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DESCRIPCION

METALODENDRIMEROS DE NATURALEZA CARBOSILANO CONTENIENDO
RUTENIO Y COBRE COORDINADOS A LIGANDOS BASE DE SCHIFF, SU
PREPARACION Y SUS USOS

La presente invencién se refiere a macromoléculas dendriticas que contienen un
esqueleto de naturaleza carbosilano y que presentan en su estructura complejos
metalicos coordinados a ligandos bases de Schiff. Los compuestos de |a invencidén son
potentes agentes antitumorales y antibacterianos, y son utiles para su aplicacion en

medicina.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las bases de Schiff son grupos funcionales de formula general R:C=NR"(donde R'# H)
que han sido utilizadas en una gran variedad de aplicaciones como ligandos
coordinantes de iones metalicos, gracias a la posibilidad de modular con facilidad su
diseno.! En este sentido, los grupos imina pueden participar en la formacion de
complejos de tipo quelato gracias a la presencia de un atomo de nitrégeno, o un grupo

funcional, como puede ser -OH o —SH, cerca del grupo -C=N.

A nivel terapéutico, las bases de Schiff y los complejos metalicos derivados de ellas han
demostrado una gran variedad de actividades biolégicas incluyendo antibacteriano,
antifungico, antiviral, antimalarico, antiinflamatorio, antioxidante, pesticida, citotdxico,
inhibidor de enzima y anticancerigeno.’ Uno de los ejemplos mas representativos es el
compuesto mononuclear [Cu(Pyimpy)(Cl).], también conocido como Cu-P1,

metalocomplejo capaz de inhibir el crecimiento del cancer de mama en ratas.?

La estrategia terapéutica de utilizar complejos polinucleares frente a enfermedades
como el cancer o las infecciones bacterianas permite potenciar su actividad mediante la
union a diferentes dianas biomoleculares a través de mas de un nucleo metalico. Sin
embargo, en algunos casos la tasa de respuesta al tratamiento es muy baja, tanto en

sistemas metalicos mononucleares como polinucleares, debido a i) su limitada
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solubilidad, ii) la aparicion de resistencias intrinsecas o adquiridas al tratamiento o iii)
una distribucion no especifica que afecta tanto a células cancerigenas como normales.
El uso de la nanotecnologia propone nuevas soluciones para estos obstaculos a través
de plataformas de tamafo nanoscépico que facilitan el transporte de farmacos y
proporcionan propiedades adicionales como un aumento de la solubilidad, selectividad,
multivalencia o liberacion controlada.® Estos nanosistemas incluyen micelas,
nanoparticulas metalicas, liposomas, nanotubos de carbono y sistemas dendriticos,
entre otros. En particular, los dendrimeros son estructuras altamente ramificadas de tipo
polimérico con estructura monodispersa y globular, cuya sintesis controlada permite
establecer una relacion estructura-reactividad Unica entre los sistemas nanoscopicos.*
La funcionalizacion de sistemas dendriticos con ligandos de tipo imina en la superficie
se considera una estrategia Util y versatil para el anclaje de iones metalicos. Diversos
metalodendrimeros con ligandos base de Schiff han sido descritos, con resultados
prometedores. Entre ellas, destacan los sistemas con esqueleto de tipo

polipropilenimina (DAB),® poliamidoamina (PAMAM)® y fosforohidrazona.’

En el campo de la biomedicina, los sistemas dendriticos de tipo carbosilano han
demostrado ser muy versatiles con prometedores aplicaciones como agentes de
transporte de material nucleico y/o farmacos, como agentes antibacterianos,
anticancerigenos o antivirales entre otras.® ® % ' 12 Agsimismo, metalodendrimeros

derivados de ellos han mostrado novedosas aplicaciones terapéuticas.' '# 15

Los metalodendrimeros de naturaleza carbosilano con grupos imina en su estructura de
la presente invencion suponen una alternativa interesante para el uso en la industria

farmacéutica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invenciéon recoge dendrimeros de estructura carbosilano, cuyo esqueleto
se compone de enlaces silicio-carbono y carbono-carbono, funcionalizados en sus
grupos terminales con ligandos base de Schiff que coordinan complejos metalicos. Base
de Schiff (o0 azometino) se define como un grupo funcional que contiene un enlace doble
carbono-nitrégeno, donde el atomo de nitrégeno esta unido a un grupo arilo o alquilo
que estabiliza la imina. Dendrimero se define como una macromolécula de tipo
polimérico con naturaleza monodispersa, altamente ramificada y topologia esférica. La

familia de polimeros dendriticos aumenta de forma notable las propiedades

3
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antibacterianas y antitumorales de los complejos métalicos aislados. La invencidon

proporciona un procedimiento para su obtencion y sus usos en el area médica.

