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@Resumen:

La presente invencion se refiere a dendrimeros de
estructura carbosilano con capacidad de respuesta a
pH, y su uso como agentes para la transfeccién de
acidos nucleicos (RNA, DNA) en funcion del pH.
También se refiere a los dendrones que conforman
estos dendrimeros y a partir de los cuales se originan,
y los métodos de sintesis quimica de los dendrimeros
a partir de dichos dendrones. La invencion
proporciona un procedimiento para su aplicacion en el
area de la biomedicina.
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DESCRIPCION

DENDRIMEROS DE ESTRUCTURA CARBOSILANO SENSIBLES A LA VARIACION
DEL PH Y SU USO COMO AGENTES DE TRANSFECCION DE ACIDOS
NUCLEICOS EN CELULAS HUMANAS

CAMPO DE APLICACION

La presente invencion proporciona moléculas y procedimientos de aplicacion en el area
de la biomedicina. Los materiales de la invencion son eficaces agentes de transfeccion
para el transporte y liberacion de acidos nucleicos, y son utiles para su aplicacion en
medicina. Se presentan ejemplos de su actividad como vectores de transfeccion de RNA

mensajero (MRNA) en distintas lineas celulares y de su respuesta a pH.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Desde el estalido de la pandemia de COVID-19, las terapias basadas en la
administracion de acidos nucleicos, particularmente de RNAs mensajeros (mRNAs),
estan irrumpiendo con fuerza como alternativas para el tratamiento y/o profilaxis de
patologias con dianas terapéuticas establecidas como enfermedades infecciosas,
canceres, enfermedades inmunitarias y enfermedades hereditarias. Estas terapias
permiten manipular la expresién génica o producir proteinas terapéuticas. Sin embargo,
independientemente de su mecanismo de accion terapéutica, algunas de las
propiedades de los mMRNAs como son su gran tamafo, elevada carga negativa, escasa
biodisponibilidad y susceptibilidad a la degradacion por las RNasas presentes tanto en
el torrente sanguineo como en los tejidos, dificultan su entrada en las células y la
ejecucion de sus funciones terapéuticas de forma autéonoma. Para superar estos
obstaculos, los mMRNAs requieren de sistemas de administracion que los protejan de la
degradacion y los distribuyan a los lugares de accidon para que produzcan los efectos

terapéuticos deseados.

La mayoria de los sistemas aprobados para la administracién de terapias basadas en
MRNAs son nanoparticulas de origen lipidico (LNPs), que estan compuestas por
multiples capas lipidicas y microdominios de lipidos y mRNAs. Las LNPs muestran

limitaciones derivadas de la necesidad del empleo de bajas temperaturas para su
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conservacion y de la complejidad de desarrollar procesos de escalado en su produccion

como consecuencia del empleo de técnicas de microfluidica.

Una alternativa al uso de LNPs son los vectores poliméricos, de gran interés dada su
versatilidad y facilidad de manipulacion. En este grupo destacan los vectores basados
en polimeros catidnicos como la polietilenimina, los poliaminoacidos como la polilisina,
las nanoparticulas de poliésteres como los poli(-amino-ésteres) o el poli(acido lactico-
co-glicdlico), polimeros naturales como el quitosano o la protamina combinados con
otros materiales. No obstante, todos estos polimeros catidnicos presentan notorias
desventajas que limitan su uso como sistemas de administracion de mRNAs. Entre ellas,
destaca la variabilidad entre lotes (polimeros naturales) o la ineficiente interaccion con

los mMRNAs debido a su carencia de cargas catidnicas (poliésteres).

Los dendrimeros catidnicos son un tipo de vector polimérico que trata de superar dichas
desventajas, ya que presentan una gran reproducibilidad entre lotes y una gran
interaccion, basada en la complementariedad de carga con los acidos nucleicos. Los
dendrimeros son polimeros sintéticos altamente ramificados con estructuras radiales
bien definidas y multivalencia cooperativa. La naturaleza multivalente, multifuncional y
monodispersa de los dendrimeros ofrece importantes ventajas como vectores de
transfeccién, y también en otras aplicaciones como biosensores, farmacos, agentes de
diagnéstico y sistemas de administracion de acidos nucleicos y farmacos. Entre los
dendrimeros cationicos, los dendrimeros de tipo poli(lamidoamina) (PAMAM)
constituyen las moléculas mas ampliamente exploradas para la administracion de
acidos nucleicos. A pesar de su relativa citotoxicidad, los dendrimeros PAMAM se han
utilizado principalmente para administrar DNAs plasmidicos y RNAs de silenciamiento
(siRNAs). Sin embargo, debido al auge experimentado por las terapias basadas en
mRNAs a raiz de la COVID-19, también se estd empezando a explorar su capacidad
como vectores para la administracion de mMRNAs. No obstante, cabe destacar que, hasta
la fecha, los intentos de transportar mRNAs utilizando dendrimeros PAMAM han sido
infructuosos y uUnicamente se ha podido utilizar una versién modificada de estos
dendrimeros en combinacion con lipidos con polietilenglicol. Este ultimo sistema de

administracion presenta limitaciones derivadas de su inestabilidad y su corta vida util.

En el campo de la biomedicina, los sistemas dendriticos de tipo carbosilano han

demostrado ser muy versatiles en su aplicacion como agentes de transporte de material
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genético y/o farmacos, como agentes antibacterianos, anticancerigenos o antivirales
entre otras. La presencia de un esqueleto altamente lipofilico ofrece numerosas ventajas

en comparacion con otras moléculas dendriticas de un caracter mas hidrofilico.

Por otro lado, dotar a los vectores de transfeccion poliméricos de capacidad de
respuesta a un estimulo permite controlar con éxito la liberacion del acido nucleico. En
la bibliografia se han descrito diversos vectores con respuesta a estimulos tanto
endogenos (pH, redox, enzimas) como exodgenos (luz, campos magnéticos,
ultrasonidos), aunque la mayoria de ellos se encuentran en etapa preclinica debido a
problemas para su traslacién a clinica. Entre estos problemas destaca su baja eficiencia
de transfeccion, problemas de seguridad, la complejidad de sus procesos de produccion,
y la existencia de efectos no deseados, lo que limita sus aplicaciones practicas en la

actualidad.

