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1. RESUMEN

La terapia génica consiste en utilizar genes para tratar o prevenir enfermedades. En la
actualidad es quizas junto a la inmunonoterapia una de las estrategias mas prometedoras en lo
que se refiere al tratamiento del cancer.

Los primeros transportadores de material genético que se ensayaron eran virus atenuados
y se denominaron vectores viricos pero presentaron altos niveles de toxicidad. Por esta razén
se recurrid a vectores no viricos y las primeras experiencias se llevaron a cabo con las
polietileniminas (PEls), que aunque presentaban menor toxicidad causaron reacciones
inmunoldgicas. Posteriormente las investigaciones se han encaminado al desarrollo de
materiales biocompatibles y biodegradables, entre los cuales se estd prestando especial
atencién a los polimeros derivados de carbohidratos, debido a sus inherentes propiedades de
biocompatibilidad y degradabilidad hidrolitica y enzimatica.

Este Trabajo Fin de Grado se centra en la preparacién de politriazoles catidnicos derivados
de los monosacdridos L-arabinitol y D-manitol. Se describe la sintesis y caracterizacion
estructural de los mondmeros, asi como de los polimeros precursores y de los catidnicos
conteniendo grupos amino protonables. Ademas los anillos de triazol también son susceptibles
de protonacion.

En primer lugar, se sintetizaron los mondmeros adecuadamente funcionalizados, como son
los dialquinil derivados y los diazido derivados, para posteriormente llevar a cabo las
reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cu (I), una de las denominadas reacciones
click, condecentes a los politriazoles. La generacion de los grupos amino protonables se llevo a
cabo mediante una metodologia anteriormente desarrollada en el grupo de investigacion
Carbohidratos y Polimeros, grupo donde se ha desarrollado este trabajo. Los politriazoles
cationicos pueden formar poliplejos mediante interacciones electrostaticas con los grupos
fosfato del ADN, que podrian actuar como vectores eficaces en el transporte celular y en el

proceso de transfeccidon genética.

Palabras clave: Politriazoles, terapia génica, polimeros biocompatibles, polimeros

biodegradables, quimica click.



2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El concepto de terapia génica se introdujo en 1963 como estrategia terapéutica, y desde
entonces se han estudiado diversos materiales para combatir desérdenes tanto hereditarios
como adquiridos. Este tipo de terapia, donde los acidos nucleicos son los agentes terapéuticos,
supone una alternativa a la quimioterapia cldsica, ya que permite sustituir o silenciar un gen
que se esté expresando de manera disfuncional (Xu y Yang, 2011). Por ejemplo, en los casos
hereditarios el procedimiento consistiria en introducir una copia normal del gen afectado
restaurando el correcto funcionamiento celular. En cambio, en las enfermedades adquiridas
como el cancer, el método consistiria en, ademas de introducir una copia normal, afadir la
supresion de la capacidad de sobreexpresidon de los genes afectados en células, siendo esta
accion anormal la causante de la enfermedad.

La primera vez que se aplicd este tipo de terapia fue en 1989, cuando se transfirid un gen
resistente a los linfocitos con inmunodeficiencia combinada severa (ICS) (Blaese y cols., 1995).
Se comprobd que el gen se habia incorporado y los niveles de células sanguineas se habian
normalizados. A partir de entonces, se aprobé el uso de la terapia génica en el tratamiento de
otras enfermedades, como en el tratamiento de [-talasemia en pacientes que no podian
acceder a un trasplante de médula compatible (Cavazzana-Calvo y cols., 2000 y 2010; Sheridan,
2011). Los trastornos adquiridos y genéticos como la fibrosis quistica, la esclerosis multiple, el
cancer, la hemofilia o enfermedades cardiovasculares entre otras, poseen caracteristicas
ideales para ser tratados mediante este tipo de terapia (Xuy Yang, 2011).

Sin embargo, la nueva terapia no estaba exenta de efectos secundarios graves,
constatandose la muerte de algunos voluntarios, asi como la aparicién de leucemia en los
pacientes tratados contra la ICS (Hacein-Bey-Abina y cols., 2008). Estos efectos se vincularon a
la toxicidad producida por los vectores empleados para el transporte y transfeccién del
material génico en estos ensayos (Branca, 2005).

Durante los ensayos clinicos se descubrieron riesgos importantes a tener en cuenta,
limitando la aplicacion de estas terapias (Nayak y Herzog, 2010). Por ejemplo, los vectores
viricos son potencialmente capaces de recombinarse con otros virus susceptibles de
replicacion pudiendo inducir respuestas inmunogénicas e inflamatorias, y en ocasiones
producir inserciones no deseadas en el genoma del hospedador (Nayak y Herzog, 2010;
Rosenberg y Schechter, 2000; Gansbacher, 2003).

Para conseguir el éxito con estas nuevas terapias, es necesario actuar intracelularmente, de

manera que el tamafio de los agentes transportadores es determinante para penetrar en las
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células. De hecho, se ha demostrado que las particulas grandes quedan retenidas en el higado
y el bazo antes de llegar a la diana terapéutica, mientras que las particulas con tamafio inferior
a 20 nm son eliminadas facilmente (Zhang y cols., 2013). Otra de las caracteristicas
importantes que deben presentar los transportadores es la capacidad para controlar la
liberaciéon de los agentes terapéuticos, lo que incrementaria la eficacia en la actividad
terapéutica buscada.

El espectacular desarrollo experimentado por la quimica de polimeros ha permitido acceder
a sistemas biodegradables y biocompatibles que responden a estimulos (pH, temperatura,
ambientes hipdxicos) y que pueden ser utilizados como sistemas de liberacion controlada,
actuando sobre dianas terapéuticas especificas.

En un principio, los agentes transportadores (vectores) empleados eran virus atenuados,
pero estos producian una elevada mutagenicidad e inmunogenicidad, de manera que se
trabajé en el desarrollo de sistemas de transporte de genes no viricos como polimeros
cationicos. Estos polimeros fueron capaces de formar complejos con ADN vy liberarlo en el

interior de las células facilmente, presentando una alta capacidad de expresion génica (Figura

1). Los primeros polimeros catidnicos empleados como vectores fueron polietiléniminas y poli-
L-lisina pero no eran biodegradables (Boussif y cols., 1995; Asayama y cols.,, 1997) vy
provocaron reacciones inmunes e interacciones no especificas con células y proteinas,
resultando ser aun mas tdxicas que los vectores viricos, tanto in vitro como in vivo. A causa de
estos inconvenientes, las investigaciones se dirigieron hacia la produccién de vectores como

los polisacdridos naturales que aunque no fueron tdxicos presentaron una baja expresion

genética (Mintzer y cols., 2009).
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Figura 1. Mecanismo basados en vectores catidnicos con capacidad de expresién génica (Xu y Yang,
2011).



Las reacciones de tipo click engloban una serie de reacciones que se caracterizan por una
metodologia sencilla, transcurren en condiciones suaves, presentan elevados rendimientos y
transcurren con regio y estereoselectividad (Such y cols., 2012). Este concepto de quimica click
fue introducido en 2001 por Sharpless y trata de imitar la obtencion natural de biomoléculas
mediante la unién de pequefias unidades a través de enlaces carbono-heteroatomo (Kolb y
cols., 2001).

La aportacién de las reacciones click a los nuevos métodos de sintesis (Kihara y cols., 2017)
ha supuesto un importante avance en el desarrollo de los materiales sintéticos para
aplicaciones especiales, especialmente en el campo de la biomedicina. Este tipo de reacciones
ha permitido obtener materiales poliméricos estructuralmente muy variados y que son
capaces de responder a estimulos, por ejemplo, cambios de pH, por lo que se les denomina
materiales inteligentes.