Los compuestos descritos en la invencién son utiles en la industria farmacéutica,
pudiendo ser utilizados como nuevos farmacos o formulaciones que los contengan, para

el tratamiento de enfermedades tumorales y como farmacos antimicrobianos.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un dendrimero carbosilano con grupos
terminales de tipo base de Schiff y complejos metalicos coordinados (denominado
‘compuesto de invencidon” de aqui en adelante). Por “dendrimero carbosilano” se refiere
a una macromolécula de tipo polimérico ramificada con forma esférica, donde el nucleo
de crecimiento del dendrimero es polifuncional, las unidades, ramas o ramificaciones de
crecimiento tienen esqueleto carbosilano y la capa externa, superficie o periferia del
dendrimero incorpora grupos funcionales. Esta superficie o periferia seria la
correspondiente a las extremidades de las ramificaciones.

e Por “nucleo polifuncional” (Nu) se entiende en la presente invencion a un
elemento o compuesto polivalente enlazado de manera covalente con al menos
dos ramificaciones, es decir, al menos debera ser divalente. En una realizacion
preferida, el nucleo es tetravalente y mas preferiblemente, el nucleo es un atomo
de silicio. Sin embargo, el nucleo puede ser cualquier derivado polifuncional a
partir del cual sea posible hacer crecer un dendrimero de naturaleza carbosilano,
de los conocidos por un experto en la materia, como por ejemplo y sin limitarse,
un nucleo polifenélico, o un nucleo amino o poliamino.

e Por “capa externa” se entiende una capa terminal que consiste en unidades

iguales o diferentes del grupo de formula general I

Si—(Ry—T) T= —N7 e
j{ L b donde I/NI/\|

(R2)a-m M-- YarZ
«(X)

(1
donde:
- Ry es una cadena alquilica, preferiblemente de 2 6 3 grupos CHy;
- Rz es un grupo alquilo (C1-Cs), preferiblemente Rz = CHg;
- m es un numero entero que varia entre 1y 3, preferiblemente m = 1;
- Teselligando terminal de tipo base de Schiff donde el anillo aromatico puede
presentar sustituyentes en posicion orto o para. Preferiblemente Y es N, CH
4
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0 C-OH; y Z es CH 6 N. El ligando terminal ha de coordinar complejos
metalicos, donde preferiblemente M es rutenio (Il) 6 cobre (ll). La esfera de
coordinacién del ion metalico puede contener ligandos adicionales X, iguales
o diferentes, siendo x un numero entero que varia entre 1 y 4.
Preferiblemente, X es Cl, ONO,; H.O, n°CsHs, 1,3 5-triaza-7-
fosfoadamantano (PTA), CHsCN.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencion a cadenas alifaticas, lineales o
ramificadas, que presentan de 1 a 4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, n-butilo, tert-butilo o sec-butilo, preferiblemente cadenas de 1 a 3

atomos de carbono.

En una realizacion preferida, el metalodendrimero de la invencion puede ser de primera,
segunda o tercera generacion. El término “generacion” (G,) se refiere al nimero de
etapas iterativas que son necesarias para la preparacion del dendrimero, siendo n un

numero entero, preferentemente 1-3.