La invencion, tratando de solventar los problemas detectados en el estado de la técnica,
recoge la preparaciéon de dendrimeros de estructura carbosilano con grupos
dialquilamino en la periferia derivados de dendrimeros precursores con grupos alqueno
como los descritos en WO02023084140A1, o derivados de otros dendrimeros
precursores novedosos con grupos alquino que se sintetizan, a su vez, a partir de

nuevos dendrones no conocidos hasta el momento.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un dendrén carbosilano, de
acuerdo con la reivindicacion 1. El dendron consiste en un punto focal (PF), unido a una
primera unidad ramificante (UR) de esqueleto carbosilano de férmula (I) mediante el
grupo alcano de dicha UR o, alternativamente, a una primera unidad terminal (UT) de
férmula (II) mediante el grupo alcano de dicha UT y, donde la primera UR esta unida
mediante su atomo de silicio con o bien entre 1 y 3 URs adicionales, o bien entre 1y 3
UTs adicionales. Las URs adicionales y las UTs adicionales estan unidas al atomo de
silicio de la primera UR mediante sus cadenas de alcano. Las URs adicionales estan
unidas mediante su atomo de silicio con entre 1 y 3 URs repetidamente y de manera

concatenada, o con entre 1 y 3 UTs cada una.
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—(CH2)n — Si—
(R1)3-m

(1)

En la formula (l), n es un numero entero entre 1 y 4; m es un numero entero entre 1y 3
y corresponde al numero de unidades UR o UT que se unen a un mismo atomo de Si;

R1 es un grupo alquilo (C1-C4).

—(CH), — Si—Tq
[
(R2)3-q

(IN)

En la férmula (Il), p es un nimero entero entre 1y 4; q es un numero entero entre 1y 3;
R2 es un grupo alquilo (C1-C4); y T es un grupo alquino, preferiblemente acetileno (-
CCH).

Por “dendrén” se entiende a una molécula dendritica de tipo polimérico ramificada con
forma conica. Un dendrén es la unidad basica repetitiva de un dendrimero y cuando no
forma parte de la estructura de un dendrimero, puede encontrarse como una unidad

ramificada unida con un punto focal (PF).

Por “dendrimero” se entiende a una molécula de tipo polimérico ramificada con forma

esférica, donde el nucleo de crecimiento del dendrimero es polifuncional.

Por “molécula dendritica de naturaleza carbosilano” se entiende, en todos los aspectos
de la invencién, a un dendrén o a un dendrimero segun las definiciones anteriores,
donde las unidades o ramas de crecimiento tienen esqueleto carbosilano, es decir, se

componen de enlaces silicio-carbono y carbono-carbono.

El término “alquilo” se refiere en toda la invencion 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, mas preferiblemente es metilo.

Por punto focal (PF) se entiende al grupo funcional presente en el nicleo de un dendrén
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al que se une este por la parte convergente de su ramificacion. Cuando un dendrén se
une a un nucleo multivalente o a la capa mas externa de las ramificaciones de otra
molécula dendritica, lo hace a través de su parte mas convergente. Al realizarse la unién
dendron-nucleo, el dendrdn intercambia el punto focal por el nucleo, o lo adiciona sobre

él.

Por repetidamente y de manera concatenada se entiende en todos los aspectos de la
invencion, que cualquier UR de una molécula dendritica, ya sea dendrén o dendrimero,
esta unida mediante su atomo de silicio con entre 1 y 3 URs adicionales, y que lo mismo
aplica a las URs que se puedan encontrar ya unidas a otras URs adicionales. Cuando
esto sucede, la cadena de URs es mas larga y existen ramificaciones en aquellas URs
que estan unidas simultaneamente a mas de una unidad UR adicional. A la ultima UR
de cada cadena del dendrén o dendrimero se encuentra siempre unida entre 1y 3 UTs.
De manera que la capa mas externa del dendron o dendrimero consiste,

necesariamente, en UT.

Por UR adicional, UR adicionales, se entiende en todos los aspectos de la invencion,
dendrén o dendrimero, unidades ramificantes que no estan unidas directamente al PF

del dendrén o nucleo del dendrimero, y que estan unidas a otras URs.

Las moléculas dendriticas de naturaleza carbosilano descritas en la invencion son
preferiblemente de primera, segunda o tercera generacion. El término “generacion” (Gn)
se refiere al nUmero de etapas iterativas de adicién de unidades dendriticas carbosilano
al nucleo o PF que son necesarias para la preparacion del sistema dendritico.
Dependiendo de la naturaleza del nudcleo del dendrimero (divalente, ftrivalente,
tetravalente, etc.) y del tipo de reaccién utilizado (por ejemplo, click tiol-eno o click tiol-

ino) el numero de grupo terminales puede variar para una misma generacion.

Cuando el PF del dendrén esta unido con una UT, el dendrén es de primera generacion.
La UR inicial, unida al PF, puede ser también la ultima si no esta unida a ninguna UR
adicional. Esto da lugar a un dendrén que consiste en un PF unido a una unidad UR que
a su vez esta unida a entre 1 y 3 unidades terminales. Siendo éste dendrén de segunda
generacion. Si la UR inicial esta unida a URs adicionales y estas URs adicionales estan
unidas a UTs, el dendron resultante es de tercera generacion. Sila UR inicial esta unida

a URs adicionales y estas URs adicionales estan unidas a otras URs adicionales, y estas
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otras URs adicionales estan unidas a UTs, el dendrén resultante es de cuarta

generacion.

En una realizacion preferida, el dendrén se selecciona entre Br-G2A; (féormula 1ll) y Br-

G3A4 (férmula 1V).
AN
St

I
\\ 'a}i gij
(_/—/gi\ BI’/\/\/\SI[—[/ o
Br~~_Si Br-G3A \\Léi,\/\éi//
& ’ |
Br-G2A, ! Zf

() (V)

Un segundo aspecto de la invencion es el método, de acuerdo con la reivindicacion 3,
para la sintesis de un dendrén definido en la reivindicacion 1. El método comprende una
primera etapa en la que un dendron reactivo se disuelve en éter dietilico; una etapa
posterior en la que a la disolucidon se anade bromuro de etinil magnesio y se agita a
entre 400-800 revoluciones por minuto (rpm) durante un periodo de tiempo de minimo
12 horas y maximo 18, a temperatura ambiente, hasta obtener una mezcla que contiene
un dendrén de férmula |; y posteriormente se usa una solucion acuosa de NaCl para
lavar la mezcla obtenida, secando a continuacion sobre MgSOQy, filtrando y llevando a

sequedad.

En una realizacioén particular, el dendrén reactivo es Br-G2(SiCl), y se anaden 2,2 — 2,4
equivalentes de bromuro de etinil magnesio por cada equivalente de dendrén reactivo

en la etapa (a) y el dendron sintetizado es Br-G2A; (féormula 111).

En otra realizacion particular, el dendrén reactivo es Br-G3(SiCl)s y se afiaden 4,4 — 4,8
equivalentes de bromuro de etinil magnesio por cada equivalente de dendrén reactivo

en la etapa (a), y el dendrén sintetizado es Br-G3A4 (férmula V).

Por dendrén reactivo se entiende, en todos los aspectos de la invencion, un primer

dendron que se puede usar en la sintesis de los nuevos dendrones definidos en la

7



10

15

20

25

ES3063942 Al

presente invencion, o que puede unirse a un nucleo multivalente o superficie de una
molécula dendritica para formar los dendrimeros carbosilanos definidos en la presente

invencion.