Una de las reacciones click mas estudiadas es la cicloadicion azida-alquino catalizada por Cu

(1) para la obtencion de 1,2,3- triazoles (Figura 2).

W=
N—R'
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R N=HN
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1.2 3-triazole

Figura 2. Cicloadicidn 1,3-dipolar de diazidas y alquinos (Himo y cols., 2005).

Las cicloadiciones azida-alquino catalizadas por cobre han contribuido a la sintesis de una
variedad de polimeros nanoestructurados sofisticados como dendrimeros, hiperramificados,
polimeros de injerto, tipo peine y estrella (Huo y cols.,, 2017). Las aplicaciones de estos
materiales abarcan procesos relacionados con autorreparacién adhesivos, dispositivos
optoelectrénicos, transportadores de farmacos y diagnéstico por imagen (Hugo y cols., 2017).

El control de la relacidén estequiométrica de mondmeros alquino/azida es un factor muy
importante en la obtencion de materiales funcionales basados en politriazoles para
aplicaciones como agentes de transfeccidn génica (Shiy cols., 2016).

Este tipo de reacciones también puede ser utilizada para la obtencidn de politriazoles
derivados de carbohidratos, de manera que los polimeros asi obtenidos sean biodegradables y
biocompatibles, limitando asi los efectos téxicos. Ademas la introduccidn de grupos disulfuro

en las cadenas poliméricas favorecera su reduccion en ambientes hipdxicos (como los que se



encuentran en tumores sdélidos) y facilitara la liberacién de ADN, favoreciendo la eficacia de la
transfeccion (Ahmed y Narain, 2013).

Sin embargo, aspectos como la heterogeneidad y polidispersidad que presentan los
polimeros, al contrario a otros sistemas definidos estructuralmente como las ciclodextrinas
(Ortiz y cols., 2011) hicieron que durante cierto tiempo dejaran de tener interés como vectores
no virales (He y Wagner, 2015).

Los materiales sintéticos biocompatibles y biodegradables desarrollados en las ultimas
décadas, han encontrado aplicaciones en dreas como la biomedicina, la ingenieria de tejidos, el
disefio de nuevos dispositivos médicos, la liberacién controlada, o la terapia génica, entre
otros. Los carbohidratos han contribuido en gran medida al desarrollo de este tipo de
materiales

El primer derivado de carbohidrato utilizado como vector no virico fue una poli-L-lisina
conteniendo galactosa a los receptores asialoglicoproteina incluidos en la membrana celular
de los hepatocitos (Wu y Wu, 1987; Wu y Wu, 1988). Tanto galactosa como manosa han sido
estudiadas como glicoligandos debido a la selectividad que presentan por las células de los
sistemas hepatico e inmune. La introduccidn interna de un PEI galactosilado por hepatocitos
(Figura 3) no es suficiente para alcanzar la especificidad ya que existen otros mecanismos
paralelos. Los glicoconjugados pueden ser reconocidos especificamente por los receptores de
las membranas celulares y otros receptores intracelulares, cuya expresion depende también

del estado en desarrollo de la célula (Bies y cols., 2004; Zhang y cols., 2010).
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Figura 3. Sintesis de PEI lactosilado.

El polisacarido mas estudiado como vector no virico es el quitosano. También se han
estudiado otros derivados de carbohidratos como transportadores de material genético
Reineke y Guan (Liu y cols., 2004; Metzke y cols., 2005), prepararon de manera independiente

una variedad de poliglicoamidoaminas (PGAAs) imitando la estructura lineal de las
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polietileniminas (PEI) (Figura 4) y de la poli-L-lisina (PLL). Estas PGAAs se estudiaron frente a
diversas lineas celulares y presentaron unos niveles de expresiéon génica comparables a los

obtenidos con las PEls, pero con perfiles de toxicidad mucho mas moderados.
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Figura 4. Poliglicoamidoaminas (PGAAs) del tipo PEI.

Srinivasachari y colaboradores (2006) presentaron una serie de glicopolimeros derivados de
trehalosa conteniendo muchos grupos amino protonables en las cadenas, lo que les permitio

interaccionar con ADN y formar complejos con plasmidos (Figura 5).

g HO HH
~ 0 H 0
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Figura 5. Politrizoles derivados de trehalosa (Srinivassachari y cols., 2006).

La reaccion click se ha utilizado para sintetizar polimeros catidnicos lineales degradables
por reducciéon de puentes disulfuro a través de la reaccidon de diazidas y dialquino-oligoaminas.

Estos forman poliplejos con los pldsmidos de ADN dado el tamafio de particula y las cargas
debido a la densidad de los grupos aminos. A mayor densidad de los grupos aminos en las
cadenas, normalmente hay mejor enlace al ADN, y mayor capacidad de condensacion,
obteniendose poliplejos de tamafio menor y mds cargas superficiales. Se comprobd también
gue cuanto menor era el tamafio de las particulas, mas estables resultaban durante la
incubacién (Wangy cols., 2011).

Los carbohidratos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y han supuesto

una importante fuente de materias primas renovables para el desarrollo de materiales
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poliméricos biocompatibles y biodegradables (Galbis y Garcia-Martin, 2008; Gandini, 2008).
Debido a la multifuncionalidad que presentan los monosacaridos, es necesario hacer uso de
grupos protectores de determinados grupos funcionales para poder utilizarlos como
mondmeros en las reacciones de polimerizacion. El grupo de investigacion Carbohidratos y
Polimeros del Departamento Quimica Organica y Farmacéutica de la Universidad de Sevilla,
grupo en el que se ha desarrollado este TFG, ha sintetizado una variedad de mondmeros como
acidos aldaricos, diaminas y alditoles a partir de monosacdridos asequibles como los acidos D-
y L-tartdrico, D- y L-arabinosa, D-xilosa, D-glucosa, D-glucitol, D-manitol y D-galactitol (Galbis y
cols., 2016). La Figura 6 muestra una seleccidon de alditoles frecuentemente utilizados en
reacciones de policondensacién y que también se pueden transformar en las correspondientes

diaminas (Galbis y cols., 2016).
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Figura 6. Alditoles frecuentemente utilizados como mondmeros en reacciones de policondensacion.

Los polimeros basados en monosacdridos mas ampliamente estudiados han sido los
polimeros de condensacién como poliamidas, poliésteres, poli(éster amidas), policarbonatos y
poliuretanos (Galbis y Garcia-Martin, 2010). Para muchos de ellos se ha demostrado su utilidad
como sistemas de liberacidon controlada de farmacos (Campifiez y cols., 2017) asi como su
degradabilidad tanto hidrolitica como enzimatica (Galbis y cols., 2016).

A partir de estos alditoles se han llevado a cabo modificaciones del PET
(polietilentereftalato) y del PBT (polibutilentereftalato) sustituyendo el etilenglicol y el
butilenglicol por unidades de alditol en diversas proporciones. El acido ftalico ha sido
reemplazado por unidades de acidos aldaricos de estructura biciclica (D-gluco y D-galacto)
(Galbis y cols., 2016). Los polimeros modificados con unidades de azucar, presentaron buenas

propiedades fisicas y mecanicas, siendo ademas degradables hidrolitica y enzimaticamente.
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Se ha demostrado que la hidrofilia aportada por las unidades de azucar en las cadenas
poliméricas es crucial para los procesos de degradacion. Asi los derivados de alditoles que
contenian mayor niumero de grupos metoxilo polares se degradaron mas rapidamente.