En otra realizacion preferida, el metalodendrimero es al menos de primera generacion

y se puede representar con la siguiente formula general (l1):

Nu—(-Ra—sl,i—fR,——T )m )
(R2)a.m

(M

p

dénde: Nu representa un nucleo polifuncional como se define anteriormente; R,
R1y R2, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C+4-Cs); m es un
numero entero que varia entre 1 y 3, preferiblemente m es 2; p es un numero
entero que varia entre 2 y 6, preferiblemente p es 4 cuando el nucleo es de silicio;
y T queda definido en la férmula |. Si el nicleo es de silicio el dendrimero de

formula (I1) puede ser de formula (ll1a):

SiTRa—SIi‘(Rr—T )n>
(Rz)a-m 4

(lla)

dénde: Ry, Rz, Ra m y T, estan definidos anteriormente.
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En otra realizacion preferida, el dendrimero es al menos de segunda generacién y se
puede representar con la siguiente formula (l11):

NU\LRL,_S!‘\LR _;.j:,_T) ))

P
(1)

donde: Nu representa un nucleo polifuncional como se define anteriormente; Ra,
Re, R1, R2 y Rs, son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C+-Cs);
m y q son iguales o diferentes y son un nimero entero que varia entre de 1y 3;
preferiblemente m y/o g es 2; T es el grupo terminal base de Schiff definido
10 anteriormente el cual queda definido en la formula I. Si el nucleo es de silicio el

dendrimero de férmula (lll) puede ser de formula (llla):

)

(Ilia)
15

donde: R;, Ry, Ri, R2y R, m, q y T, estan definidos anteriormente.

En otra realizacion preferida, el dendrimero es al menos de tercera generacion y se
puede representar con la siguiente férmula (I1V):

et

(IV)

20

P

donde: Nu representa un nucleo polifuncional como se define anteriormente; Ra,
25 Ro, Re, R1, Rz, Ray R4 son iguales o diferentes, y representan un grupo alquilo (C+-
Cs); m, g, s y p son iguales o diferentes y es un numero entero que varia entre 1y
3; preferiblemente m, q, s y/o p es 2; y T queda definido en la féormula |. Si el nicleo

es de silicio el dendrimero de férmula (IV) puede ser de férmula (I\Va):
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R —s.—( _SI‘GR —Sl—(—R1—T )
(Ra)as (R3) Rz 3-m q
s

(IVa)

4

dénde: Rz, Ry, Re, R1, Re, R3, Re, m, q, s, py T, estan definidos anteriormente.

En estos dendrimeros de formula (l1), (I1a), (Il1), (Illa), (IV) 6 (IVa), los radicales R1, R,
Ry o R¢ pueden ser iguales o diferentes, y preferiblemente representan una cadena
alquilica (C,-C4), mas preferiblemente son una cadena de tipo propilo. En otra
realizacion preferida, los radicales Rz, Rs 0 Rs son independientes unos de otros, y

10  representan un grupo alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente son un grupo metilo.

Sintesis de metalodendrimeros esféricos con grupos iminopiridina terminales.
La sintesis de metalodendrimeros esféricos se realiza a partir de los precursores
iminopiridina G4-[NCPh(o-N)]s (I), G2 [NCPh(o-N)ls (II) y Gs-[NCPh(o-N)]ss (lll)
15 previamente descritos' con una sal metélica de interés mediante reacciones de
coordinacion. En funcion del precursor metalico utilizado, reacciones posteriores de

intercambio de ligando y de contraion podrian ser necesarias.

En una sintesis preferida del procedimiento de la invencién, la reaccion entre el
20  precursor dendritico y la sal metalica de Cu(ll), preferiblemente Cu(NOs)z, se lleva a
cabo en presencia de un disolvente organico, preferiblemente DMF, en un solo paso a

temperatura ambiente (esquema 1).

= m Cu(NO3),
. N 1 \) —_— . l\ll’ d \)
NZ/in DMF, t.a. Cu’N Z)n
2

O2NO™ | Moy
0,NO
n=1, m=4 (1) n=1, m=4, (1)
n=2, m=8 (Il n=2, m=8, (2)
n=3, m=16 (Il n=3, m=16 (3)

25 Esquema 1

En otra sintesis preferida del procedimiento de la invencion, la reaccion entre el

precursor dendritco y la sal metalica de Ru(ll), preferiblemente [(n*-
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CsHs)Ru(CH3CN)s]PFs, se lleva a cabo en presencia de un disolvente organico,

preferiblemente diclorometano seco, en tres pasos (esquema 2).

Reaccion de coordinacion de la sal metdlica al precursor dendritico en un
disolvente organico, preferentemente diclorometano seco, durante 30 minutos.
2. Reaccién de intercambio de ligando, preferentemente PTA, en un disolvente
organico como diclorometano seco, a temperatura ambiente y durante 12 h.