Por temperatura ambiente se entiende en toda la invencidn una temperatura en el rango

de 20 a 25 grados centigrados, ambas incluidas.

Un tercer aspecto de la invenciéon se refiere a una molécula dendritica que es un
dendrimero carbosilano de acuerdo con la reivindicacion 5 y de formula (V):
Nu-Dy
(V)

En la formula (V), Nu representa un nucleo polifuncional, que es seleccionado entre un
elemento o un derivado polifuncional, y unido de manera covalente con al menos dos
ramificaciones D. D es el dendrdn de la reivindicaciéon 1, o un dendrén alternativo que
difiere del dendrén de 1 en sus unidades terminales. El dendrén alternativo consiste en
una unidad inicial que es una UT de férmula (VI) o (V1) o una unidad inicial que es una
UR inicial de férmula (l) unida mediante su atomo de silicio con entre 1 y 3 URs
adicionales, o con entre 1y 3 UTs de férmula (VI) o (VII). De manera similar al dendrén
de la reivindicacion 1, las URs adicionales del dendrén alternativo estan unidas a entre
1y 3 URs, repetidamente y de manera concatenada, a entre 1 y 3 UT de formula (VI) o
aentre 1y 3 UT de férmula (VII). x es un numero entero igual o superior a 2, que define

el numero de ramificaciones unidas al nuicleo del dendrimero.

—(CHz)p—Si — [CH—-S = (CH2)n — N(R1)2
[ |
(R2)3-q\CH2 — S — (CH2)n — N(R1)2 ) 4

(V1)

En la formula (VI), p es un niumero entero entre 1 y 4; g es un nimero entero entre 1y
3; Rz es un grupo alquilo (C+-C4); n es un nimero entero entre 1y 4; y Ry es un grupo
alquilo (C+-Ca.).

— (CHz)p — Si— [CH2 — S — (CH2)n — N(R1)2]q
|
(R2)aq
(V1)

En la formula (VII) p es un niumero entero entre 1 y 4; g es un niumero entero entre 1y

8
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3; Rz es un grupo alquilo (C1-C4); n es un nimero entero entre 1y 4; y Ry €s un grupo
alquilo (C+-Ca.).

En una realizacion preferida, el nucleo es divalente y mas preferiblemente el nucleo es
N,N’-Bis(2-hidroxietil)etilendiamina. En una realizacion mas preferida, el dendrimero que
contiene este grupo divalente como nucleo es, ademas, de primera, segunda o tercera

generacion.

Los dendrimeros con grupos alquino terminales pueden ser modificados mediante
herramientas que se engloban dentro de la quimica “click”, como son la cicloadicién
azida-alquino o la quimica tiol-ino. Estas reacciones se caracterizan por tener altos
rendimientos, generar solo subproductos inofensivos, ser modulares y robustas, y tener

una elevada “economia de atomos”, entre otras propiedades.

En una realizacion particular, el dendrimero es seleccionado entre N>O2-G2A4 (formula
VI y N2O2-G3As (férmula 1X).

Syi/ \li ﬁ,ﬂg » ;A gxi:

/ \\—Si’\/\/\l\f_N/\/\Sf—[/ \ \-EWN_NM\SI

T T e L

! N,0,-G2A, I -s<| N0; % Zf
(VI (IX)

Los dendrimeros con grupos alquilamino en la periferia presentan una serie de ventajas
como moléculas transportadoras de acidos nucleicos. A valores de pH en el entorno de
6-7, los grupos alquilamino se encuentran protonados (-NHR:"), estableciendo una
fuerte interaccién con los acidos nucleicos con cargas negativas. Al aumentar el pH, los
grupos amino se van neutralizando, perdiendo fortaleza en la interaccion con el acido
nucleico, y permitiendo asi su liberacion. Estudios realizados por los inventores han
estimado la proporcion de los distintos estados de protonacién de ciertos dendrimeros
a distintos valores de pH (Tabla 1). Por ejemplo, para el dendrimero N.O2-G2(NMe:)s, a
pH 6.8, se ha estimado la presencia mayoritaria del dendrimero con un solo grupo -NR>
sin protonar y todos los restantes protonados; a pH 8.0, se observa la mezcla del mismo

dendrimero, pero con 1 (52%), 2 (36%) y 3 (10%) grupos -NRg, sin protonar; a pH 8.2,
9
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la mezcla con 1 (36%), 2 (40%), 3 (18%) y 5 (5%) grupos -NR2; y a pH 10.5, el estado
de protonacion mayoritario es aquel que tiene todos sus grupos deprotonados. La
distribucion de los distintos estados de protonacion de un mismo dendrimero se ve
afectada por la naturaleza de los grupos terminales. Por ejemplo, el dendrimero N2O»-
G2(*NMez)s originado por quimica tiol-ino, presenta mas grupos desprotonados al
mismo pH que N20>-G2(NMey)s, obtenido por quimica tio-eno, lo que modificara la
liberacion del mRNA (ver Tabla 1). La generacion dendritica también influye, con el
sistema N202-G3(*NMez)1s con mas grupos desprotonados que N202-G2(*NMe2)s al
mismo pH. Hay mayor tendencia a estados desprotonados conforme aumenta la
generacién del dendrimero. El uso de estos sistemas dendriticos como vehiculo
transportador de acido nucleico permite un control del estado de protonaciéon del vector
en funcion del pH y, por tanto, de su capacidad de transfeccién. Los materiales de la
invencion con grupos dialquilamino terminales son eficaces agentes de transfeccion
para el transporte y liberacidén de acidos nucleico, y son utiles para su aplicacién en

medicina. Por eso la invencion tiene un gran potencial en el area médica.

Por la misma razoén, en otra realizacién particular, el dendrimero carbosilano de férmula
(V) tiene como unidades terminales a las UT de formula (VI), con grupos dialquilamino
terminales. Preferiblemente, el dendrimero es seleccionado entre N2O>-G2(*NMey)s
(formula X) y N20O2-G3(*NMez)16 (formula XI).

N wo M
S é/ \é S
3 S

\\—giy\/\ﬂmé/ij/
\SiJJ é/H EH LL‘sr

? i N20,-G2(*NMe2)s j )E
J% .

~ - ~

(X)
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Misg g § Si s/ N

NS ' N
'T S e I\'éer\FNM*sF/’ TS ’T
/N?S Si‘/\”sf/// 54 \OH K\\Si\A,Si S/,\TN\
s e
Njél/ N20,-G3(*NMez2)16 \Sé:i
< e
(X1)

En otra realizacién particular, el dendrimero carbosilano de férmula (V) tiene como
grupos terminales a la UT de formula (VIl). Preferiblemente, el dendrimero es
seleccionado entre N2O2-G2(NMe»)s (formula Xll) y N2O2-G3(NMez)1s (formula XIlI).