En este grupo de investigacion también se han obtenido politriazoles a partir de
monosacaridos convenientemente funcionalizados con grupos azida y alquino, Figura 7

(Hakkou y cols., 2015).
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- OH OR O OH OrR O
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93 or 94 96 R=Bn
50 °C
'BUOH/H,O
CuSQy,, sodium
ascorbate OR OR \/E
&H OR O
97 R=Me
98 R=Bn

Figura 7. Esquema de reaccidn poliadicidn azida y aglquino (Molina y cols., 2014).

El trabajo desarrollado en este TFG se desarrolla dentro de esta linea de investigacion
del grupo Carbohidratos y Polimeros, y se centra fundamentalmente en la sintesis de

politriazoles catidnicos, como se especifica en los objetivos.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo Fin de Grado es la sintesis de politriazoles catidnicos de
naturaleza biocompatible y biodegradable que puedan ser empleados como vectores en
terapia génica.

Concretamente los objetivos planteados para este trabajo son:

1. Sintesis de mondmeros bifuncionales que puedan ser empleados en reacciones de
polimerizacién y que presenten las siguientes propiedades:
- Biocompatibilidad y biodegradabilidad. Para conseguir que los polimeros finales que
sean biocompatibles y biodegradables los mondmeros de partida deben tener una
constitucién adecuada, para lo cual se emplearan derivados de carbohidratos. Los
mondmeros que aportan grupos disulfuro favoreceran la degradacion en medios
hipoéxicos.
- Estos mondmeros deben tener grupos funcionales reactivos adecuados para que
ocurran las reacciones de polimerizacién. En este caso se han seleccionado los grupos
azida y alquino terminales, que dardn lugar a reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares
tipicas de la quimica click.
- Para conseguir que los polimeros formen poliplejos con ADN, éstos deberan ser
policatidnicos. Por eso los mondémeros empleados deben presentar grupos
susceptibles de ser funcionalizados con grupos que se puedan protonar a un pH

adecuado (como los grupos amino). Los anillos de triazol también son protonables.

2. Sintesis de politriazoles:

Se llevard a cabo mediante reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar azido-alquino catalizadas
por cobre (1). Los anillos de triazol formados en estas reacciones formaran parte del esqueleto
de las cadenas poliméricas.

En la caracterizacion estructural de los monémeros y polimeros se emplearan las técnicas
espectroscopicas habituales como son IR y RMN, y los tamafios moleculares se determinaran
mediante GPC. Las propiedades térmicas de los nuevos polimeros se estudiaran mediante DSC

y TGA.
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4. METODOLOGIA Y PARTE EXPERIMENTAL
4.1.1. Métodos generales

Los reactivos comerciales utilizados se adquirieron en Sigma-Aldrich, Fluka, Merck y
Panreac, se utilizaron sin purificacion previa y se refrigeraron a 4 °C y mantuvieron bajo
atmoésfera inerte de argon cuando resultd preciso. Los disolventes se secaron y purificaron,
cuando fue necesario, siguiendo los métodos estandares. Las reacciones en atmésfera inerte
se llevaron a cabo bajo atmdsfera de argon.La determinacion de los puntos de fusidn se llevod a
cabo en un aparato de la casa Electrothermal®, en tubos capilares abiertos y estan sin corregir.
Los disolventes se evaporaron a presion reducida (0,1 - 20 mmHg) y a temperaturas inferiores
a 40 °C con la ayuda de un rotavapor. Los andlisis elementales cuantitativos se determinaron

en los laboratorios de microanalisis del servicio CITIUS, en la Universidad de Sevilla.

El seguimiento cualitativo de las reacciones se llevd a cabo por la cromatografia en capa
fina (c.c.f.). Se usaron cromatoplacas Merck de Silicagel 60 F,;; sobre aluminio de
aproximadamente 0,2 mm de espesor, eluyendo cada vez con los disolventes apropiados, y
comprobando la existencia de compuestos que presentan absorcién de luz UV mediante la
exposicién de las placas a una luz de A,.x = 254 nm. A continuacion se revelaron por inmersion
en una disolucion de acido fosfomolibdico en etanol al 3%, calentando la placa

posteriormente.

Los productos resultantes de las distintas reacciones se purificaron y separaron usando
columnas cromatograficas mediante la técnica “flash chromatography”. Como fase
estacionaria se empled Silicagel 60 de la marca Merck, con un tamafio de particula de 230-400

mesh ASTM. Los eluyentes utilizados se indican en cada caso.

Los espectros de absorcion en el infrarrojo se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro

JASCO FT/IR-4200 equipado con ATR (reflexién total atenuada).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protones (*H-RMN) se realizaron en
espectrofotometros Bruker AMX-300 (300,1 MHz) y AV-500 (500,13 MHz), disolviendo las
muestras en deuterocloroformo o dimetilsulféxido deuterado. Los valores de los

desplazamientos quimicos (8) se expresaron en ppm referidos al tetrametilsilano (SiMe,), y los
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valores de las constantes de acoplamiento (J) se refirieron en Hertzios (Hz). La multiplicidad de
las sefales se indica mediante las abreviaturas: s (singulete), d (doblete), dd (doble doblete), t

(triplete), m (multiplete).

Para el registro de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 se
emplearon los mismos equipos nombrados anteriormente a 75 MHz o 125 MHz,
respectivamente. La calibraciéon se realizd usando las senales de los disolventes como
referencias internas. Se realizaron experimentos DEPT-135 (Distorsionless Enhacement by
Polarization Transfer) para facilitar la interpretacién de las sefales. En ellos, los carbonos
primarios y terciarios aparecen como sefiales con fase positiva, los secundarios como sefiales
con fase negativa y los carbonos cuaternarios no aparecen. También se llevaron a cabo
experimentos de correlaciéon homonuclear (COSY 'H-'H) y de correlacidén heteronuclear

(HETCOR 'H-"3C).

Las cromatografias de permeacion en gel (GPC) se realizaron en un cromatégrafo Waters
1515 utilizando un detector de indice de refraccion Waters 2414 y equipado con dos columnas
StyragelR HR (7,8 x 300 mm) dispuestas en serie, termostatizado a 60 °C y usando N,N-
dimetilformamida (DMF) con bromuro de litio, grado HPLC, como fase mavil. El flujo empleado
fue de 1 mL min™ y la concentracién de los estandares y las muestras fue del 0,1% p/v. Los

pesos moleculares fueron estimados usando patrones de poliestireno.

Calorimetria diferencial de Barrido

Los termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se adquirieron en un
calorimetro DSC Q200 (TA Instruments) calibrado con indio. La cantidad de muestra empleada
fue de 4 a 6 mg. La velocidad del primer calentamiento/enfriamiento fue de 10 °C min™ bajo
un flujo de nitrégeno de 50 mL min™. Las temperaturas de transicion vitrea (Tq) se
determinaron a una velocidad de calentamiento de 20 °C min™” después de someter las

muestras a un enfriamiento rapido.
Los analisis termogravimétricos (TGA) se realizaron con una termobalanza SDT Q600

(TA Instruments) bajo atmoésfera de nitrégeno (flujo de 100 mL min™) a una velocidad de

calentamiento de 10 °C min™.
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4.1.2. Sintesis de mondmeros.