Reaccion de intercambio de contraion, preferentemente cloruro, mediante una
resina de intercambio iénico.

P m [RulsL]X
O D) o @) sy
NZ/m CH,Cl,, ta. ,N in srtu t.a. @ ' ,N =

L=NCCH3 NCCH3

L=C )
X=PFpA (Intermedio no aislado) |——N~J
=1, e ) ° n=1, m=4, (4)
n=2, m=8 (Il) 2, B, (5) n=1, m=4, (7)
n=3, m=16 (ll) g n=2, m=8, (8) X=PFg
n=3, m=16 (6) n=3, m=16 (9)
Amberlita IRA-402
acetona/H,0 n=1, m=4, (10)
{n=2, m=8, (11) X=Cl
n=3, m=16 (12)
Esquema 2

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Ejemplos de estructuras de metalodendrimeros carbosilano de cobre con
ligandos nitrato.

Figura 2. Ejemplos de estructuras de metalodendrimeros carbosilano de rutenio con
ligandos n°-CsHs y PTA.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo ilustrativo, y no se pretende
gue sean limitativos de la presente invencion.

Sintesis de G1-[NCPh(0-N)Cu(ONO;),-H,0]4 (1)
El precursor dendritico Gi-[NCPh(o-N)]4s | (69.2 mg, 0.068 mmol) disuelto en DMF se

anade lentamente sobre una disolucion de Cu(NOzs)2'3H.0O (65.7 mg, 0.27 mmol) en

8
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DMF. La reaccién progresa con agitacion a temperatura ambiente durante 24 h. El
compuesto 1 se aisla por evaporaciéon del disolvente a vacio como un solido verde
(102.5 mg, 82%). CssH100CusN16026Sis (1840.1 g/mol). A.E.(%): calc. C, 36.55; H, 5.48;
N, 12.18. exp. C, 36.15; H, 5.17; N, 12.34. IR,v(C=N): 1646.39 cm™".

Sintesis de G2-[NCPh(o-N)Cu(ONO2)2-H20]z (2)

El metalodendrimero de segunda generacion se prepara siguiendo el mismo
procedimiento que para el analogo de primera generacion, utilizando los siguientes
reactivos: Gz-[NCPh(o-N)]Js Il (54.1 mg, 0.023 mmol) y Cu(NO3),:3H20 (44.5 mg, 0.18
mmol). El compuesto 2 se aisla por evaporacion del disolvente a vacio como un solido
verde (64.7 mg, 70%). C12s8H23sCusN320s6Si13 (3992.9 g/mol). A.E.(%): calc. C, 38.50; H,
596; N, 11.23. exp. C, 38.91; H, 5.95; N, 11.97. IR,v(C=N): 1646.42 cm"".

Sintesis de G;-{[NCPh(0-N)Ru(n®-CsHs)(CH3CN)]PFs}4 (4)

Utilizando condiciones de atmaésfera inerte, el precursor dendritico G1-[NCPh(o-N)]4 |
(78.4 mg, 0.077 mmol) se afiade a 0°C sobre una disolucion de la sal de rutenio [(n°-
CsHs)Ru(CH3CN)3]PFs (133.6 mg, 0.31 mmol) en CH2Cl, seco. La reaccion progresa a
0°C durante 5 min, y posteriormente se deja 30 min hasta alcanzar temperatura
ambiente, con agitacion continua. El compuesto 4 se obtiene como un soélido rojizo que
no fue aislado. CssH124F 2aN12P4RU4Sis (2426.5 g/mol). "TH-RMN (CDsCN): 8 -0.01 (s, 24H,
-(CHs)2Si®"); 0.57 (m, 24H, -SiCH--); 1.36 (m, 8H, -SiCH,CH,CH,Si); 1.70 (m, 8H, (-
SICH2CH.CHzN); 4.16 (m, 4H, -SiCH.CH2CH:N); 4.42 (m, 24H, -SiCH2CH2CH:N y -
CsHs); 7.44 (m, 4H, CHPY®): 7.88 (m, 8H, CH™(°5™). 8 53 (s, 4H, N=CH); 9.33 (m, 4H,
CHPYm).