_N N—
S g
/"\‘wsméi s §i$SNN\
\_\Si//\/\l\f—N/\/\\Sl

\r\ljwswéiﬁ JH \OH K%inwN/
s g

,y\} N202-G2(NMez2)s {\‘7
(X1
N N-
N é é N-
/NI?XSE\ ?iIiIN\
/N\/\S/\E\i/\/ i\\—\sf/\/\l\f—}\l/\/\,\&[—// i/\//éi//\S/\/N\

\Nwsféivéiﬁ 54 \C_L)H \éiVéinwN/

ey Y

W) oS NP
N~ S é N20,-G3(NMe2)16 33 SW’T'

R \

\ /

(X1
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Por “nucleo polifuncional” (abreviado como 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. 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 polifendlico, o un nucleo amino o poliamino.

Un cuarto aspecto de la invencion consiste en el método de acuerdo con la
reivindicacion 11 para la sintesis de un dendrimero carbosilano N20O.-G2A; y de un
dendrimero carbosilano N>O2-G3As definidos en la reivindicacion 6, que comprende: una
etapa en la que al menos un equivalente de N,N’-Bis(2-hidroxietil)etilendiamina, 2
equivalentes de un dendrén reactivo, 3 equivalentes de K2CO3 y 2 equivalentes de Nal
se disuelven en acetona; una etapa posterior que consiste en agitar a 400-800 rpm la
disolucion durante 2-4 horas a una temperatura de 90 °C; una etapa posterior que
consiste en filtrar y llevar a sequedad. El dendrimero carbosilano que se obtiene es
N20.-G2A; si el dendrén reactivo usado en la primera etapa descrita es Br-G2A,, y el
dendrimero carbosilano que se obtiene es N2.O»-G3As si el dendrimero reactivo usado

en la primera etapa descrita es Br-G3A.

Un quinto aspecto de la invencion consiste en el método de acuerdo con la reivindicacion
12 para la sintesis de un dendrimero carbosilano N2O>-G2(*NMez)s (en forma de sal
hidrocloruro) o de un dendrimero carbosilano N2O.-G3(*NMez)s (en forma de sal
hidrocloruro) definidos en la reivindicacion 8, que comprende: una etapa de disolver 2,4
equivalentes de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro por cada grupo alquino en una
mezcla de MeOH/THF/H2O en proporcién 1:0,5:0,5; una etapa posterior que consiste en
anadir DMPA (10 mol% grupos alquino) y 1 equivalente de un dendrimero reactivo
seleccionado de N>O>-G2A4 0 N202-G3As; una etapa posterior que consiste en irradiar
con luz UV (365 nm) durante 24-48 horas; y una etapa posterior de llevar a sequedad y
purificar mediante dialisis en agua. El dendrimero carbosilano resultante es el
hidrocloruro de N2O2>-G2(*NMe:2)s si el dendrimero reactivo es N2O2-G2A4, y de N2O--

G3(*NMey)s si el dendrimero reactivo es N2O2-G3As.

Un sexto aspecto de la invencion consiste en el método de acuerdo con la reivindicaciéon
13 para la sintesis de un dendrimero carbosilano N202-G2(NMe2)s (en forma de sal

hidrocloruro) o de un dendrimero carbosilano N2O>-G3(NMez)s (en forma de sal
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hidrocloruro) de acuerdo con la reivindicacion 10, que comprende: una etapa de disolver
1,2 equivalentes de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro por cada grupo vinilo, en una
mezcla de MeOH/THF/H,O (minima cantidad para disolver los reactivos, en proporcion
1:0,5:0,5); una etapa posterior en la que se anade DMPA (5 mol% grupos vinilo) y 1
equivalente de un dendrimero reactivo seleccionado de N202-G2Vs 0 N2O2-G3V4g; una
etapa en la que se irradia la mezcla con luz UV (365 nm) durante 6-8 horas; y una etapa
posterior en la que se lleva la mezcla a sequedad y se purificar mediante dialisis en
agua. El dendrimero carbosilano es el hidrocloruro de N2O2-G2(NMe-)s si el dendrimero
reactivo es N20O»-G2Vs, y de N2O2-G3(NMe:)+s si el dendrimero reactivo es N2O2-G3V .

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere a un nanoconjugado de acuerdo con la
reivindicacion 14, que comprende el dendrimero carbosilano de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo; y una molécula biolégicamente activa, que es un acido nucleico; donde el
dendrimero carbosilano actua como vehiculo para el transporte y liberacion del acido

nucleico y donde el acido nucleico se libera en funcién del pH.

Por “molécula biologicamente activa” se entiende en la presente invencion a cualquier
sustancia que pueda influir en las propiedades fisicas y bioquimicas de un organismo
biolégico, incluyendo, pero sin limitarse a, virus, bacterias, hongos, animales y seres
humanos. En concreto, tal como se utiliza en el presente documento, moléculas
biolégicamente activas incluye cualquier sustancia prevista para el diagndstico, la
curacion, el alivio, el tratamiento o la prevencion de enfermedades en seres humanos u
otros animales, o bien para potenciar el bienestar fisico o mental de los seres humanos
o de los animales, incluyendo en bienestar fisico sustancias para su uso en cosmética,
actuando, por ejemplo, como antioxidante, hidratante, reafirmante o regenerante. Asi,
en el caso de la presente invencion, las moléculas biolégicamente activas incluyen
preferentemente, pero no se limitan a acidos nucleicos. Las clases de agentes
biolégicamente activos incluyen, pero no se limitan a, antiparasitarios, antibiéticos,
fungicidas, agentes antivirales, agentes antiinflamatorios, agentes antitumorales,
agentes cardiovasculares, agentes ansioliticos, hormonas, factores de crecimiento,

agentes esteroideos, agentes antioxidantes, y similares.

El nanoconjugado se puede usar en medicina, es decir, la invencién incluye el uso del

nanoconjugado, preferiblemente con excipientes y mas preferiblemente junto con otras
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terapias o medicamentos, como medicamento, y al uso del nanoconjugado para la
elaboracion de un medicamento capaz de transportar acidos nucleicos de manera
controlada mediante respuesta al pH. Estos usos incluyen el tratamiento de algunos
tipos de cancer, asi como de otras enfermedades que implican un mal funcionamiento
del sistema inmune. En una realizacion particular, la composicion se encuentra en una

forma adecuada para su administracién topica, oral o parenteral.

Otro aspecto de la invencion se refiere al nanoconjugado para su uso en vacunas. En
una realizacion particular, el nanoconjugado se puede usar para la elaboracion de un

medicamento para su uso en vacunas.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de acuerdo con la reivindicacion 17 de un
dendrimero carbosilano segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, como

vehiculo para el transporte y liberacién de moléculas biolégicamente activas.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.