1,5-Di-O-tritil-L-arabinitol (2)

Ph, Ph OH
Ph\\KOW )"‘F’h
OH OH

A una disolucién de L-arabinitol (1) (3 g; 4,72 mmol) en piridina (110 mL) se le afiadié
cloruro de trifenilmetilo (Ph;CCl) (11 g; 39,45 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente
durante 15 dias al abrigo de la luz. Transcurrido el tiempo, se elimind el disolvente destilando a
presion reducida y el residuo obtenido se lavd con una mezcla de agua-diclorometano 1:1 (1 L).
La fase organica se lavo consecutivamente con una disolucidn de acido clorhidrico 1M (250 mL)
y una disolucién de sulfato de cobre 0,1 M (250 mL). Finalmente, los extractos organicos se
secaron con sulfato de magnesio anhidro, se eliminé el desecante y seguidamente se evaporo
el disolvente dando lugar a un sirupo amarillento que se purificd en columna cromatografica,
utilizando una mezcla de hexano y terc-butil metil éter (TBME) (1:1) como fase mdvil. El
producto final se secé a vacio, obteniéndose el compuesto 2 como un sdlido blanco (7,04 g,
56,14 %) de punto de fusién (p.f.) 70-72 °C, cuyas caracteristicas fisicas coinciden con las
descritas en la bibliografia (McCaig et al., 1994).

'H-RMN (CDCls, 500 MHz): & (ppm) 2,60 (sa, 1H, OH, Jou2= 5,7 Hz), 2,70 (bs, 1H, OH), 2,72
(d, 1H, OH, Jouns = 2,0 Hz), 3,25 (dd, 1H, H-5,, Jusansp = 9,5 Hz), 3,30 (dd, 1H, H-1,, Jy1.42= 6,0 Hz,
Juanin = 9,5 Hz), 3,36 (dd, 2H, H-1,/H-5p, Juipsz = 4,7 Hz), 3,61 (dt, 1H, H-3, Jouws= 1,6 Hz, Jupns
= Juzna= 6,7 Hz), 3,85 (m, 1H, H-2), 3,96 (m, 1H, H-4), 7,22-742 (m, 30H, Ph).

BC-RMN (CDCl5, 175 MHz): § (ppm) 64,8 (C-1), 66,0 (C-5), 69,4 (C-4), 71,5 (C-2), 72,1 (C-3),
87,0, 87,1 CPh3), 127,2, 127,9, 128,6, 143,5, 143,6 (Ph).

2,3,4-Tri-0O-alil-1,5-di-O-tritil-L-arabinitol (3)

Ph, Ph o

Ph\\KOW )“'Ph

59

Se pes6 hidruro de sodio (NaH) (1,45 g; 1,92 mmol) y se lavd con pentano seco (46,5 mL

x 3) bajo atmdsfera de argdn. A continuacion, se afiadio tetrahidrofurano (THF) seco (11,5mL)y
15



se adiciond, gota a gota, una disolucion del compuesto 2 (7 g; 11 mmol) en THF seco (46,5 mL),
bajo atmdsfera de argén, a 0 °C. La mezcla se agitd durante 1 h a 30 °C y posteriormente se
afiadié bromuro de alilo (3,15 mL, 36,45 mmol) y se dejé agitando durante 24 h a la misma
temperatura. Transcurrido este tiempo se afiadié metanol (5,38 mL) gota a gota y se agitd
durante 1 h mas a 30 °C. Tras dejar enfriar a temperatura ambiente, se evaporé el disolvente a
presion reducida y el residuo obtenido se tratdé con una mezcla H,0-CH,Cl, (1:1) (232 mL). La
fase orgéanica extraida se lavd con agua (58 mL) y se secé con MgSQ, anhidro. Finalmente, se
evaporé la fase orgdnica obteniéndose un residuo que se purificd6 mediante cromatografia en
columna utilizando una mezcla de TBME y hexano (1:9) como fase movil. El compuesto
esperado se obtuvo como un sélido blanco (5,92 g, 71,15%) de p.f. 66 °C [Lit. 65 - 66 °C (Ferris
y cols., 2011)].

'H-RNM (CDCl3, 300 MHz): & 3,10 (dd, 1H, H-5,, J = 4,2 y 10,2 Hz), 3,21 (dd, 1H, H-1,, J = 6,7
y 9,6 Hz), 3,41 (dd, 1H, H-1,, J = 5,5y 9,4 Hz), 3,48 (dd, 1H, H-5,, J = 2,4 y 10,2 Hz), 3,61-3,68
(m, 1H, H-4), 3,74-3,80 (m, 2H, CH,CH=CH,), 3,81-3,88 (m, 1H, H- 2), 3,9-3,96 (m, 1H, H-3),
3,96-4,02, 4,09-4,17, 4,2-4,3 (m, 4H, 2CH,CH=CH,), 4,76- 4,87, 5,07-5,14, 5,16-5,26 (m, 6H,
3CH=CH,), 5,31-5,47, 5,8-6,11 (m, 3H, 3CH=CH,), 7,18-7,56 (m, 30H, Ph).

C-RNM (CDCls, 75 MHz): § 62,5 (C-5), 62,9 (C-1), 71,6, 72,5, 73,8 (3CH,-CH=CH,), 77,8 (C-
3), 78,1 (C-2, C-4), 86,6, 87,1 (2CPhs), 116,5, 116,8 (3CH=CH,), 127,0, 127,1, 127,9, 128,0,
129,0, 144,2, 144,3 (Ph), 135,2, 135,3, 135,5 (3CH=CH2).

2,3,4-Tri-O-alil-L-arabinitol (4)

A una disolucién de acido p-toluensulfénico (p-TsOH) (3,05 g, 17,71 mmol) en una
mezcla de CH,Cl,-MeOH (1:1) (54 mL) se le adiciond, gota a gota, una disolucion del compuesto
3 (5,92 g, 21,76 mmol) en CH,Cl,-MeOH (1:1) (270mL), a temperatura ambiente y se mantuvo
la agitacion durante 22 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacciéon se neutralizd
afiadiendo bicarbonato sédico (NaHCO3) (5,33 g, 62,54 mmol) y se dejé bajo agitacion media

hora mds. Posteriormente, se evapord el CH,Cl, y parte del MeOH en el rotavapor, dando lugar
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a una suspension de sales, que se filtr6 a través de celita. Los filtrados obtenidos se
evaporaron a sequedad y el residuo resultante se purificé mediante columna de cromatografia
utilizando acetato de etilo (AcOEt) y hexano (1:2) como fase moévil. El producto 4 se obtuvo
como un liquido espeso (1,8 g, 84,11%), cuyas caracteristicas coincidieron con las descritas en
la literatura (Ferris y cols., 2011).

'H-RMN (CDCls, 300 MHz): & 2,29-2,50 (m, 2H, OH), 3,56-3,65 (m, 2H, H-2, H-4), 3,66- 3,89
(m, 5H, H-1,5, H-3, H-6,,), 4,00-4,29 (m, 6H, 3CH,CH=CH,), 5,12-5,34 (m, 6H, 3CH=CH,), 5,82-
6,01 (m, 3H, 3CH=CH,).

BC-RMN (CDCl;, 75 MHz): 8 60,8 (C-5), 61,7 (C-1), 71,2, 72,0, 73,7 (3CH,-CH=), 79,1, 79,2,
79,3 (C-2, C-3, C-4), 117,5, 117,6, 117,8 (3CH=CH,), 134,6, 134,8, 134,9 (3CH=CH,).

1,5-Diazido-1,5-didesoxi-2,3,4-tri-O-alil-L-arabinitol (5)

1

NW

A una disolucidn de trifenilfosfato (6,55 g, 25 mmol) en tetrahidrofurano (THF) seco (28

mL) en bafio de hielo a 0 °C se le adicioné gota a gota una solucién de dietillazocarboxilato
(DEAD) en tolueno al 40% (11,4 mL, 24,9 mmol) y se agité durante cinco minutos.
Posteriormente se afadid difenilfosforilazida (DPPA) (5,14 mL, 23,8 mmol) gota a gota v,
seguidamente, una suspension del compuesto 4 (1,54 g, 5,67 mmol) en THF (28 mL). Se agité
durante 3 h a temperatura ambiente y transcurrido este tiempo se evapord el disolvente en
rotavapor para dar lugar a un residuo naranja que se purificd por columna de cromatografia
empleando una mezcla de TBME/Hexano 1:5 como eluyente. El compuesto 5 se obtuvo como
un liquido incoloro (0,83 g, 45%).

