHj;),),.

16. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 15, que es de primera, segunda o tercera generacion.

17. Un dendrimero carbosilano segiin la reivindicacién 14, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramifica-
cién termina con dos restos -OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N(CH,),),.

18. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 17, que es de primera, segunda o tercera generacion.

19. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacion 8, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino es el resto -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N(CH3),.

20. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacion 19, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
¢ién termina con un unico resto -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N(CHj;),.

21. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 20, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

22. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 19, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramifica-
¢ién termina con dos restos -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N(CHj;),.

23. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 22, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

24. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 6, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino se encuentra unido al dendrimero mediante un grupo -CH,- que se ha formado a
partir de un carbono terminal que se encontraba formando parte de un doble enlace carbono-carbono en un compuesto
que contiene al menos un grupo amino con el que se hace reaccionar el dendrimero para obtener restos terminarles de
ramificaciones.

25. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacion 24, en el que el resto terminal de las ramificaciones corres-
ponde a la férmula -CH,CH,(CH,).-NH,, donde “e” es un nimero entero que oscila entre 0 y 2.

26. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 25, en el que “e” toma el valor 1, correspondiendo el resto
terminal de las ramificaciones que contiene al menos un grupo amino a la férmula -CH,CH,CH,-NH,.

27. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 26, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
cién termina con un unico resto -CH,CH,CH,-NH,.

28. Un dendrimero carbosilano seguin la reivindicacién 27, en el que el dendrimero carbosilano es de primera, de
segunda o de tercera generacion.

29. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 6, en el que parte o la totalidad de los grupos amino
presentes en los restos terminales de las ramificaciones estdn cuaternizados.

30. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacion 29, en el que el resto Y terminal de las ramificaciones

que contiene al menos un grupo amino cuaternizado se elige entre los restos -OCH,CH,N*(CH;);1~, -OCH,-(C¢H3)-
3,5-(OCH,CH,N*(CHj3);3)I"), y -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CH;);I".
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31. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacion 30, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino cuaternizado es el resto -OCH,CH,N*(CH;);1".

[T3R1]

32. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 31, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
¢ién termina con un dnico resto -OCH,CH,N*(CH;);I".

33. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 32, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

34. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 31, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramifica-
cién termina con dos restos -OCH,CH,N*(CHj;);1".

35. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 34, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

36. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacion 30, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino cuaternizado es el resto-OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N*(CHj;);3)I),.

[T

37. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 36, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
¢ién termina con un unico resto -OCH,-(C¢H;)-3,5-(OCH,CH,N*(CH;);)I7),.

38. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 37, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

39. Un dendrimero carbosilano segin la reivindicacién 36, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramifica-
¢ién termina con dos restos -OCH,-(C4H;)-3,5-(OCH,CH,N*(CH;);)I"),.

40. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 39, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

41. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 30, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino cuaternizado es el resto-OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CH;);1".

€69

42. Un dendrimero carbosilano segiin la reivindicacion 41, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
¢ién termina con un dnico resto -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CH;);1".

43. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 42, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

44. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacion 41, en el que el indice “p” toma el valor 2 y cada ramifica-
cién termina con dos restos -OCH,CH,N(CH;)CH,CH,N*(CH;);I".

45. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 44, que es de primera, de segunda o de tercera generacion.

46. Un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 29, en el que el resto terminal de las ramificaciones que
contiene al menos un grupo amino cuaternizado se corresponde con la férmula -CH,CH,(CH,).-N*H;Cl~ donde “e”
es un nimero entero que oscila entre 0 y 2.

47. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 46, en el que “e” toma el valor 1, correspondiendo el

resto terminal de las ramificaciones que contiene al menos un grupo amino cuaternizado a la férmula -CH,CH,CH,-
N*H,CI".

TR

48. Un dendrimero carbosilano segtin la reivindicacién 47, en el que el indice “p” toma el valor 1 y cada ramifica-
cién termina con un dnico resto -CH,CH,CH,-N*H;CI".

49. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacion 48, en el que el dendrimero carbosilano es de primera, de
segunda o de tercera generacion.

50. Un dendrimero carbosilano segiin la reivindicacién 6, en el que el resto terminal que contiene al menos un
grupo amino forma parte de un resto antigénico.

51. Un dendrimero carbosilano segun la reivindicacién 50, en el que el resto amino forma parte de un péptido.
52. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano, que comprende las etapas de:
a) obtener un esqueleto de dendrimero carbosilano siguiendo los pasos de:

al) obtener un dendrimero carbosilano basico de partida de férmula:

Si[(CH,) ,CH=CH.]4

donde a varfa entre 0 y 2, segtin la longitud que se desee para las ramificaciones,
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haciendo reaccionar SiCl, con BrMg(CH,),CH=CH,;

obtener un dendrimero carbosilano de primera generacién precursor de un dendrimero de una generacién
superior haciendo reaccionar el dendrimero carbosilano basico de partida de al) con HSi(R");_,Cl,, de
forma que se obtenga un dendrimero de férmula:

(lRl)3,m
Si — [(CH,) ,CHCH, — Si — Cl,],

donde

m varia entre 1 y 3 y equivale al nimero de ramificaciones que se pueden conseguir en la siguiente genera-
cion o el ndmero de grupos funcionales terminales por los que pueden sustituirse los grupos Cl;

R! representa un resto metilo o fenilo;

opcionalmente, obtener un dendrimero carbosilano de segunda generacién precursor de un dendrimero de
una generacién superior sometiendo el derivado con enlaces terminales Si-Cl obtenido en la etapa a2) a la
repeticion de las etapas al) y a2), es decir,

i) obteniendo nuevas ramificaciones haciendo reaccionar el derivado correspondiente con enlaces termi-
nales Si-Cl con BrMg(CH,),CH=CH,, donde “b” varia entre 0 y 2, segun la longitud que se desee para
esas ramificaciones, y puede ser igual o diferente al indice “a”;

ii) haciendo reaccionar el esqueleto de dendrimero carbosilano de la nueva generacién obtenido en i) con
HSi(R?);_,Cl,, donde “n” varia entre 1 y 3 y puede ser igual o diferente al indice “m” de la generacién
anterior y R? representa un resto metilo o fenilo;

opcionalmente, obtener dendrimeros carbosilanos de sucesivas generaciones precursores de dendrimeros
de generaciones superiores sometiendo el derivado con enlaces terminales Si-Cl correspondiente a la ge-
neracién anterior a la que se busca a la repeticién de la etapa a3) i) utilizando un reactivo BrMg(CH,),
CH=CH, y la repeticion de la etapa a3) ii) utilizando un reactivo HSi(R?);_,Cl,, reactivos en los que “c”
varfaentre 0 y 2y “z” varfa entre 1 y 3;

obtener el esqueleto de dendrimero carbosilano final al que van a afiadirsele en la etapa b) restos que
contienen al menos un grupo amino utilizando en la etapa a2), a3) o en la repeticién i-1 de la etapa a4),
segun sea el dendrimero de primera, de segunda o de una generacion i, respectivamente, un reactivo HSi
(R");.,Cl,, donde “p” varia entre 1 y 3 y R’ representa un resto metilo o fenilo.

b) obtener un dendrimero carbosilano con restos terminales con grupos aminos primarios, secundarios o terciarios
siguiendo una de las siguientes vias:

bl) provocar la alcoholisis de enlaces terminales Si-Cl de un dendrimero carbosilano obtenido en la etapa a5)

haciéndolo reaccionar con una alcohol-amina primaria, secundaria o terciaria en presencia de un exceso de
una base;

b2) obtener previamente un dendrimero carbosilano con enlaces terminales Si-H al que posteriormente se unen

los restos que contienen al menos un grupo amino primario, secundario o terciario, haciéndolo pasar por
las etapas de:

1) obtener un derivado con enlaces terminales Si-H de un dendrimero carbosilano de una generacién
cualquiera haciendo reaccionar el correspondiente dendrimero. carbosilano con enlaces Si-Cl con un
reactivo capaz de ceder grupos hidruro, de manera que parte o la totalidad de los 4tomos de CI queden
sustituidos por dtomos de H;

ii) hacer reaccionar el dendrimero carbosilano con enlaces Si-H, en presen01a de un catalizador de hi-
drosililacion, con un compuesto que contiene un grupo amino primario, secundario o terciario y que
posee un doble enlace carbono-carbono en un extremo, de forma que el compuesto quede unido al
dendrimero por el extremo en el que se encontraba el doble enlace;

¢) opcionalmente, obtener un dendrimero carbosilano con restos terminales con grupos amino cuaternizados me-
diante la reaccién de un dendrimero obtenido en la etapa b) con un reactivo A-Hal, en el que A representa hidrégeno,
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono o arilo y Hal representa Cl, Br, L.

53. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segun la reivindicacién 52, en el que el indice
“a” del reactivo de partida es igual a 1, siendo por tanto BrMgCH,CH=CH,.
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54. Un procedimiento de preparaciéon de dendrimeros carbosilano segtn la reivindicacién 52, en el que el indice “b”
del reactivo BrMg(CH,),CH=CH, utilizado para obtener nuevas ramificaciones en la etapa a3) i) opcional y los dis-
tintos indices “c” de los reactivos BrMg(CH,).CH=CH, utilizados para obtener nuevas ramificaciones en cada una de
las repeticiones opcionales de la etapa a4) son todos ellos iguales a 1, siendo por tanto el reactivo BrMgCH,CH=CH,.

55. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtin las reivindicaciones 53 y 54, en el que
el reactivo BrMgCH,CH=CH, se utiliza tanto en la etapa al) de partida como en todas las ocasiones en las que se
obtienen nuevas ramificaciones mediante la etapa a3)i) opcional o mediante las repeticiones opcionales de la etapa
a4).

56. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segiin cualquiera de las reivindicaciones 52 a
55, en el que tanto el resto R! del reactivo HSi(R");_,Cl,, de la etapa a2) como el resto R? del reactivo HSi(R?);_,Cl,
utilizados para obtener derivados con enlaces terminales Si-Cl en la etapa opcional a3)ii) como los sucesivos restos R!
de los reactivos HSi(R");_,Cl, de las repeticiones opcionales de la etapa a4) son todos iguales entre si y corresponden
a restos metilo.

57. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 52 a
56, en el que tanto el indice “m” del reactivo HSi(R");_,,Cl,, de la etapa a2) como el indice “n” del reactivo HSi(R?);_,
Cl, de la etapa opcional a3) ii) como los indices “z” de los reactivos HSi(RY);_,Cl, de las repeticiones opcionales de la
etapa a4) son todos ellos iguales entre si e iguales a 2, utilizdndose en todos los casos el reactivo HSi(R'),Cl,.

58. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin las reivindicaciones 56 y 57, en el que:

- tanto el resto R! del reactivo HSi(R");_,Cl,, de la etapa a2) como el resto R? del reactivo HSi(R?);_,ClI,
utilizado para obtener derivados con enlaces terminales Si-Cl en la etapa opcional a3) ii) como los sucesivos
restos Ri de los reactivos HSi(R');_,Cl, utilizados en las repeticiones opcionales de la etapa a4) son todos
iguales entre si y corresponden a restos metilo;

- tanto el indice “m” del reactivo HSi(R");_,,Cl,, de la etapa a2) como el indice “n” del reactivo HSi(R?)s_,
Cl, de la etapa opcional a3) ii) como los indices “z” de los reactivos HSi(R');_,Cl, de las repeticiones
opcionales de la etapa a4) son todos ellos iguales entre si e iguales a 2;

por lo que en todos los pasos en los que se obtienen enlaces Si-Cl terminales destinados a permitir la obtencién de
derivados de generaciones superiores mediante la sustitucion de cada uno de los restos Cl por una nueva rama, es el
reactivo HSiCH;Cl, el que se utiliza.

59. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin las reivindicaciones 55 y 58, en el que:

- el reactivo BrMgCH,CH=CH, se utiliza tanto en la etapa al) de partida como en todas las ocasiones en
las que se obtienen nuevas ramificaciones mediante la etapa a3) i) opcional o mediante las repeticiones
opcionales de la etapa a4);

- en todos los pasos en los que se obtienen enlaces Si-Cl terminales destinados a permitir la obtencién de
derivados de generaciones superiores mediante la sustitucién de cada uno de los restos CI por una nueva
rama, es el reactivo HSiCH;Cl, el que se utiliza.

60. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin la reivindicacion 59, en el que el reactivo
HSi(R");_,Cl, que se utiliza para obtener enlaces Si-Cl terminales en el esqueleto final de dendrimero carbosilano al
que van a afiadirsele restos con grupos amino en la etapa b) es HSi(CH;),CI.

61. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segiin la reivindicacion 60, en el que al esqueleto
final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales se le unen restos que contienen al menos un grupo amino
en la etapa b) siguiendo la via b1) de reaccién con una alcohol-amina.

62. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segiin la reivindicacion 61, en el que el esqueleto
final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales se trata en la etapa bl) con una alcohol-amina elegi-
da entre N,N-dietiletanolamina (CH,OH-CH,-N(CH,),), 2-[(2-(dimetilaminoetil)metil]amino etanol (CH,OH-CH,-N
(CH;)-CH,-CH,-N(CH;),) o 3,5-bis(dimetilaminoetoxi)bencilalcohol (CH,OH-(C4H,)-(O-CH,-CH,-N(CH;),),).

63. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtin la reivindicacion 62, en el que se utilizan
cantidades preferentemente estequiométricas de la alcohol-amina elegida con respecto al nimero de enlaces Si-Cl
terminales presentes en el esqueleto final de dendrimero carbosilano obtenido en la etapa a).

64. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones 62 6

63, en el que se realiza la etapa opcional c) de cuaternizacién de grupos amino del dendrimero carbosilano obtenido
en la etapa bl) tratdndolo con un exceso de CH;1.
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65. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 62 a
64, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa bl) con
una alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a2) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencién del
esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de primera generacion.

66. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 62 a
64, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa bl) con
una alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a3) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencién del
esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de segunda generacion.

67. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segiin cualquiera de las reivindicaciones 62 a
64, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa bl) con una
alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la primera ejecucion de la etapa a4) con la etapa a5) de finalizacién
de la obtencién del esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de
tercera generacion.

68. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin la reivindicacion 59, en el que el reactivo
HSi(R");_,Cl, que se utiliza para obtener enlaces Si-Cl terminales en el esqueleto final de dendrimero carbosilano al
que van a afiadirsele restos con grupos amino en la etapa b) es HSiCH;Cl,.

69. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segtin la reivindicacion 68, en el que al esqueleto
final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales se le unen restos que contienen al menos un grupo amino
en la etapa b) siguiendo la via b1) de reaccién con una alcohol-amina.

70. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segun la reivindicacién 69, en el que el esqueleto
final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales se trata en la etapa bl) con una alcohol-amina elegi-
da entre N,N-dietiletanolamina (CH,OH-CH,-N(CH,),), 2-[(2-(dimetilaminoetil)metil]amino etanol (CH,OH-CH,-N
(CH;)-CH,-CH,-N(CH;),) o 3,5-bis(dimetilaminoetoxi)bencilalcohol (CH,OH-(C4H,)-(O-CH,-CH,-N(CH;),),).

71. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segiin la reivindicacién 70, en el que se utilizan
cantidades preferentemente estequiométricas de la alcohol-amina elegida con respecto al nimero de enlaces Si-Cl
terminales presentes en el esqueleto final de dendrimero carbosilano obtenido en la etapa a).

72. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 70 6
71, en el que se realiza la etapa opcional ¢) de cuaternizacién de grupos amino del dendrimero carbosilano obtenido
en la etapa bl) tratdndolo con un exceso de CH;1.

73. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtn cualquiera de las reivindicaciones 70 a
72, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa bl) con
una alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a2) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencién del
esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de primera generacion.

74. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones 70 a
72, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa bl) con
una alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a3) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencién del
esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de segunda generacion.

75. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtn cualquiera de las reivindicaciones 70 a
72, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa b1) con una
alcohol-amina se ha obtenido haciendo coincidir la primera ejecucion de la etapa a4) con la etapa a5) de finalizacién
de la obtencidn del esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de
tercera generacion.

76. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 60 6
68, en el que al esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales se le unen restos que contienen
al menos un grupo amino en la etapa b) siguiendo la via b2) de reaccién con un compuesto que posee un doble enlace
carbono-carbono en un extremo y que contiene al menos un grupo amino.

77. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtn la reivindicacién 76, en el que el reactivo
capaz de ceder grupos hidruro para convertir parte o la totalidad de los enlaces Si-Cl en enlaces Si-H es LiAlH, y
el catalizador de hidrosililacién utilizado para unir al dendrimero carbosilano con enlaces Si-H un compuesto que
contiene un grupo amino primario, secundario o terciario por un extremo en el que dicho compuesto posee un doble
enlace carbono-carbono es el catalizador de Karstedt.

78. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segin la reivindicacién 77, en el que el com-

puesto que posee un doble enlace carbono-carbono en un extremo es una alquilenamina primaria de férmula CH,=CH-
(CH,).-NH,, en la que el indice “e” varia entre 0 y 2.
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79. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segin la reivindicacién 78, en el que el indice
“e” de la férmula CH,=CH-(CH,).-NH, tiene el valor 1, siendo la alquilenamina utilizada en la etapa b2) la alilamina,
CHZZCH—CHZ—NHz.

80. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segtin la reivindicacién 79, en el que se utilizan
cantidades preferentemente estequiométricas de alilamina con respecto al nimero de enlaces Si-H presentes en el
esqueleto de dendrimero carbosilano.

81. Un procedimiento de preparaciéon de dendrimeros carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones 79 u
80, en el que se realiza la etapa opcional c) de cuaternizacién de grupos amino del dendrimero carbosilano obtenido
en la etapa b2) tratdndolo con HCI.

82. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segiin cualquiera de las reivindicaciones 79 a
81, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa b2) i) con
LiAlH, se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a2) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencién del esqueleto
del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de primera generacion.

83. Un procedimiento de preparacién de dendrimeros carbosilano segiin cualquiera de las reivindicaciones 79 a
81, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa b2) i) con
LiAlIH, se ha obtenido haciendo coincidir la etapa a3) con la etapa a5) de finalizacién de la obtencion del esqueleto
del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de segunda generacion.

84. Un procedimiento de preparacion de dendrimeros carbosilano segin cualquiera de las reivindicaciones 79 a
81, en el que el esqueleto final de dendrimero carbosilano con enlaces Si-Cl terminales tratado en la etapa b2) i) con
LiAlH, se ha obtenido haciendo coincidir la primera ejecucion de la etapa a4) con la etapa a5) de finalizacién de la
obtencién del esqueleto del dendrimero carbosilano, obteniéndose en la etapa b) un dendrimero carbosilano de tercera
generacion.

85. Una composicién que contiene al menos un dendrimero carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones 1
a5l.

86. Una composicién segun la reivindicacién 85, que contiene ademds al menos un molécula de cardcter aniénico
o polianidnico.