Tabla 1. Distribucion de los estados de protonacion (porcentaje) para los
distintos dendrimeros con grupos dimetilamino en funcién del pH. Calculado

con MarvinSketch

pH N° grupos N202- N202- N202- N202-
desprotonados | G2(NMez2)s G3(NMez2)1 G2(*NMez2)s G3(*NMez2)16
6

6.8 0 2,04 2,03 2,04 0,09
1 93,8 93,3 93,7 3,99
2 4,09 4,42 4,10 91,7
3 0,08 0,19 0,18 4,01
4 0,01 0,01 0,18

7.2 0 0,77 0,76 0,76 0,01
1 89,0 87,6 88,3 1,52
2 9,74 10,4 9,70 87,7
3 0,45 1,14 1,07 9,63
4 0,01 0,12 0,12 1,06
5 0,01 0,01 0,05

7.6 0 0,26 0,24 0,25 0
1 76,2 70,9 72,5 0,05
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pH N° grupos N20:2- N202- N202- N20:2-
desprotonados | G2(NMez)s | G3(NMez)s G2(*NMez2)s G3(*NMez2)16
6
2 20,9 21,2 20,0 73,1
3 2,45 5,82 5,52 20,2
4 0,16 1,60 1,52 5,56
5 0,01 0,20 0,18 0,65
6 0,02 0,01 0,04
8.0 0 0,07 0,05 0,05 0
1 51,8 36,0 38,1 0,12
2 35,7 27,0 26,4 42,7
3 10,5 18,6 18,3 29,6
4 1,70 12,85 12,7 20,5
5 0,21 4,14 3,74 6,04
6 0,02 1,21 0,61 0,98
7 0,20 0,06 0,09
8 0,02 0,01
84 0 0,01 0 0 0
1 21,1 4,64 5,89 0,01
2 36,5 8,73 10,2 10,9
3 26,9 15,1 17,8 18,9
4 10,9 26,3 31,0 32,9
5 3,48 21,2 23,0 244
6 0,84 15,7 9,37 9,92
7 0,15 6,36 2,27 2,40
8 0,02 1,53 0,32 0,52
9 0,37 0,05 0,08
10 0,05 0,01
pKa Nucleo 5,14; 9,25 5,14; 9,25 5,14; 9,25 5,14; 9,24
Periferia 8,16-9,89 8,16-9,89 5,44; 8,16- 5,44; 8,16-
9,89 9,89

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 Liberacion del mMRNA-GFP a partir del nanoconjugado con N2O,-G3(NMe2)s a

medida que se incrementa el pH.

Fig. 2 Eficiencia de transfeccion del dendrimero N2>O,-G3(NMe:)s en distintas lineas
celulares humanas. Los resultados mostrados en esta grafica corresponden a las

medias de tres experimentos independientes. Las barras de error representan el error

estandar de la media.

Fig. 3 Variacion de la eficiencia de transfeccién del dendrimero N2O2-G3(NMe2)+s en

distintas condiciones de pH.
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EJEMPLOS

A continuacion, y sin perjuicio a cualquiera de las demas realizaciones planteadas, se
ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de
manifiesto la efectividad del producto de la invencion usando una serie de ejemplos no

limitantes.

Ejemplo 1. Liberacion del acido nucleico en funcion del pH.

La capacidad del dendrimero N202-G3(NMe:2)+¢ para liberar un acido nucleico de forma
controlada en funcioén del pH se demostré realizando una incubacion del dendrimero con
MRNA-GFP en agua y alterando posteriormente el pH mediante la adicion de distintos
tampones de carga que contenian glicerol (50%), azul de bromofenol (0,25%), EDTA (1
mM) y tampédn Tris-acetato a pHs comprendidos entre 6,8 y 8,2. Los resultados de estos
experimentos se visualizaron en geles de agarosa mediante electroforesis horizontal en
condiciones no desnaturalizantes. En la Figura 1 se aprecia la liberacion, a distintos
valores de pH, del mRNA-GFP a partir del nanoconjugado. Las bandas
correspondientes al mMRNA-GFP con distintos grados de plegamiento tienen una gran
movilidad electroforética, mientras que las bandas correspondientes al mMRNA-GFP
unido al dendrimero quedan retenidas en los pocillos del gel. A medida que aumenta el
pH, se produce un aumento en la intensidad de la sefial de las bandas correspondientes
al mMRNA-GFP y una disminucién de la intensidad de la sefal de las bandas

correspondientes al nanoconjugado (en el pocillo).

Ejemplo 2. Capacidad para el transporte de acidos nucleicos in vitro de los
dendrimeros de la invencion.

Como ejemplo de la capacidad para la carga y liberacion de acido nucleico que
presentan algunos compuestos de la presente invencion, se detallan los métodos de

determinacion empleados y los resultados obtenidos para compuestos seleccionados.

Ensayo de transfeccion. La eficiencia de transfeccion del dendrimero N2O.-G3(NMez)16

se evalu6 en cuatro lineas celulares humanas: células embrionarias de rifion (HEK-
293T), células derivadas de una paciente con carcinoma cérvico uterino (HelLa), células
derivadas de un paciente con carcinoma hepatocelular (HepG2) y monocitos derivados
de un paciente con leucemia monocitica aguda (THP-1). Para la transfeccion, se disolvioé

el dendrimero N20>-G3(NMe3)¢ liofilizado en tampdn citrato a 5 mM y pH 3 a una
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concentracién de 5 mg/mL (1,23 mM) para asegurar la protonacion de todos los grupos
amino del dendrimero. A continuacién, se prepard la mezcla de transfeccion en un
tampéon HEPES a 6,25 mM y pH 6,8 que contenia el mMRNA-GFP a 50 ng/uL y el
dendrimero a 250 ng/pL (60 uM) en un volumen final de 20 pL y se incubd durante 15
minutos. Ademas, también se prepararon en paralelo las mezclas de transfeccion del
control negativo (sin dendrimero) y de la del mMRNA-GFP con el reactivo comercial
Lipofectamine MessengerMAX™ siguiendo las especificaciones del fabricante. Las
células se incubaron con 100 pL de las mezclas de transfeccion diluidas en Opti-MEM™
durante 24 h. Posteriormente, se aislaron las células y se resuspendieron en 250 yL
PBS con DAPI a 1 yg/mL y se analizaron por citometria de flujo. El analisis se realizd
seleccionando la poblacién de células (P1); a continuacion, la poblacion de células vivas
(P1/P2) en base a su impermeabilidad a DAPI; finalmente, la poblacion de células vivas
que eran fluorescentes debido a la expresion de GFP (P1/P2/P3). Los experimentos se

realizaron con triplicados técnicos y se repitieron independientemente 3 veces (n=3).