IR:Vimax (cm™) 2101 (azida)

'H-RMN (CDCls, 500 MHz): § 3,21- 3-78 (m, 7H, H-1,, H-2, H-3, H-4, H-5,5), 3,86- 4,19 (m,
6H, CH,CH=CH,), 5,06- 5,28 (m, 6H, CH,CH=CH,), 5,74- 5,92 (m, 3H, CH,CH=CH,).

BC-RMN (CDCls, 175 MHz): 8 50,7, 51,7 (C-1, C-5), 71,4, 72,7, 73,9 (CH,CH=CH,), 78,1, 78,2,
78,5 (C-2, C-3, C-4), 117,6, 117,7 (CH,CH=CH,), 134,3, 134,5, 134,6 (CH,CH=CH,).
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Terc-butil(2-mercaptoetil)carbamato (10)
NHBoc
HS >~

A una disolucién de cisteamina (2 g, 26 mmol) en agua (30 mL) se le afiadié di-terc-
butildicarbonato (6,23 g, 28,7 mmol), poco a poco, y se agitdé durante 6 h a temperatura
ambiente. A continuacién la mezcla de reaccién se extrajo con CH,Cl, (120 mL x 3) y la fase
organica se secd con MgSQO, y evapord a sequedad para dar un residuo que se purificé en
columna de cromatografia utilizando una mezcla de TBME-hexano (1:2) como fase mdvil. El
compuesto deseado se obtuvo un liquido siruposo (2,24 g, 52%) con las mismas caracteristicas
que se describen en la literatura para este compuesto (Ferris y cols., 2012).

'H-RMN (CDCl;, 300 MHz): 6 1,34 (t, 1H, SH, J = 8,58 Hz), 1,45 (s, 9H, 3CH3), 2,58- 2,70 (m,
2H, CH,SH), 3,22-3,38 (m, 2H, CH,NH), 4,91 (bs, 1H, NH).
“C-RMN (CDCl3, 75 MHz): § 25,3 (CH,S) 28,6 (CHs), 43,8 (CH,N), 79,8 [C(CH)3)], 155,9 (CO).

4.3. Sintesis de politriazoles

Politriazol 1

)J\N/\/N\/\N)K(\N/Y:\_/\N,N\\N
H HoW=N o o6 =

Una suspensién del dialquino (8) (223,8 mg, 0,64 mmol) en una mezcla de terc-butanol-
agua 1:1 (1,84 mL) se afiadié sobre la diazida (5) (205,76 mg, 0,64 mmol). A continuacion se
agregd CuSO, (31,8 mg, 127,35 mmol) y ascorbato de sodio (50,51 mg, 0,255 mmol) y la
mezcla se agité a 50 °C durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se retird el sobrenadante y el
residuo se disolvié en la minima cantidad de dimetilsulféxido (DMSO) y se vertid gota a gota
sobre TBME frio (200 mL). El sdlido precipitado se filtré y se secd a vacio para dar lugar al
polimero PT1 como un sélido amarillo (318 mg, 74%).

M.,,82.729, M, 45.997M,,/M,1,8.

IR:Vimax (cm™) 1650 (amida 1), 1573 (amida I1).

'H-RMN (DMSO-dg, 500 MHz): § 1,36 (s, 9H, CHs), 2,58-2,80 (m, 6H, CH,N), 2,90-3,07 (m,
2H, CH;NHBoc), 3,53-4,38 (m, 9H,H-2,H-3,H-4, CH,CH=CH,), 4,39- 4,89 (m, 4H, H1,s, H6.s),
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4,91 5,42 (m, 4H, CH,CH=CH,), 5,8- 6,08 (m, 3H, CH,CH=CH,), 6,67 (sa, 1H, NHBoc), 8,41 (sa,
2H, NH cadena), 8,49- 8,63 (m, 2H, CH triazol).

BC-RMN (DMSO-ds, 175 MHz): & 28,2 (CHs), 36,8 (CH,NH), 50,3, 51,0 (C1-C6), 53,2
(NCH,CH;NH), 53,4 (NCH,CH,NHBoc), 70,3, 71,6, 72,7 (CH,CHCH,), 77,5 [C(CHs)s], 77,8, 78,0,
78,1 (C-2, C-3, C-4), 116,6, 116,9 (CH,CH=CH,), 127,2 (CH triazol), 134,4, 135,0 (CH,CH=CH,),
142,7, 142,8 (C cuaternario triazol), 155,6 (CO Boc), 159,6 (CO cadena).

TGA: T4: 202 °C (temperatura de descomposicidn asociada al 10 % de la pérdida de peso) y
Tes: 333 °C (maxima temperatura de descomposicién asociada al 90 % de la pérdida de peso).

DSC: T,: 80 °C.

Politriazol 2

A una suspension del dialquino (9) (202 mg, 0,78 mmol) en una mezcla de terc-butanol-
agua 1:1 (2,2 mL) se afiadié sobre la diazida (5) (252 mg, 0,78 mmol). A continuacidn se agregd
CuS0O, (38,94 mg, 155,96 mmol) y ascorbato de sodio (61,86 mg, 0,31 mmol) y la mezcla se
agitd a 50 °C durante 24 horas. El politriazol PT2 se aislé como un sélido marrén siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente (420 mg, 92%).

M, 28.416, M,26.629, M,,/M,1,1.

IR:Vmay (cm™) 1731 (CO).

Debido a la baja solubilidad que presentd este material en los disolventes deuterados
habituales, no fue posible obtener los correspondientes espectros de RMN.

TGA: T4: 154 °C (temperatura de descomposicion asociada al 10 % de la pérdida de peso) y
Tes: 289,95 °C (mdaxima temperatura de descomposicidon asociada al 90 % de la pérdida de
peso).

DSC: T,: 80,2 °C.
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Método general para la funcionalizacién de politriazoles mediante reacciones click tiol-
eno.

En un matraz de fondo redondo se introdujo el politriazol correspondiente PT1 o PT4 (200
mg), se sometid a 3 ciclos de argon/vacio y se le afiadié N’,N’-dimetilformamida DMF (2,5 mL)
hasta obtener una disolucién homogénea. A continuacion se afiadié el compuesto 10 (16 eq.)
y, poco a poco el catalizador azobisisobutironitrilo (AIBN, 0,8 eq. por grupo alilo), disuelto en
0,3 mL de DMF. La mezcla de reaccién se fue calentando poco a poco hasta 80 °C y se dejé
agitando 24 h a esta temperatura.

Finalmente, la mezcla se vertid poco a poco sobre dietil éter (250 mL) y el sdlido
precipitado se filtrd, se lavd con éter y se secd a vacio a 40 °C. Los polimeros PT3 y PT5 se

obtuvieron como sdlidos coloreados.

Politriazol 3

BocHNv\S

0 0
)J\N/\/NV\N)J\/\N/Y\;/\N/N\\N
H H =N OH/(-) \_i

S
BocHN™ "> Ss“\HBoc

Rto. 43%; M,,67.150, M,42.036, M,,/M,1,6.

IR:Vmax (cm™) 1690 (amida | Boc), 1657 (amida | cadena), 1573 (amida Il cadena), 1513
(amida I, Boc).