Sintesis de G2-{[NCPh(o-N)Ru(n°-CsHs)(CH3CN)]PFe}s (5)

El metalodendrimero de segunda generacion se prepara siguiendo el mismo
procedimiento que para el analogo de primera generacion, utilizando los siguientes
reactivos: G2-[NCPh(o-N)Js Il (81.3 mg, 0.034 mmol) y [(n®-CsHs)Ru(CH3CN)3]PFs (119.6
mg, 0.27 mmol). El compuesto 5 se obtiene como un solido rojizo que no fue aislado.
C1gaH282F 48N24PsRuUsSi13 (5163.7 g/mol). "H-RMN (CDsCN): & -0.07 (s, 12H, -CH5Si¢"); -
0.01 (s, 48H, -(CH5)-Si®?); 0.56 (m, 64H, -SiCH--); 1.35 (m, 24H, -SiCH,CH,CH-Si-); 1.81
(m, 16H, (-SICH.CH.CH:N); 4.17 (m, 8H, -SiCH.CH.CH:N); 4.39 (m, 48H, -
SICH2CHCHoN y -CsHs); 7.44 (m, 8H, CH™®); 7.88 (m, 16H, CHP©¢™): 8.53 (s, 8H,
N=CH); 9.33 (m, 8H, CH™™).
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Sintesis de G1-{[NCPh(o-N)Ru(n®-CsHs)(PTA)]PFs}s (7)

Sobre la mezcla de la reaccion preparada para obtener el compuesto 4 (0.077 mmol),
se anade el ligando 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano PTA (48.4 mg, 0.308 mmol). La
reaccion se agita durante 12 h y la disolucion se lava con agua. Tras la evaporacién del
disolvente, se obtiene el compuesto 7 como un soélido rojizo (122.4 mg, 55%).
CrooH160F24N20PsRUsSis  (2890.9 g/mol). 'H-RMN ((CD3).CO): & 0.05 (s, 24H, -
(CH3)2Si®"); 0.68 (m, 24H, -SiCH.-); 1.45 (m, 8H, -SiCH.CH>CH,Si); 2.07 (m, 8H, (-
SiCH2CH.CH:N); 3.82 (s, 24H, -NCH.NP™). 435 (m, 32H, -SiCH,CH.CH.N y -
NCH,PPTA): 4 .90 (s, 20H, -CsHs); 7.44 (m, 4H, CH™®): 8.01 (m, 4H, CH™™); 8.16 (m,
4H, CH™); 8.76 (s, 4H, -N=CH); 9.30 (m, 4H, CH™™), 3C{'H}-RMN ((CD3).CO): 6 -2.9
(-(CH3)2Si®");  13.1  (-SiCH.CH.CH2N); 18.5-20.9 (-SiCH.CH,CH.Si); 27.8 (-
SiCH>CH,CH;N); 53.0 (-NCHyNP™); 72.3 (-SiCH.CH,CH:N); 73.5 (-NCH,PP™); 77.2
(C®); 125.7-156.9 (-CsHs); 162.6 (-N=CH). *'P-RMN ((CD3).C0O): 8 -38.3 (s, -CH.P"™); -
1441 (sp, PFs). ESI: [M+4]*=577 68 uma.

Sintesis de G2{[NCPh(o-N)Ru(n3-CsHs)(PTA)]PFs}s (8)

El metalodendrimero de segunda generacién se prepara siguiendo el mismo
procedimiento que para el analogo de primera generacion, utilizando los siguientes
reactivos: mezcla de reaccion del compuesto 5 (0.034 mmol) y PTA (43.2 mg, 0.275
mmol). El compuesto 8 se aisla como un sdlido rojizo (107.7 mg, 52%).
C216H354F 4sN4oP16RUsSiiz (6092.6 g/mol). 'H-RMN ((CD3).CO): & -0.07 (s, 12H, -
(CH3)Si®"); -0.01 (s, 48H, -(CH;).Si®?); 0.56 (m, 64H, -SiCH.-); 1.35 (m, 24H, -
SiCH2.CH>CH.Si); 1.81 (m, 16H, -SiCH.CH.CH:N); 3.80 (m, 48H, -NCH:N"T"); 4.39 (m,
64H, -SiCH,CH.CH>N y -NCH,PP™); 4.89 (s, 40H, -CsHs); 7.44 (m, 8H, Ar); 7.88 (m,
16H, Ar); 8.17 (m, 8H, Ar); 853 (s, 8H, -N=CH); 9.33 (m, 8H, Ar). “C{'H}-RMN
((CD3)2.C0O): & -4.2 (-(CH3)2Si%?); -2.5 (-(CH3)Si®"); 13.3 (-SiCH,CH.CH:N); 18.6-20.9 (-
SiCH2CH2CH,Si); 27.9 (-SiCH2CH,CH:N); 52.7 (-NCH,NF™); 72.5 (-SiCH.CH,CH:N);
73.5 (-NCH2PP™): 77.3 (C%); 125.7-156.9 (C*); 162.6 (-N=CH). *'P-RMN ((CD3).CO): &
-38.1 (s, -CH2P"TA); -144 .4 (sp, PFe).