El resultado de este ensayo avala la capacidad del dendrimero N2O,-G3(NMe2)s para
introducir en el interior de distintas lineas celulares humanas el mMRNA de que codifica
la proteina GFP. Significativamente, la eficiencia obtenida es comparable a la del agente

de transfeccion liposomal Lipofectamine™ MessengerMAX™ (Figura 2).

Ejemplo 3. Capacidad de respuesta a pH de los dendrimeros de la invencién.

Como ejemplo de la capacidad de respuesta a pH de los dendrimeros de la invencion,
se detalla el método de determinacion empleado y los resultados obtenidos para
compuestos seleccionados. Los experimentos de transfeccion se realizaron siguiendo
el mismo protocolo ya mencionado en el ejemplo 2, pero solo en la linea celular humana
HEK-293T. El pH de la mezcla de transfeccion en un tampén HEPES fue testado en el
rango 6,8 a 8,2. Los resultados de los experimentos realizados para evaluar el impacto
del pH en la eficiencia de transfeccion del dendrimero N2O2-G3(NMe:)ss (Figura 3)

confirman la importancia de un control estricto de la acidez del medio.

Ejemplo 4: Preparacion de dendrones carbosilano con grupos alquino periféricos.
Sintesis de Br-G2A..

El dendrén Br-G2(SiCl), se disuelve en éter dietilico. A esta disolucion, se anade
lentamente bromuro de etinil magnesio (0,088 mol) y se agita 18 h a temperatura

ambiente. Para purificar el compuesto, la disolucién se lava con una solucién acuosa de
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NaCl, se seca sobre MgSOy, se filtra y se lleva a sequedad.

C19H37BrSis (428.14 g/mol). Aceite amarillo. '"H-NMR (400 MHz CDCls): 3,32 (2 H, t, Br-
H2), 2,30 (2 H, s, CCH), 1,74 (2 H, m, Br-CH2>-CH>) 1,37 (2 H, m, Br-CH,-CH>-CH>), 1,35
(4 H, m, Si-CH.CH-CH2-Si), 0,63 (4 H, m, Si-CH.CH>CH-Si), 0,56 (4 H, m, Si-
CH2CH2CH2-Si), 0,45 (Br-CH»-CH2-CH>-CH>),0,09 (12 H, s, Si(CHs)2), -0,10 (3 H, s,
SiCHj3). *C-NMR (400 MHz CDCls): 6 92,7 (CCH), 87,9 (CCH), 35,2 (Br-CH2-CH>), 32,0
(Br-CH2), 21,2 (Br-CH2-CH2-CH>), 19,3 (Si-CH2CH2CH2-Si), 17,1 (Si-CH>.CH2>CH2-Si),
16,9 (Si-CH2CH2CH2-Si), 11,7 (Br-CH2-CH2-CH2-CHz), -2,8 (Si(CHa)z), -6,1 (Si(CH)3).
Analisis Elemental: Calc. C, 53,11; H, 8,68. Exp.: C, 52,88; H, 9,786. m/z 428,16; Exp.
429,15 (M+H").

Sintesis de Br-G3Aa.

El dendrén Br-G3(SiCl):s se disuelve en éter dietilico. A esta disolucion, se anade
lentamente bromuro de etinil magnesio (0,048 mol) y se agita 18 h a temperatura
ambiente. Para purificar el compuesto, la disolucién se lava con una solucién acuosa de

NaCl, se seca sobre MgSOy, se filtra y se lleva a sequedad.

C41Hg1BrSiz (848,39 g/mol). Aceite amarillo. '"H-NMR (400 MHz CDCls): 3,40 (2 H, t, Br-
CH:), 2,35 (4 H, s, CCH), 1,85 (2 H, m, Br-CH2-CH>) 1,41 (2 H, m, Br-CH2-CH.-CH>),
1,40 (4 H, m, Si-CH.CH>CH2-Si) 1,30 (8 H, m, Si-CH,CH>CH>-Si), 0,68 (8 H, m, Si-
CH2CH2CH2-Si), 0.56 (12 H, m, Si-CH2CH,CH>-Si-(CH3), Si-CH>CH2CH2-Si-(CHa)2),
0,47 (2 H, m, Br-CH>-CH,- CH,-CH>), 0,15 (24 H, s, Si(CHs)2), -0.08 (9 H, s, SiCH;). "*C-
NMR (400 MHz CDCls): & 93,3 (CCH), 89,2 (CCH), 36,1 (Br-CH2-CHz), 33,2 (Br-CH>),
22,3 (Br-CH2-CH2-CHz), 20,3 (Si-CH2CH2CH2-Si-(CH3).), 18,1-18,7 (Si-CH2CH2CH2-Si-
(CHs), Si-CH2CH2CH.-Si-(CHs)2), 12,7 (Br-CH-CH2-CH2-CHy), -2,0 (Si(CHs).), -5,2
(Si(CH)3). Analisis elemental: Calc.: C, 62,49; H, 10,49; N, 3,31. Exp.: C, 61,69; H, 10,55;
N, 3,894. m/z 848,39; Exp. 849,39 (M+H").

Ejemplo 5: Preparacion de dendrimeros carbosilano con grupos alquino
periféricos

Sintesis de N202-G2A.,.

Se prepara una disolucion en acetona de los siguientes compuestos: N,N™-Bis(2-
hidroxietil)etilendiamina (1 eq.), dendrén Br-G2A; (2 eq.), K2COs (3 eq.) y Nal (2 eq.). La

disolucion se agita a 90 °C durante 4 h, posteriormente se filtra y se lleva a sequedad,
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obteniendo el producto como un aceite amarillo soluble en cloroformo. CasHgsN20O2Sis
(845,71 g/mol). '"H-NMR (CDCls): § 3,62 (4H, t, CH,OH), 2,64 (4 H, t, NCH,CH,0H), 2,61
(4 H, s, NCH.CH:N), 2,53 (4 H, m, NCH.CH.CH>CHSi), 2,39 (4H, s, CCH), 1,51 (4 H,
m, NCH.CH-CH,CH,Si), 1,41 (4 H, m, SiCH.CH.CH.Si), 1,39 (4 H, m,
NCH2CH2CH2CH.Si), 0,69 (8 H, t, SiCH2CH2CH-Si), 0,60 (8 H, t, SiICH.CH2CH2S:i), 0,52
(4 H, t, NCH,CH2CH2CH-Si), 0,17 (24 H, s, Si(CHs)2), -0,06 (6 H, s, SiCHs).

Sintesis de N;0:>-G3A:s.