'H-RMN (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,36 (sa, CHs), 1,51- 1,89 (m, OCH,CH,CH,S), 2,27-2,81 (m,
SCH,CH,NH, OCH,CH,CH,S, CH;N), 2,89-3,17 (m, SCH,CH,NH, CH,NHBoc), 3,21-3,47 (m, CH,NH
cadena), 3,47- 4,37 (m, OCH,, H-2, H-3, H-4), 4,45- 4,88 (m, H-1, H-6), 4,93 5,38 (m,
CH,CH=CH,), 5,55-6,03 (m, CH,CH=CH,), 6,65 (sa, 1H, NCH,CH,NHBoc), 8,39 (sa, 2H, NH
cadena), 8,46- 8,70 (m, 2H, CH triazol).

BC-RMN (DMSO-ds, 175 MHz): § 27,4, 27,6 (OCH,CH,CH,S), 28,2 (CHs), 29,3, 29,5
(OCH,CH,CH,S), 30,8 (SCH,CH,NH), 36,8 (NCH,CH,NH), 38,4 (NCH,CH,NHBoc), 39,9
(SCH,CH,NH), 50,3, 50,6, 50,9 (C-1, C-6), 53,2, 53,5 (NCH,CH,NH), 70,3, 71,6, 72,7 (OCH,), 77,5
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[C(CH3)s], 77,8, 78,0, 78,2 (C-2, C-3, C-4), 116,7, 116,8, 116,9 (CH,CH=CH,), 127,2, 128,7 (CH
triazol), 134,5 (CH,CH=CH,), 142,8 (carbdn cuaternario triazol), 155,4, 155,6 (CO Boc), 159,62
(CO cadena).

Politriazol 5

Rto. 47 %; M,,59.954, M,,43.189, M,,/M,1,4.

IR:Vmax (cm™) 1748 (CO acetilo), 1698 (amidal, NHBoc), 1519 (amidall, NHBoc).

'"H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,36 (s, 27H, CH;Boc), 1,63-1,80 (m, 6H, OCH,CH,CH,S),
1,88, 2,08 (2s, 12H, OCOCH;), 2,39-2,61 (m, OCH,CH,CH,S, SCH,CH,NH), 2,97-3,13 (m, 6H,
SCH,CH,NH), 3,46- 3,91 (m, 9H, OCH,CH, CH,S, H-2’, H-3’, H-4’), 4,19-4,84 (m, 8H, H-1,/,, H-6,,
H-1",, H-5ap), 5,16-5,45 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5), 6,81 (sa, 3H, NHBoc), 8,77 (s, 2H, CH
triazol).

BC-RMN (DMSO-ds, 175 MHz): § 20,1, 20,6 (OCOCHs), 27,6 (OCH,CH,CH,S), 28,2 (CH3Boc),
29,6, 29,7, 29,8 (OCH,CH,CH,S), 30,7 (S,CH,CH,NH), 39,9 (SCH,CH,NH), 49,1 (C-1, C-6, manitol),
63,5, 64,5 (C-1’, C-5' arabinitol), 68,1, 68,4 (C-2, C-3, C-4, C-5 manitol), 69,5, 70,4
(OCH,CH,CH,S), 77,3, 78,4 (C-2’, C-3’, C-4’, arabinitol), 77,6 (C cuaternario Boc), 130,0 (CH
triazol), 138,6 (C cuaternario triazol), 155,4 (CO Boc), 160,0 (CO cadena), 168,8, 169,7
(OCOCHSs).

Procedimiento general de N-desproteccion de los politriazoles

A un matraz conteniendo PT3 o PT5 (100 mg, 0,083 mmol y 150 mg, 0,115 mmol,
respectivamente) se le afiadié cloruro de hidrégeno 4N en dioxano seco (8,3 mLy 8,6 mL
respectivamente) y se agité 6 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo la mezcla
obtenida se filtrd, el sdlido obtenido se lavd con TBME y se secé a vacio durante 24 h para dar

lugar a los correspondientes politriazoles cationicos PT6 y PT7.
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Politriazol 6

| sl

-n

Rto. cuantitativo

IR:Vmax (cm™) 2927 (NH,), 1648 (amida 1), 1573 (amida Il).

'H-RMN  (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,50-1,92 (2m, OCH,CH,CH,S), 2,32-2,85 (m,
OCH,CH,CH,S), 2,88-3,17 (CH,NH,), 3,27-4,35 (m, SCH,CH,NH,, CH,N, CH,NH, OCH,, H-2, H-3,
H-4), 4,42-4,92 (m, H-1, H-6), 4,98-5,42 (m, CH,CH=CH,), 5,54-6,05 (m, CH,CH=CH,), 8,25 (sa,
NH,"), 8,56 (sa, NH), 8,86 (s, CH triazol).

BC-RMN (DMSO-ds, 175 MHz): § 27,3 (OCH,CH,CH,S), 29,0, 29,5 (OCH,CH,CH,S), 33,2
(SCH,CH,NH,), 37,8 (SCH,CH,NH,) 38,4 (NCH,CH,NH,), 49,4 (NCH,CH,NH), 50,6 (C-1, C-6), 51,6
(CHy;N), 70,5 (OCH,CH,CH,S, OCH,CH=CH,), 78,1, 786 (C-3, C-4, C-5), 116,6, 118,8
(OCH,CH=CH,), 127,7 (CH triazol), 134,2 (OCH,CH=CH,), 142,2 (C cuaternario triazol), 160,3,
160,5 (CO).

Politriazol 7

o) 9/\) o) OAc OAc
PN ' )K(\N/\_/H/-\/N/ N
]

e} OV\ N—N Ac(:) AcO

Rto. cuantitativo

IR:Vmax (cm™) 2952 (NH,), 1746 (CO acetilo), 1733 (CO cadena).

'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,68-1,83 (m, 6H, OCH,CH,CH,S), 1,90, 2,14 (2s, 12H,
OCOCH;), 2,54-2,66 (m, 6H, OCH,CH,CH,S), 2,69-2,81 (m, 6H SCH,CH,NH), 2,88-3,00 (m, 6H,
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CH,NH,), 3,50-3,96 (m, 9H, OCH,CH,CH,S, H-2’, H-3’, H-4’), 4,19-4,93 (m, 8H, H-1,, H-6,/, H-
1" .p, H-6"4p), 5,14-5,49 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5), 8,22 (sa, 6H, NHs"), 8,93 (s, 2H, CH triazol).

BC-RMN  (DMSO-dg, 175 MHz): & 20,3, 20,7 (OCOCHs), 27,3 (OCH,CH,CH,S), 27,7
(SCH,CH;,NH,), 29,5 (OCH,CH,CH,S), 38,4 (CH,NH), 50,0 (C-1, C-6), 63,7, 64,5 (C-1’, C-5'), 68,1,
68,4 (C-2, C-3, C-4, C-5), 69,5, 70,3 (OCH,CH,CH,S), 76,9, 78,4 (C-2’, C-3’, C-4’), 130,2 (CH
triazol), 138,5 (C cuaternario triazol), 160,1 (CO cadena), 168,9, 169,8 (OCOCHs).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1. Sintesis y caracterizacion de monémeros

En primer lugar, se describe la sintesis de mondmeros difuncionales con el fin de obtener
politriazoles por reacciones de acoplamiento azida-alquino.