87. Una composicién segin la reivindicacién 86, en la que la molécula de cardcter polianidnico es una secuencia
de un 4cido nucleico o un derivado suyo.

88. Una composicion segin la reivindicacién 87, en la que la secuencia de acido nucleico o derivado suyo es un
ADN antisentido.

89. Una composicion segun la reivindicacion 88, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano presen-
tes tiene la finalidad de actuar como vehiculo transportador del ADN antisentido o de un derivado del mismo para
que disminuyan las posibilidades de interaccién del ADN antisentido con proteinas del plasma o con las superficies
celulares.

90. Una composicién segun la reivindicacion 89, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano presentes
tiene la finalidad de facilitar la liberacién controlada de al menos un ADN antisentido presente en ella o de un derivado
del mismo.

91. Una composicién segin la reivindicacion 90, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano presentes
es un dendrimero elegido entre NN, IMS8 y/o IM16.

92. Una composicién seguin cualquiera de las reivindicacion 88 a 91, en la que el ADN antisentido tiene la secuencia
de SEQ ID NO: 1.

93. Una composicion segtn cualquiera de las reivindicaciones 88 a 91, en la que el ADN antisentido tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 2.

94. Una composicidn segin cualquiera de las reivindicaciones 88 a 91, en la que el ADN antisentido tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 3.

95. Una composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones 88 a 91, en la que el ADN antisentido tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 4.

96. Una composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 88 a 91, en la que el ADN antisentido tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 5.
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97. Una composicién segtn la reivindicacién 87, en la que la secuencia de 4cido nucleico o derivado suyo es una
secuencia de ADN bicatenario.

98. Una composicién segiin la reivindicacion 97, en la que la secuencia de dcido nucleico o derivado suyo es un
plasmido o ADN derivado de un virus.

99. Una composicion segtn la reivindicacion 86, en la que la molécula de caracter polianiénico es un ARN de
interferencia o un derivado del mismo.

100. Una composicién segin la reivindicacion 99, en la que la molécula del ARN de interferencia contiene la
secuencia de SEQ ID NO: 6.

101. Una composicién segin la reivindicacién 86, en la que la molécula de cardcter aniénico es un farmaco con
carga negativa a pH fisiolégico.

102. Una composicién segun la reivindicacion 101, en la que el farmaco con carga negativa es el dcido acetilsali-
cilico, la indometacina, la furosemida, la penicilina, la fenitoina, la tolbutamida, la warfarina, el 4cido nalidixico o la
clorotiacida.

103. Una composicion segin la reivindicacion 85, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano pre-
sente tiene la finalidad de actuar como sustancia activa destinada a la prevencién y/o al tratamiento de enfermedades
causadas por virus o por priones en cuyo ciclo vital es capaz de interferir.

104. Una composicion segun la reivindicacién 103, en la que la enfermedad que se intenta prevenir o tratar estd
causada por el virus VIH.

105. Una composicion segtin la reivindicacién 104, en la que esta presente al menos el dendrimero NN.

106. Una composicién segun la reivindicacién 85, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano presentes
tiene la finalidad de actuar como sustancia activa destinada a la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad
causada por bacterias o por hongos cuyas membranas o paredes celulares sean susceptibles de ser alteradas por dicho
dendrimero.

107. Una composicién segtn la reivindicacion 85, en la que al menos uno de los dendrimeros carbosilano presentes
tiene la finalidad de actuar como sustancia activa destinada a interferir con la formacién de o facilitar la disolucién de
agregados proteicos tales como los que aparecen en la enfermedad de Alzheimer o en las encefalopatias provocadas
por priones.

108. Una composicién que contiene al menos un dendrimero carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones
50y 51, destinado a desencadenar una respuesta inmune que prevenga o proteja frente a una enfermedad provocada
por un organismo que contenga el péptido o resto antigénico unido al dendrimero.

109. Una composicién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 86 a 108, destinada a ser administrada mediante
iontoforesis, por via transdérmica o por inhalacién.