Se prepara una disolucién en acetona de los siguientes compuestos: N,N-Bis(2-
hidroxietil)etilendiamina (1 eq.), dendrén Br-GsAs (2 eq.), K2COs3 (3 eq.) y Nal (2 eq.). La
disolucion se agita a 90 °C durante 4 h, posteriormente se filtra y se lleva a sequedad,
obteniendo el dendrimero 5 como un aceite amarillo soluble en cloroformo.
CasH176N202Si14 (1687,58 g/mol). '"H-NMR (CDCls): & 3,56 (4H, t, CH.OH), 2,57 (4 H, t,
NCH.CH20H), 2,54 (4 H, s, NCH.CH:N), 2,47 (4 H, m, NCH-CH>CH2CH:Si), 2,33 (8H,
s, CCH), 1,44 (4 H, m, NCH2CH>CH2CH.Si), 1,38 (24 H, m, SiCH,CH.CH.Si), 1,24 (4 H,
m, NCH>CH.CH>CH>Si), 0,64 (16 H, t, SICH.CH2CH-Si), 0,54 (32 H, t, SICH2CH2CH>Si),
0,44 (4 H, t, NCH.CH2CH2CH-Si), 0,11 (48 H, s, Si(CH3).), -0,11 (18 H, s, SiCHj3).

Ejemplo 6: Preparacion de dendrimeros carbosilano con grupos amino periféricos
via quimica click tiol-ino catalizada por Cu(l).

Sintesis de N,0>-G2(*NMe;HCI)s.

Se prepara una disolucion de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro (2,4 eq./alquino) en
una mezcla de MeOH/THF/H20 (1:0,5:0,5). A continuacion, se afade el dendrimero
N202-G2A4 (1 eq.) y DMPA (10 mol% grupos alquino). La reaccion se irradia con luz UV

durante 24 h. Después, se lleva a sequedad y el producto se purifica por didlisis en agua.

Sintesis de N202-G3(*NMe:HCI)1e.

Se prepara una disolucion de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro (2,4 eq./alquino) en
una mezcla de MeOH/THF/H20O (1:0,5:0,5). A continuacién, se afiade el dendrimero
N202-G3As (1 eq.) y DMPA (10 mol% grupos alquino). La reaccion se irradia con luz UV

durante 48 h. Después, se lleva a sequedad y el producto se purifica por dialisis en agua.

Ejemplo 7: Preparacion de dendrimeros carbosilano con grupos amino periféricos
via quimica click tiol-eno fotocatalizada
Sintesis de N20,-G2(NMezHClI)s.
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Se prepara una disolucién de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro (1,2 eq./vinilo) en
una mezcla de MeOH/THF/H20O (1:0,5:0,5). A continuacién, se afiade el dendrimero
N202-G2Vs (1 eq.) y DMPA (5 mol% grupos vinilo). La reaccion se irradia con luz UV

durante 8 h. Después, se lleva a sequedad y el producto se purifica por didlisis en agua.

Sintesis de N202-G3(NMe:HClI)e.

Se prepara una disolucion de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro (1,2 eq./vinilo) en
una mezcla de MeOH/THF/H20 (1:0,5:0,5). A continuacion, se afiade el dendrimero
N202-G3V1s (1 eq.) y DMPA (5 mol% grupos vinilo). La reaccion se irradia con luz UV

durante 12 h. Después, se lleva a sequedad y el producto se purifica por didlisis en agua.
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REIVINDICACIONES

1. Un dendrén carbosilano caracterizado por que consiste en:

un punto focal unido a un grupo alcano de una unidad ramificante inicial de
férmula (1), o una unidad terminal de férmula (Il); donde,

la unidad ramificante inicial esta unida mediante un atomo de silicio con entre 1
y 3 unidades ramificantes adicionales de férmula (I) o con entre 1 y 3 unidades
terminales de férmula (Il),

y donde cada unidad ramificante adicional estd unida mediante su atomo de
silicio con entre 1 y 3 unidades ramificantes adicionales de formula () repetidamente y

de manera concatenada, o con entre 1 y 3 unidades terminales de formula (ll);

— (CH2)n — Si— — (CH), - Si— Ty
I I
(R1)3-m (R2)3q
(1) Q)
donde n es un numero entero entre 1 y 4, m es un numero entero entre 1y 3y
corresponde al numero de unidades ramificantes de esqueleto carbosilano adicionales
o unidades terminales que se unen a un mismo atomo de silicio; R1 es un grupo alquilo
(C1-C4); p es un numero entero entre 1 y 4; g es un numero entero entre 1y 3; Rz es

un grupo alquilo (C4-C4); y T es un grupo alquino, preferiblemente acetileno (-CCH).

2. El dendrén carbosilano de acuerdo a la reivindicacion 1, que es seleccionado entre

Br-G2A; (férmula 1ll) y Br-G3A4 (férmula IV):
s

{_//gi/\,yi:

]
i Br—~~_SI

Br-G3A, ‘
Br-G2A, ///é'/ Zf,
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3. Un método para la sintesis de un dendrén carbosilano definido en la reivindicacion 1,
que comprende las siguientes etapas:

(a) disolver un dendron reactivo en éter dietilico;

(b) anadir bromuro de etinil magnesio a la disolucion obtenida en (a) y agitar a
400-800 rpm durante 12-18 horas a temperatura ambiente, hasta obtener una mezcla
que contiene el dendrén carbosilano; vy,

(c) purificar el dendrén carbosilano usando una solucion acuosa de NaCl para
lavar la mezcla obtenida en (b), secando a continuacion sobre MgSQs, filtrando y

llevando a sequedad.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde:

si el dendrén reactivo es Br-G2(SiCl), y se afaden 2,2-2,4 equivalentes de
bromuro de etinil magnesio por cada equivalente de dendrén reactivo en la etapa (a), el
dendron sintetizado es Br-G2A;; y

si el dendrén reactivo es Br-G3(SiCl)s y se anaden 4,4-4,8 equivalentes de
bromuro de etinil magnesio por cada equivalente de dendrdn reactivo en la etapa (a), el

dendron sintetizado es Br-G3As.

5. Un dendrimero carbosilano de férmula (V):
Nu-Dy
(V)

donde Nu representa un nucleo polifuncional, que es seleccionado entre un elemento o
un derivado polifuncional, unido al menos con dos dendrones carbosilano de manera
covalente;
donde D es el dendrén de acuerdo con la reivindicacion 1; o un dendrén carbosilano que
consiste en:
una unidad terminal de férmula (V1) o (VII), o una unidad ramificante inicial de esqueleto
carbosilano de férmula (1), donde la unidad inicial esta unida mediante su atomo de silice
con entre 1 y 3 unidades ramificantes adicionales de férmula (1), o con entre 1y 3
unidades terminales de formula (VI) o (VII), y donde
cada unidad ramificante adicional, esta unida mediante su atomo de silice con entre 1y
3 unidades adicionales de formula (l) repetidamente y de manera concatenada, o con
entre 1 y 3 unidades terminales de formula (VI) o (VII);
donde todas las unidades terminales son siempre de la misma formula; y
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donde x es un numero entero igual o superior a 2, que define el nUmero dendrones

unidos al nucleo del dendrimero;

— (CHz2)p — Si— [CH—-S — (CH2)n — N(R1)2
I I

° (R2)3q\CHz2 — S — (CH2)n — N(R1)2J 4
(V)
o — (CHz2), — Si— [CH2 — S — (CH2)n — N(Ri)2lq
|

(R2)3-q

(VII)

15 donde p es un numero entero entre 1y 4; g es un numero entero entre 1y 3; R2 es un
grupo alquilo (C+1-C4); n es un numero entero entre 1y 4; y Ry es un grupo alquilo (C+-
Ca).

