UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
FACULTAD DE QUIMICA

SC

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

GRADO EN QUIMICA

SINTESIS ACELERADA DE DENDRIMEROS
MEDIANTE CICLOADICION TERMICA
AZIDA-ALQUINO

Curso 2013/2014
Samuel Parcero Bouzas

Septiembre 2014



El presente trabajo se ha realizado en el Centro Singular de Investigacion
en Quimica Biologica y Materiales Moleculares (CiQUS).

C/ Jenaro de la Fuente s/n (esquina con Avda. Mestre Mateo)

Campus Vida

Universidad de Santiago de Compostela

15782 Santiago de Compostela

Espania

D. RICARDO RIGUERA VEGA, Catedratico Titular del
Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Santiago de
Compostela y D. EDUARDO FERNANDEZ MEGIA, Profesor Titular de

Quimica Orgénica en la Universidad de Santiago de Compostela.

INFORMAN: Que Don Samuel Parcero Bouzas realizé el trabajo
titulado “Sintesis Acelerada de Dendrimeros mediante Cicloadicion
Térmica Azida-Alquino” bajo nuestra direccidén en el Departamento de
Quimica Organica de la Universidad de Santiago de Compostela,
dedicando a su ejecucion un tiempo superior al minimo legal requerido;
autorizando, por lo tanto, a su presentacion como Trabajo de Fin de Grado

en Quimica.

Santiago de Compostela a de Septiembre de

Fdo. Ricardo Riguera Vega Fdo. Eduardo Fernandez Megia



ABREVIATURAS

5

ML
AAC
ADN
ARN
°C

CuAAC

Da
DCC
DD
DIC
DMSO
DSC
EDC
eq
F.D.A.

HPLC

Hz

mg
mmol
mL

PEG

Desplazamiento quimico expresado en ppm
Microlitros

Azide-Alkyne Cycloaddition

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Grados Centigrados

Cuartete

Cu(l)-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition
Doblete

Dalton

N,N'-diciclohexilcarbodiimida¢

Drug Delivery
N,N'-diisopropilcarbodiimida
Dimetilsulfoxido

N,N-Disuccinimidyl carbonate
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
Equivalentes

Food and Drug Agency

Gramos

Horas

High Performance Liquid Chromatography
Hertzios

Infrarrojo

Constante de acoplamiento

Molar

Multiplete

Miligramos

Milimoles

Mililitros

Polietilenglicol



PIC
ppm

Py
PyBrop

RMN

t.a.