Sintesis de G1-{[NCPh(o-N)Ru(n°-CsHs)(PTA)]CI}4 (10)

El metalodendrimero 7 (122.4 mg) se disuelve en una mezcla Acetona/H20 y se realiza
el cambio de contraion, anadiendo a la disolucién la resina de intercambio i6nico
Amberlita IRA-402. EI compuesto 10 se aisla como un sélido rojizo tras evaporar el
disolvente (122.7 mg, 65%). CiooH160ClsN20PsRUsSis (2452.9 g/mol). 'H-RMN

10
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((CD3)2CO): & 0.10 (s, 24H, -(CHs),Si®"); 0.67 (m, 24H, -SiCH,-); 1.46 (m, 8H, -
SiCH,CH.CH,Si); 1.96 (m, 8H, -SiCH.CH>CH:N); 3.77 (s, 24H, -NCH.NP™); 4.42 (m,
32H, -SiCH.CH;CH-2N y -NCH-PF™); 487 (s, 20H, -CsHs); 7.46 (m, 4H, Ar); 7.98 (m, 4H,
Ar); 8.12 (m, 4H, Ar); 8.66 (s, 4H, -N=CH); 9.22 (m, 4H, Ar). *'P-RMN ((CD3)CO): & -
36.4 (s, -CH.P?™). A[E.(%). Calc.: C, 48.97; H, 6.57; N, 11.42. Exp.: C, 48.92; H, 6.99;
N, 9.98. ESI: [M+4]"=577,68 uma.

Sintesis de G,-{[NCPh(o-N)Ru(n*-CsHs)(PTA)ICl}s (11)

El metalodendrimero de segunda generacion se prepara siguiendo el mismo
procedimiento que para el analogo de primera generacion, utilizando los siguientes
reactivos: compuesto 8 (107.7 mg) y Amberlita IRA-402. El compuesto 11 se aisla como
un solido rojizo tras evaporar el disolvente (106.4 mg, 60%). Cz16H354ClsN4oPsRusSi13
(5216,48 g/mol). 'H-RMN ((CD3).CO): & -0.01 (s, 12H, -(CH3)Si®"); 0.11 (s, 48H, -
(CH;),2Si®?); 0.67 (m, 64H, -SiCH>-); 1.44 (m, 24H, -SiCH.CH-CH,Si); 1.97 (m, 16H, -
SiICH,CH.CH2N); 3.78 (m, 48H, -NCH:N"™); 445 (m, 64H, -SiCH.CH.CH:N vy -
NCH,PPTA); 4.86 (s, 40H, -CsHs); 7.43 (m, 8H, Ar); 7.99 (m, 16H, Ar); 8.15 (m, 8H, Ar);
8.69 (s, 8H, -N=CH); 9.22 (m, 8H, Ar). 3'P-RMN ((CD3).CO): & -36.2 (s, -CH.P"™).
AE.(%). Calc.: C, 49.73; H, 6.84; N, 10.74. Exp.: C, 49.69; H, 6.99; N, 9.34.

CAPACIDAD ANTITUMORAL Y ANTIBACTERIANA DE LOS
METALODENDRIMEROS DE LA INVENCION

Como ejemplos de la capacidad antitumoral y antibacteriana que presentan algunos
compuestos de la presente invencion, se detallan los métodos de determinacion

empleados y los resultados obtenidos para compuestos seleccionados.