110. Una composicion segtin una cualquiera de. las reivindicaciones 86 a 108, destinada a ser inyectada.

111. Una composicién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 86 a 108, destinada a formar con ella una
pelicula para recubrimiento de estructuras protésicas o mallas STENT para la liberacién controlada desde las mismas
de al menos un dendrimero carbosilano presente en la composicidn o de al menos otra sustancia presente en la composi-
cién.

112. Una composicién que contiene al menos un dendrimero carbosilano segtn la reivindicacién 85, destinada a
ser utilizada en la fijacion de moléculas de dcidos nucleicos a superficies tales como las bases de los microchips de
secuencias de nucledtidos.

113. Una composicion segtin la reivindicacién 112, en la que el dendrimero es Phe y/o CINH4.

114. Uso de un dendrimero carbosilano segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
seguin una cualquiera de las reivindicaciones 85 a 96 en la fabricacién de un medicamento para la prevencién o el
tratamiento de una enfermedad producida por un virus o por una alteracién en un gen cuyos sintomas pueden paliarse
o eliminarse mediante la utilizacién de un ADN antisentido.

115. Uso segtin la reivindicacion 114, en el que la enfermedad que se intenta prevenir o tratar estd producida por
el virus VIH.

116. Uso de un dendrimero carbosilano segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
seglin una cualquiera de las reivindicaciones 85 6 97 en la fabricaciéon de un medicamento para la prevencion o el
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tratamiento de un trastorno o enfermedad cuyos sintomas pueden paliarse o eliminarse mediante la introduccién de un
ADN bicaternario en una célula.

117. Uso segtn la reivindicacion 116, en el que el ADN bicatenario es capaz de expresar al menos una proteina en
la célula a la que va dirigido.

118. Uso de un dendrimero carbosilano segiin una cualquiera de. las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
seglin cualquiera de las reivindicaciones 85, 99 6 100 en la fabricacién de un medicamento para la prevencion o el
tratamiento de un trastorno o enfermedad producida por un virus o por una alteracién en un gen, cuyos sintomas
pueden paliarse o eliminarse mediante la utilizaciéon de uno o mas ARN de interferencia.

119. Uso de un dendrimero carbosilano segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
segun una cualquiera de las reivindicaciones 85, 101 6 102 en la fabricacién de un medicamento para la prevencién o
el tratamiento de un trastorno o enfermedad cuyos sintomas pueden paliarse o eliminarse mediante la administracién
de un farmaco que tiene carga negativa a pH fisioldgico.

120. Uso de un dendrimero carbosilano segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
segun una cualquiera de las reivindicaciones 85, 103, 104 6 105 en la fabricacién de un medicamento para la preven-
cién o el tratamiento de un trastorno o enfermedad producido por un virus o prién con cuyo ciclo vital es capaz de
interferir el dendrimero.

121. Uso de un dendrimero carbosilano segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
segun una cualquiera de las reivindicaciones 85 6 106 en la fabricacién de un medicamento para la prevencién o el
tratamiento de un trastorno o enfermedad producido por una bacteria o por un hongo cuya membrana o pared celular
es susceptible de ser alterada por el dendrimero.

122. Uso de un dendrimero carbosilano segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51 o de una composicién
seglin una cualquiera de las reivindicaciones 85 ¢ 107 en la fabricacién de un medicamento destinado a interferir
con la formacién de o facilitar la disolucién de agregados proteicos tales como los que aparecen en la enfermedad de
Alzheimer o en las encefalopatias provocadas por priones.

123. Uso de un dendrimero carbosilano segiin una cualquiera de las reivindicaciones 50 6 51 o de una composicién
segun una cualquiera de las reivindicaciones 85 6 108 en la fabricacién de un medicamento destinado a desencadenar
una respuesta inmune que prevenga o proteja frente a una enfermedad provocada por un organismo que contenga el
péptido o resto antigénico presente en el dendrimero.
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