Polyion Complex

Partes por millon

Piridina

Bromotripyrrolidinophosphonium hexafluoropphosphate
Quintuplete

Resonancia Magnética Nuclear

Singulete

Triplete

Temperatura ambiente



INDICE

L. ABSTRACT oottt 6
2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES ....cooviiiieiieeirereeeeess et 7
2.1, DENDRIMEROS........coooitiiietieeietieeteesesiesiese s esss st sen st ensssss et anesans e 7
2.2. SINTESIS DE DENDRIMEROS .......ccoiiiiiresiieeeseeseseeesessiesesissessssenes 8
2.3. COPOLIMEROS DE BLOQUE PEG-DENDRIMERO........c.ccccocvvvnenn. 10
2.4. SINTESIS DE COPOLIMEROS DENDRITICOS......cccovvveeeireeeenine. 13
2.5. APLICACIONES DE LOS COPOLIMEROS DE BLOQUE PEG-
DENDRIMERO. ..ottt 14
2.6. QUIMICA “CLICK? .....oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 16
3. OBJIETIVOS oottt sttt 20
4. PARTE EXPERIMENTAL ...cooiveiiisieieeeeeesee ettt senssseesessenens 21
4.1, MATERIALES ..ottt 21
4.2. PROCEDIMIENTO GENERAL ......cccooiveieeeeeeseeeeeseeees s 22
4.2.1. Sintesis de la unidad de repeticion (3) .......ccccoevveviivievieie e 22
4.2.2. Sintesis del carbonato activo (5)......ccccccevveviiiieiicic e 22
4.2.3. Sintesis de 3-azidopropilamina (7)......c.cccceeeevevieeiie i 23
4.2.4. SintesiS PEG-HNKEF (8).....cccciiiiiiieie et 23
4.25. Sintesis PEG-[G1]-Cl (9)....vvverreeieerriieeeeeesesieessesissssesessesssnessensenens 24
4.2.6. Sintesis PEG-[G1]-N3(10).....c..cccrvrrirerrireriessiereeesseeissssesesssssnessessssens 25
4.2.7. Sintesis PEG-[G2]-Cl (11)...vveieeeeeeereeeeeseeeeeeeesseeesssesessesesnessenesnens 26
4.2.8.  SiNtesisS PEG-[G2]-N3 (12)....coviiieieieieieee et 27
4.2.9. Sintesis PEG-[G3]-Cl (13) . .ciiiiieiiiieiee et 28
4.2.10. Sintesis PEG-[G3]-N3 (14) . ..coiiieeiee e 29
4.2.11. Procedimiento general para la sintesis de la unidad de repeticién con
LT F= (o =0T 1] o F- VO 30
5. RESULTADOS Y DISCUSIONES.......cocciimiieiiesterieeeeeeesesesees s, 31
5.1. CONSIDERACIONES........cocoviiiieiieeieseseeeseeesess st 31
5.2. SINTESIS DE LA UNIDAD DE REPETICION......c.cccooovveveeeeeeeeen 32
5.3. ACTIVACION DEL PEG .....coouiiiiiieeeeesesteesee et seses s 34
5.4. SINTESIS DE PEG-[G3]-Na...csirreeeieieeeeieeeesesieseseeiessesesses s sesss s 38
5.5. SINTESIS UNIDAD DE REPETICION CON ENLACES AMIDA ......... 47
B. CONCLUSIONS........oitieieeeteeieee ettt sttt 49
7. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt 50



1. ABSTRACT

Dendrimers are synthetic tree-like macromolecules composed of repetitive
layers of branching units that emerge from a central core. They are prepared in a
controlled iterative fashion, through generations with null dispersity, precise molecular
weight, and discrete properties. Their globular architecture and size, in the nanometre
scale, render dendrimers with applications in a plethora of fields from catalysis to

material science.

The synthesis of dendrimers is however a slow process that requires extensive
purification steps. The objective is the design of a synthetic strategy to obtain
dendrimers through an accelerated process. This project covers the synthesis of three
generations and the final azide functionalization of a new block copolymer (PEG-
Dendrimer family). As linear block we used a polyethylene glycol (PEG) with average
molecular mass 5000 Da. The construction of the dendritic block has been carried out
through a divergent method in whereby we used subsequent [3+2] azide-alkyne

cycloadditions.

Also, we studied several synthetic strategies for the construction of a repeating

unit characterized by amide bonds to the subsequent formation of the dendritic block.



2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. DENDRIMEROS

Los dendrimeros, descritos por primera vez por Newkome' y Tomalia® en 1985,
son una clase de macromoléculas sintéticas con una organizacion tridimensional
altamente ramificada y regular. Este tipo de arquitectura arborescente es muy comun en
la naturaleza, y podemos encontrar elementos naturales con arquitecturas dendriticas
tales como pueden ser neuronas (Figura 1), también las observamos en rayos y en las
propias raices y copas de los arboles. De hecho, la palabra dendrimero deriva de los

términos griegos “dendron” que significa “arbol” y “meros” que significa “parte”.

Figura 1. Arquitectura dendritica de una
neurona, dibujo de Santiago Ramén y Cajal.