1. Capacidad antitumoral in vitro mediante ensayo MTT
Los ensayos de actividad antitumoral se llevaron a cabo en diversas lineas celulares
tumorales y sanas. Las lineas tumorales seleccionadas fueron PC3, correspondiente a
cancer de prostata avanzado; MCF7 y HCC1806, de cancer de mama; HT29, de cancer
de colon; y Hela, de cancer de cuello uterino. La linea 142BR de fibroblastos se utilizé
como referencia no tumoral. La técnica empleada para determinar la viabilidad celular
fue un ensayo MTT. Cada uno de los compuestos ha sido medido al menos tres veces

independientes con el fin de obtener resultados reproducibles.
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Se sembraron las células en placas de 96 pocillos a una concentracion de 1.1 x 10°
células/ml. Transcurridas 24 h, se anadieron los compuestos a diferentes
concentraciones en el rango 0-100 uM. Tras 24 h de tratamiento, se afiadio Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en PBS, a una concentracion de 0.1
mg/ml, en oscuridad. Tras 1.5 h, se elimind el medio de los pocillos, disolviendo los
cristales formados en DMSO con agitacién suave. La viabilidad celular se determiné en
el espectrofotometro Multiskan FC, mediante medidas de absorbancia de la sal de
formazan soluble generada por las células vivas a 570 nm restandole el “fondo” medido
a 620 nm. La viabilidad celular relativa (%) respecto del control (células sin tratar) se
calcula en base a la férmula: [A] test / [A] control x 100. Cada ensayo se realiza por

triplicado.

Tabla 1. Resultados de actividad antitumoral in vitro de metalodendrimeros
seleccionados en lineas celulares tumorales (HeLa, MCF7, PC3, HCC1806 y HT29) y
sanas (142BR).

Comp. | Atomos ICso £ SD (uM)

metal (Factor de Selectividad)

Hela MCF7 PC3 HCC1806 HT29 142BR

1 4 17405 | 21+£02 [34+02| 19+01 | 93405 | 7.7+04
(4.9) (4) (2) (4) ()

2 8 52+03 | 96+14 [ 25+03(069+003|123+02| 6.1+0.2
(1) ) (2) 9) (-)

10 4 6.3+02 [{103+05|83+06| 22+£01 | 114+x04| 192+02

) (2) (2) (9) (2)

11 8 45+11 | 149+05(66+03| 23+0.1 9.1+£05 | 37.7£0.3

(8) (2.9) (6) (16) (4)

20

Los resultados del ensayo MTT muestran valores significativamente menores de 1Cso
para las lineas tumorales tratadas con metalodendrimeros de primera y segunda
generacion, en comparacion con la linea celular utilizada como control. Ademas, en
algunos casos los sistemas de primera generacion son mas eficaces que sus analogos
de mayor generacion, probablemente debido al balance de hidrofobia-hidrofilia
necesario o a su mayor capacidad para interaccionar con la membrana celular debido a

su estructura.
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2. Capacidad antibacteriana mediante evaluacion de CMIl y CMB
La actividad antibacteriana de compuestos seleccionados ha sido evaluada en
Staphylococcus aureus (Gram+) y Escherichia coli (Gram—) mediante el calculo de la
CMI (concentracion minima inhibitoria) y la CMB (concentracion minima bactericida). La
CMI indica la minima cantidad de un agente que puede inhibir el crecimiento de un
microorganismo (efecto bacteriostatico), mientras que la CMB hace referencia a la
minima cantidad de un agente que puede matar a un microorganismo (efecto

bactericida).

Ensayo de determinaciéon de CMI (1ISO 20776-1). El ensayo se llevd a cabo por triplicado

para cada concentracion de compuesto deseada. Las microplacas son incubadas a 37

-C usando un lector de ultra microplacas ELX808iu (Instrumentos Bio-Tek).

Ensayo de determinacion de CMB. La CMB se calculd inoculando 5 pL de las muestras

utilizadas para calcular la CMI en una placa de Petri con agar Muller-Hinton. Después
de 24 h de incubacién a 37 ° C, se determino la CMB seleccionando para ello la minima

concentracion donde no se detectd crecimiento.

Tabla 2. Efectos bacteriostaticos y bactericidas de los metalodendrimeros

seleccionados.