A partir de L-arabinitol se sintetizé el mondmero 5 segun se indica en el Esquema 1. Se hizo
reaccionar L-arabinitol con cloruro de trifenilmetilo, utilizando como disolvente piridina. Como
resultado de esta reaccion se obtuvo el correspondiente derivado 2, con los hidroxilos
primarios protegidos, como un sdlido blanco de punto de fusién 70 °C y un rendimiento del
56,14%. El tratamiento de este compuesto con bromuro de alilo en presencia de hidruro
sddico, condujo al 2,3,4-tri-O-alil-1,5-di-O-tritil-L-arabinitol (3), como un sélido blanco con un
rendimiento del 71,15%. El compuesto 3 se tratdé con acido p-toluensulfénico en MeOH, para
eliminar los grupos trililo, dando como resultado el 2,3,4-tri-O-alil-L-arabinitol (4), cuyas
caracteristicas fisicoquimicas coincidieron con las descritas en la literatura, a pesar de que el
método de preparacién no fue el mismo que se indica en la literatura (Ferris et al., 2011).
Finalmente, el compuesto 4 se tratd con trifenilfosfina, utilizando THF como disolvente y a la
que se afiadié DEAD y DPPA gota a gota. Finalmente se agité durante 3 h a temperatura
ambiente. La diazida deseada (5) se obtuvo como un liquido ligeramente coloreado con un

rendimiento del 40%.

OH
= Ph._ Ph OH Ph
HO/Y\;/\OH . Ph“xo - . O);Ph
OH OH oH oH
L-arabinitol 2
: J J
Ph Ph o Ph o
2 _b Ph\‘KO/Y\;/\O)zE o HOWOH
o O O O
ShEEE

0 4

s —21 > Ns/Y\;/\Ns

o O
3
5

Esquema 1. Sintesis de los mondmeros. a) Ph;CCl, Py; b) Bromuro de alilo, NaH, THF, 30 °C; c) p-
TsOH, CH,Cl,-MeOH, d) (PH3)P/THF, DEAD, DPPA, 0°C.
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Todos los compuestos sintetizados se caracterizaron por infrarrojo (IR:Vma) Y RMN (*H y **C)
observandose las sefales esperadas. Los espectros de RMN obtenidos para los productos 2-4
coincidieron con los descritos en la literatura para estos compuestos.

Para el compuesto 5 en el espectro ‘H-RMN se puede observar desde & 3,21 a 3,78 ppm un
multiplete caracteristico de los protones unidos a éxigeno formando parte de los grupos
protectores. A & 5,28 y 5,92 se encuentran las sefiales debidas a los protones alilicos de los
grupos funcionales introducidos en el aztcar. Por otro lado, en el espectro de *C-RMN se
pueden ver las sefales correspondientes a los carbonos de esos protones mencionados
anteriormente a 6 71,4, 72,7, 73,9, 117,6, 117,7, 134,3, 134,5 y 134,6 ppm. El espectro de
masas de este compuesto mostré un valor del pico base de 399,1 ppm, lo que corresponde al
i6bn molecular de compuesto 5 junto con el ién sodio. Toda esta informacion nos indica que se

ha incorporado el grupo azida al azucar tal y como se esperaba.

El mondmero 5 se hizo reaccionar con los monémeros 8 y 9 (Esquemas 2 y 3). Los
mondmeros 8 y 9 habian sido previamente sintetizados en el grupo de investigacion

(resultados no publicados) para obtener los politriazoles PT1y PT2 (Esquema 5).

NHz/\N/\/NH2 NHz/\N/\/NHz

L

NH, NHBoc
6 7

0] b H

O
o~ “OH

Acido propislico

Esquema 2. Sintesis del mondmero 8. a) (Boc),0, dioxano; b) DCC, CH,Cl,, 0 °C.

O

O
XX + HO S X
- = o \H/O\/\S/S\/\o)\\
Acido propidlico 2,2’ -ditiodietanol o N
9

Esquema 3. Sintesis del monémero 9. a) Tolueno, p-TsOH, calor.
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El compuesto 10 se obtuvo a partir de la cisteamina por reaccidon con butoxicarbonil
dicarbonato segun la metodologia descrita (Ferris y cols., 2012) segin se muestra en el
Esquema 4. Las reacciones tio-eno de 10 sobre los PT O-alilados condujeron a los politriazoles

precursores de los PT catidnicos (Esquema 6).

Esquema 4. Sintesis del compuesto 10.

5.1.2. Sintesis y caracterizacion de politriazoles

Se han preparado los politriazoles PT1 y PT2 mediante la reaccidon de cicloadicion 1,3-
dipolar azida-alquino catalizada por cobre (I) de diazido derivado de L-arabinitol (5) y los
mondmeros 8 y 9, respectivamente. Para estas reacciones se empled una mezcla de terc-
butanol-H,0 1:1, y se calenté a 50 °C, durante 24 h, en presencia de CuSQO,-5H,0 y ascorbato
sodico para generar in situ el agente catalizador [Cu (1)] (Esquema 5).

De esta manera, se obtuvieron los politriazoles PT1 y PT2 con rendimientos del 74 y 92%,

taoc f
R N N /Y\/\

a
X0 o NF )/)/

& PT1
|
5

O (0]
9 Io) N N
 EEE—
: | H

PT2
Esquema 5. Sintesis PT1 y PT2. a) CuSO,-5H,0, ascorbato sédico, terc-butanol-H,0 1:1.

respectivamente.
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Los cromatogramas obtenidos por Comatrografia de Permeacién en Gel (GPC) de los
politriazoles mostraron pesos moleculares promedio en peso de 82.729 y 28.036 g/mol,
respectivamente, y polidispersidades muy bajas, lo que indica que las cadenas formadas son

muy homogéneas en cuanto a su tamafio (Tabla 1).

Tabla 1. Pesos moleculares y polidispersidad obtenidos mediante GPC.

Politriazol M, Mn Polidispersidad
PT1 82.729 45.997 1,8
PT2 28.036 26.471 1,1

Peso molecular promedio en peso (M,,) (g mol'l) y en numero (M,) y polidispersidades medidos en
DMF/LiBr, como fase mavil frente a estandares de poliestireno.

El siguiente paso propuesto seria introducir grupos amino protonables (procedentes del
compuesto 10) en las cadenas para que estos puedan interaccionar con las cargas negativas
del ADN y formar los complejos de polimeros (poliplejos) que mas tarde se convertirdn en
compuestos usados en la transfeccion genética.

El politriazol PT2 resulté ser poco soluble en los disolventes deuterados habituales para
poder confirmar su estructura por RMN. El grupo de investigacion seguird trabajando sobre
este compuesto debido al interés estructural que presenta.

El politriazol PT4 habia sido obtenido previamente en el grupo de investigacion. En este TFG
se ha procedido a la adicidn del derivado de cisteamina (Esquema 6) y posteriormente a la
desproteccidon de los grupos N-Boc (Esquema 7) como se expone a continuacién.

Los polimeros PT1 y PT4 se sometieron a tres ciclos de argon/vacio y se les afiadi6 DMF.
Después se les afiadid el compuesto 10 derivado de la cisteamina, poco a poco se adiciond
AINB en DMF. Finalmente la mezcla se calentd a 80 °Cy se agitd durante 24 h. Transcurrido ese
tiempo, las mezclas se precipitaron en éter, se lavaron con mas éter y los sélidos obtenidos se
secaron a vacio a 40 °C (Esquema 6). Asi, se obtuvieron los politriazoles PT3 y PT5 con

rendimientos del 43 y 47%, respectivamente.
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Esquema 6. Sintesis PT3 y PT5. a) DMF, AIBN, 80 °C.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear mostraron las sefiales esperadas para PT3
Y PT5. Asi, en el espectro de protones del compuesto PT3, se observaron sefiales a 6 2,89-3,17
ppm correspondientes al grupo CH,NHBoc. La sefial  3,21-3,47 ppm se identific6 como CH,NH
de la cadena. Esto lo podemos observar también en el espectro de IR, donde las bandas 1690 y
1513 cm™ corresponden a las amidas | y Il del grupo Boc. Por otro lado encontramos sefiales de
las amidas de la cadena en 1657 y 1573 cm™.