En lo que refiere a su estructura, los dendrimeros estdn compuestos por
subunidades de repeticion mas pequefias. Estas subunidades crecen y se van
ramificando, adquiriendo estructuras mas complejas a medida que crece el dendrimero,
de manera radial desde un nucleo central o “core”. En un dendrimero podemos
distinguir 3 partes claramente diferenciadas: i) el nucleo o core es el responsable de la
forma tridimensional del dendrimero, ii) el interior, es la parte ramificada, cuya
estructura y naturaleza quimica afectard a la propiedades de encapsulacion del
dendrimero, ii) periferia, la periferia del dendrimero puede ser funcionalizada con un
gran namero y variedad de grupos funcionales, lo que definira en gran medida las

propiedades quimicas y biol6gicas del dendrimero.
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Figura 2. Representacion de las partes de un dendrimero.

Los sucesivos puntos de ramificacion a partir de los cuales crece y se va
ramificando el dendrimero desde el core en las sucesivas etapas de crecimiento, son
puntos focales ordenados concéntricamente que se definen como generaciones (G1, G2,
G3, G4, etc.). Cabe destacar que el didmetro de los dendrimeros aumenta linealmente
con la generacion, mientras que el ndmero de grupos de la periferia lo hace
exponencialmente, lo que puede derivar en una gran congestion estérica en la superficie
de dendrimeros de generaciones elevadas. Por ello los dendrimeros de generacién baja
son generalmente flexibles y abiertos, mientras que los dendrimeros de generaciones

mayores forman estructuras tridimensionales méas densas y complejas.

2.2. SINTESIS DE DENDRIMEROQOS

A diferencia de los polimeros tradicionales, que dependiendo de la técnica de
polimerizacion tienen un mayor o menor grado de polidispersidad, los dendrimeros son
macromoléculas completamente monodispersas que se sintetizan a través de una
secuencia de pasos iterativa controlada, a través de etapas de crecimiento con dispersion
nula, peso molecular preciso y en la que cada paso conduce a un material de generacion

superior.

Existen dos estrategias sintéticas complementarias para la preparacion de

1,2,3

dendrimeros: la sintesis divergente y la sintesis convergente”.



En el método divergente (Figura 3) la sintesis comienza con una molécula
polifuncional que actua de nucleo, sobre la cual se unen quimicamente capas sucesivas
de unidades monoméricas. Se utiliza la secuencia repetitiva de dos reacciones para
afiadir generaciones al nucleo, las cuales corresponden a la activacion de los grupos
funcionales y su posterior ensamblaje con los otros mondémeros. La ventaja del método
divergente es que pueden lograrse arquitecturas de alto peso molecular a escala
nanomeétrica, con la facilidad de automatizar el proceso. La principal desventaja es que
los grupos funcionales terminales no siempre pueden hacerse reaccionar
estequiométricamente, dando pie a defectos estructurales. Adicionalmente, la separacion
de productos defectuosos es muy complicada debido a las casi idénticas propiedades

con el producto deseado.
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Figura 3. Representacion del método divergente de sintesis de dendrimeros.

El método convergente (Figura 4) consiste en obtener fragmentos dendriticos
Ilamados dendrones, por medio de reacciones repetitivas, los cuales se unen en una
etapa posterior a un nudcleo central consistente en una molécula polifuncional. La
funcionalidad del nucleo determina la cantidad de dendrones que pueden ligarse.
Debido al pequefio nimero de grupos funcionales terminales involucrados, este tipo de
sintesis tiene la ventaja que no produce los defectos estructurales que comdnmente se
observan en el método divergente. Sin embargo, la sintesis convergente se emplea
normalmente sélo para formar estructuras dendriticas de generaciones bajas, ya que el
impedimento estérico limita el acoplamiento de dendrones voluminosos a un core de

dimensiones reducidas.
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Figura 4. Representacion del método convergente de sintesis de dendrimeros.
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2.3. COPOLIMEROS DE BLOQUE PEG-DENDRIMERO

Los copolimeros de bloque dendriticos son estructuras hibridas que combinan 2
tipos diferentes de arquitecturas macromoleculares. Dada la relacién entre la estructura
molecular y propiedades, combinar en una misma macromolécula dos subunidades con
organizaciones tridimensionales diferentes, como pueden ser uno o varios dendrimeros
de estructuras ramificadas con una o varias cadenas polimericas lineales, pueden tener

un efecto muy importante en las propiedades finales del material hibrido resultante.