Compuesto | Atomos | Staphylococus Escherichia coli
de aureus
metal CMI CMB CMI CMB
Cu(NO:3). 1 >512 >512 >512 >512
1 4 8 8 4 4
2 8 256 256 256 256
10 4 4 4 16 16
11 8 16 32 128 128

Los resultados (Tabla 2) muestran la potente actividad bacteriostatica y bactericida de
los metalodendrimeros, especialmente aquéllos de primera generacion, en comparacion
con la sal metdlicas precursora Cu(NOs), utilizada como control. Esta actividad es

reproducible en ambos tipos de bacterias.
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REIVINDICACIONES

Metalodendrimero carbosilano que comprende:

- Un ndcleo polifuncional (Nu). El nucleo puede ser cualquier derivado
polifuncional a partir del cual sea posible crecer un dendrimero de naturaleza
carbosilano.

- Una capa externa que consiste en unidades iguales o diferentes del grupo

de formula (1):

Si—(Ry—T) T= NP
-? : v donde l/\“/\

(R2)3Am

donde:

- R1 es una cadena alquilica, preferiblemente de 2 ¢ 3 grupos CHy;

- Rz es un grupo alquilo (C4-Ca), preferiblemente R; = CHg;

- m es un numero entero que varia entre 1y 3, preferiblemente m = 1;

- Teselligando terminal de tipo base de Schiff donde el anillo aromatico puede
presentar sustituyentes en posicion orto o para. Preferiblemente Y es N, CH
6 C-OH; y Z es CH & N. Preferiblemente las bases de Schiff son 4-
iminopiridina, 2-iminopiridina o fenolamina. El ligando terminal ha de
coordinar complejos metalicos, donde preferiblemente M es rutenio (Il) 6
cobre (Il). La esfera de coordinacion del idon metalico puede contener
ligandos adicionales X, iguales o diferentes, siendo x un numero entero que
varia entre 1 y 4. Preferiblemente, X es Cl, ONO,, H,O, n*-CsHs, PTA,
CH3CN.

Metalodendrimero segun la reivindicacién 1 donde —Nu (ntcleo polifuncional) es
un nucleo tetrafuncional como un atomo de silicio, un nucleo polifenélico
trifuncional como 1,3,5-trihidoxibenceno o difuncional como hidroquinona o un

nucleo amino o poliamino.
Metalodendrimero segun la reivindicaciéon 1, donde el ligando terminal T es un

complejo de coordinacion derivado de 4-iminopiridina, 2-iminopiridina y

fenolamina.
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Metalodendrimero segun las reivindicaciones 1 a 3, donde mes 1.

Metalodendrimero segun las reivindicaciones 1 a 3, donde R es metilo.

Metalodendrimero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R es

un grupo propilo.

Metalodendrimero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde M =
Cu(ll, Ru(ll).

Procedimiento de obtencién de los metalodendrimeros segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 que comprende: la reaccion de coordinacion de una sal de
Cu(ll) en el precursor dendritico con grupos base de Schiff terminales, donde la

sal de Cu(ll) es preferiblemente Cu(NO3),.

Procedimiento de obtencion de los metalodendrimeros segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 que comprende: la reaccidén de coordinacion de una sal
metalica de Ru(ll) al precursor dendritico con grupos base de Schiff terminales,
donde la sal de rutenio preferiblemente es [(n°-CsHs)Ru(CHsCN)s]PFs; la
reaccion de intercambio de ligando, donde el ligando que se coordina
preferiblemente es 1,3 5-triaza-7-fosfoadamantano (PTA); y la reaccion de
intercambio de contraién, donde el anién que se introduce preferiblemente es

cloruro.

Composicién que comprende al menos un compuesto de formula |, descrito en

cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

Composicion segun la reivindicacion 10, donde dicha composicion es

farmaceéutica.

Composiciéon segun la reivindicacion 10 que ademas comprende un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Composicién segun la reivindicacion 10, donde ademas comprende otro

principio activo.
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14. Composicion seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores 10 a 13, donde
dicha composicion se encuentra en una forma adecuada para su administracion

tépica, oral o parenteral.

5 15. Uso las macromoléculas dendriticas segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 14, para la elaboracion de un medicamento en el tratamiento del cancer.
16. Uso las macromoléculas dendriticas segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 14, para la elaboracion de un medicamento en el tratamiento de enfermedades

10 infecciosas, de naturaleza bacteriana.
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