En el espectro de carbono-13 en las sefiales & 30,8 se asignan a SCH,CH,NH vy la sefial 6 38,4
ppm a NCH,CH,NHBoc.

Los cromatogramas obtenidos por Comatrografia de Permeacidon en Gel (GPC) de los
politriazoles mostraron pesos moleculares promedio en pesos de 42.036 y 43.189 g/mol,

respectivamente, y polidispersidades bajas (Tabla 2).

Tabla 2. Pesos moleculares y polidispersidad obtenidos mediante GPC.

Politriazol Mw Mn Polidispersidad
PT3 67.150 42.036 1,6
PT5 59.954 43.189 1,4

Peso molecular promedio en peso (M,,) (g mol'l) y en numero (M,) y polidispersidades medidos en

DMF/LiBr, como fase mévil frente a estandares de poliestireno.
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Posteriormente se procedié a la desproteccién de los grupos amino por tratamiento con
cloruro de hidrégeno en dioxano seco durante 6 h, obteniéndose asi los PT6 y PT7 catidnicos
segln se indica en el Esquema 7.
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o f
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¢} o\/\ N=N AcO AcO

PT7

Esquema 7. Sintesis de PT6 y PT7.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear mostraron las sefiales esperadas para los
PT6 Y PT7. Asi, en el espectro de protones del compuesto PT6, se observaron sefiales
asignadas a CH, contiguos a nitrégenos a 6 2,88 a 3,17, de 3,27 a 4,35 ppm. A 5 8,25 ppm se
pudo observar un singulete ancho correspondiente al grupo amino. En la descripcidn del
espectro que se expone en la parte experimental de este trabajo no estd recogida la sefial a o
2,32-2,85 ppm debido a que los protones de CH, unidos a azufre, aparece solapada con la
sefial debida al agua contenida en el DMSO-d; . El andlisis de los espectros bidimensionales de
correlacién heteronuclear 'H-"*C confirmé este solapamiento de sefiales. En el espectro de
carbono-13 se observaron también las senales debidas a los carbonos del anillo de triazol,
apareciendo la sefial correspondiente al CH a & 127,7 ppm y la del carbono cuaternario a o
1422 ppm. En los espectros IR se observé la banda de absorcién a 2927 cm™ correspondiente a

amina primaria.
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En el caso del compuesto PT6 se observaron las sefiales de los protones de los grupos del
compuesto derivado de la cisteamina, el compuesto 10 a desplazamientos similares a los
registrados para PT7. De la misma manera aparece un singulete ancho a 6 8,22 ppm para el
proton del anillo de triazol. Para este polimero se observa también un multiplete a 6 2,88-2,66
ppm debido a los protones de los NH;" que demuestran que estan desprotegidos los hidroxilos
secundarios del azlcar. La desproteccién se observa también se ponen de manifiesto en el
espectro de carbono, donde aparece una sefial en torno a 6 38,4 ppm para el CH, contiguo a
los NH;". En este espectro de carbono-13 también se observan las sefiales correspondientes a
los carbonos del anillo de triazol a & 130,2 ppm para el CH y a 6 138,5 ppm para el carbono
cuaternario. Confirmamos la desapariciéon del grupo Boc y con ello la desproteccidon del
compuesto. El IR no presenta bandas de carbamato de los grupos Boc.

Investigaciones futuras del grupo de investigacion estudiaran la toxicidad y perfiles de
seguridad de estos nuevos materiales y sus aplicaciones como posibles agentes de transfeccidon

génica.
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6. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Grado se ha preparado un nuevo mondmero derivado del
monosacarido L-arabinitol conteniendo grupos azida y los grupos hidroxilo secundarios

funcionalizados con grupos O-alilo.

A partir de este nuevo mondmero y otros mondmeros previamente sintetizados en el
Grupo de Investigacidon, se han obtenido politriazoles precursores de otros politriazoles

cationicos.

Los nuevos politriazoles se han preparado mediante reacciones de cicloadicién 1,3-

dipolares catalizadas por Cu (l) con diferentes derivados dialquinicos.

La presencia de L-arabinitol y D-manitol, en las cadenas poliméricas de los nuevos
materiales debe facilitar la biodegradabilidad de los nuevos materiales. Los politriazoles que
presentan grupos disulfuro pueden favorecer la degradacién del polimero en ambientes

hipéxicos.

Los nuevos politriazoles se han obtenido con buenos rendimientos, elevados pesos
moleculares, bajas polidispersidades y han sido caracterizados mediante técnicas las
espectroscopicas Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear. También se han determinado los

tamafios moleculars mediante GPCy se ha realizado el estudio de estabilidad térmica.

Los polimeros policatidonicos son hidrosolubles, caracteristica importante segun los

objetivos de este TFG para formar poliplejos con ADN.

Los estudios toxicidad, perfiles de seguridad y transfeccion serdn continuados por el grupo

de investigacion.
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8. ANEXO: ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Ac: Acetato

AcOEt: Acetato de etilo.

ADA: Adenosina desaminasa.

ATR: Attenuated Total Reflection.

Boc: terc-butildicarbonato.

‘BuOH: terc-butanol.

c.c.f.: cromatografia de capa fina.

CDCl;: cloroformo deuterado.

CH,Cl,: diclorometano.

CuSO,: sulfato de cobre.

d: doblete.

dd: doble doblete.

dt: doble triplete.

DCC: N,N’-diciclohexilcarbodiimida.

DEAD: dietillazocarboxilato.

DPPA: difenilfosforilazida.

DEPT-135: Distorsionless Enhacement by
Polarization Transfer.

DMF: N’,N’-dimetilformamida.

DMSO: dimetilsulfoxido.

DMSO-dg: dimetilsulfoxido deuterado.
ESI-MS:  Electrospray lonization Mass
Spectrometry.

FTIR: Fourier  Transform Infrared
Spectroscopy.

GPC: Gel Permeation Chromatography.

HCI: acido clorhidrico.

H,0: Agua.
HPLC: High Performance Liquid
Chromatography.

Hz: hertzios
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ICS: inmunodeficiencia combinada severa.
IR: infrarrojo.

J: constante de acoplamiento.

Lit.: literatura.

m: multiplete.

M.,,: peso molecular promedio en peso.
M,,: peso molecular promedio en nimero.
M.,./M,: polidispersidad.

MeOH: metanol.

MHz: megahertzios.

MgSO;,: sulfato de magnesio.

mmHg: milimetros de mercurio.

MsCl: cloruro de mesilo.

m/z: relacion masa-carga.

NaHCOs: bicarbonato de sodio.

NaH: hidruro de sodio.

NaNj;: azida de sodio

Na,SO,: sulfato de sodio.

PBT: polibutilentereftalato.

PEIl: polietilenimina.

PET: polietilentereftalato.

p.f.: punto de fusion.

PGAAs: poliglicoamidoaminas.

Ph;CCl: cloruro de trifenilmetilo.

PLL: poli-L-lisina.

ppm: partes por millén.

PT: politriazol.

p-TsOH: acido p-toluensulfénico

Py: piridina.

'H-RMN: Resonancia Magnética Nuclear de

protones.



BC-RMN: Resonancia Magnética Nuclear
de carbono-13.

Rto.: rendimiento.

s: singulete.

SiMe,: tetrametilsilano.

t: triplete.
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TBME: terc-butil metil éter.
THF: tetrahidrofurano.

0: desplazamiento quimico.
A: longitud de onda.

Vmax: NUmero maximo de onda.