6. El dendrimero carbosilano de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el dendrimero
20  es seleccionado entre N2O2-G2A4 (formula VIII) y N20O2-G3Ag (formula 1X):

! !

\

\—SIJ\/\/\N/—N/\/\,\SI/_// )

\éif Cg-l ?)H K\é,r

\ Il
N,0,-G2A,

Ve

VIl
Vi \
—Sl/— \\sf-

Lg

[_[;/\/li:

\_\SIJ\/\/\I\(—N/\/\/\SI
\\élivéiﬁ & o gng”
lS<I N202_G3A8 sz ‘
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(IX)

7. El dendrimero carbosilano de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la unidad

terminal es el compuesto de formula (VII).

5 8. El dendrimero carbosilano de la reivindicacion 7, donde el dendrimero es

seleccionado entre N202-G2(*NMe:)s (formula X) y N202-G3(*NMez)+s (formula XI).

* g

/NI N~ N~ j ~
S é/ E S
3§ 5

\\—\SrMﬂmé/iJ/
\Sf//J (ﬁ EH Lbsr

£ 3
N N20,-G2(*NMez2)s -
' g

PR PN

1,

(X)
“N- é\N/
5 i
. N}jéi'vxgi éNéii{'\(
ITIN \\_EF/\/\HM\ST[/ N
N_~g Si—/\/\Sfj C;* \OH iSiV}Si SNN\
st R
5\§I/ N202-G3(*NMez2)16 \SI’SS
“ g
10 2 RN
(X1)

9. El dendrimero carbosilano de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la unidad
terminal es el compuesto de férmula (VIII).

15
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10. El dendrimero carbosilano de la reivindicacion 9, donde el dendrimero es
seleccionado entre N2O2-G2(NMey)s (formula Xll) y N2O2>-G3(NMez)16 (formula XIil).
N N—

< :
éi giﬁswr\'l\

No~g~
s \_\SI\/\/\N—N/\/\/\SI[—[/

i s
7’} N20,-G2(NMe2)s {\1,

\ /

(XIN)

N_\S % é fN
M XE\ /Qéf S

\éiwi i é'/ '
T s s
\NNS\/\éi\/\éiﬁ (;-I %H KMéi\féiwsz/

J S

N s s Ly
N qu é N20,-G3(NMe2)16 \é SLNN

RN v

\ /

\
/N\/\S

(X1l

11. Un método para la sintesis de un dendrimero carbosilano N>O,-G2A4 de férmula
(VIll) o de un dendrimero carbosilano N2O»-G3As de férmula (IX) definidos en la
reivindicacién 6, que comprende:
(a) disolver, en acetona, 1 equivalente de N,N-Bis(2-hidroxietil)etilendiamina, 2
equivalentes de un dendron reactivo, 3 equivalentes de KoCOs y 2 equivalentes de Nal,
(b) agitar a 400-800 rpm la disolucién durante 2-4 horas a una temperatura de

90 °C;
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(c) filtrar y llevar a sequedad;
donde el dendrimero carbosilano es N2O,-G2A4 de formula (V) si el dendrén reactivo
es Br-G2A,, y donde el dendrimero carbosilano es N2O,-G3As de formula (IX) si el

dendrimero reactivo es Br-G3A,.

12. Un método para la sintesis de un dendrimero carbosilano N2O2>-G2(*NMe:)s de
formula (X) o de un dendrimero carbosilano N2O2-G3(*NMez)1s de formula (XI) definidos
en la reivindicacién 8, que comprende:

(a) disolver 2,4 equivalentes de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro por cada
grupo alquino en una mezcla de MeOH/THF/H20, en una proporcién 1:0,5:0,5;

(b) anadir 0,1 mol de 2,2-Dimetoxi-2-fenilacetofenona por cada mol de grupos
alquino y 1 equivalente de un dendrimero reactivo seleccionado entre N2O>-G2A4 o
N202-G3As;

(c) irradiar con luz UV (365 nm) durante 24-48 horas;

(d) llevar a sequedad y purificar mediante dialisis en agua;

y donde el dendrimero carbosilano es N2O.-G2(*NMe:)s si el dendrimero reactivo es
N20O,-G2As4, y donde el dendrimero carbosilano es N2O2-G3(*NMez)+6 si el dendrimero

reactivo es N2O2-G3As.

13. Un método para la sintesis de un dendrimero carbosilano N2O.-G2(NMe.)s de
féormula (XIl) o de un dendrimero carbosilano N2O>-G3(NMez)is de férmula (XIII)
definidos en la reivindicacion 10, que comprende:

(a) disolver 1,2 equivalentes de 2-(dimetilamino)etanotiol hidrocloruro por cada
grupo vinilo, en una mezcla de MeOH/THF/H20 en proporciéon 1:0,5:0,5;

(b) afadir 0,05 mol de 2,2-Dimetoxi-2-fenilacetofenona por cada mol de grupos
vinilo y 1 equivalente de un dendrimero reactivo seleccionado de N2O2-G2Vg 0 N2O2-
G3Vis;

(c) irradiar con luz UV (365 nm) durante 6-8 horas;

(d) llevar a sequedad y purificar mediante dialisis en agua;
donde el dendrimero carbosilano es N202>-G2(NMez)s de formula (XII) si el dendrimero
reactivo es N2O»-G2Vg, y donde el dendrimero carbosilano es N20>-G3(NMe2)s de

férmula (XIIl) si el dendrimero reactivo es N2O2-G3Ve.

14. Un nanoconjugado que comprende:

el dendrimero carbosilano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
26
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7 a 10, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo; y
una molécula biolégicamente activa, que es un acido nucleico;
donde el dendrimero carbosilano actua como vehiculo para el transporte y liberacion del

acido nucleico y donde el acido nucleico se libera en funcion del pH.

15. Una composicion farmacéutica que comprende el nanoconjugado descrito en la

reivindicacién 14 para su uso en medicina.

16. Una composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 15, que se

encuentra en una forma adecuada para su administracion topica, oral o parenteral.

17. Uso de un dendrimero carbosilano segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a

10, como vehiculo para el transporte y liberacion de moléculas biolégicamente activas.
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