Estas propiedades no sélo se ven afectadas por la proporcion relativa de los
componentes, sino también por sus propiedades intrinsecas, por la posicion que ocupen
dentro de la macromolécula y por la presencia de grupos funcionales en lugares

especificos de la entidad hibrida.

Los hibridos formados por polimeros lineales y macromoléculas dendriticas

pueden dividirse en 4 grandes familias (Figura 5):

e Copolimeros dibloque AB.

e Copolimeros tribloque ABA, donde B es un polimero lineal.

e Copolimeros funcionalizados sobre la cadena del polimero lineal
(“dendronized copolymers”).

e Copolimeros estrella (“star copolymers”).

En este trabajo la sintesis se centrd en un copolimero dibloque AB.

Bloque lineal
r 1/

| Bloque /\_/ |
/\_/ /| dendritico

Diblogue AB Dibloque ABA

Dendronizado Estrella

Figura 5. Estructuras de los diferentes copolimeros dendriticos.
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Estos copolimeros de bloque han suscitado gran interés debido a su capacidad de
formar nanoestructuras en disolucion como consecuencia de la diferente solubilidad de
los bloques. Esta propiedad ha sido explotada en el contexto de la encapsulacion y
liberacién controlada de farmacos asi como otras aplicaciones biomédicas®. Para ser
viable desde el punto de vista clinico, el nanotransportador debe cumplir con las

siguientes especificaciones:

e [Estar compuesto de wun material biocompatible, perfectamente

caracterizado y que pueda ser obtenido de una manera reproducible.

e Presentar una capacidad de acumulacion en determinados lugares del

organismo especifica.

e Ser soluble en condiciones acuosas 0 poderse presentar en forma

coloidal.
e Poseer una elevada capacidad de incorporacion del principio activo.

e Presentar tiempos de circulacion prolongados, una baja cinética de

agregacion y ser estables frente al almacenamiento.

Para poder cumplir todos estos requerimientos, hay una serie de factores clave
que han facilitado enormemente el éxito clinico de los nanotransportadores utilizados en
la administracion de farmacos, siendo la PEGuilacion una técnica que, a dia de hoy, es
de uso general para aumentar la solubilidad y tiempo de vida medio en el torrente
sanguineo de proteinas, farmacos de bajo peso molecular y todo tipo de sistemas de DD

(“Drug Delivery”)®.

En este contexto, los copolimeros de bloque dendriticos en los cuales el bloque
lineal esta formado a partir de PEG (polietilenglicol) han sido objeto de estudio en los
ultimos afos, especialmente en los campos de la nanotecnologia y biomedicina. En
general, la solubilidad acuosa, baja toxicidad e inmunogenicidad de los dendrimeros
puede verse sustancialmente mejorada mediante el acoplamiento de cadenas de PEG al

bloque dendritico.

A continuacion veremos con mas detalle porqué el PEG es una gran alternativa
en la creacion de copolimeros de bloque para formar nanotransportadores en la campo
de la DD.
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El término poli(etilen glicol) (PEG) designa el polimero lineal formado por la

polimerizacion de 6xido de etileno con un rango de peso molecular menor de 20.000.

3\/\O/€\/°)n\/\o/\/§

El PEG es un producto comercial y uno de los polimeros biocompatibles mas
ampliamente utilizados en biomedicina, biotecnologia y farmacia. Produce una muy
débil respuesta del sistema inmunolégico, no es tdxico y esta aprobado por la F.D.A.
(Food and Drug Agency) de EE.UU. Es soluble en agua y en la mayoria de los

disolventes organicos Excepto éter etilico, hexano y etilen(glicol).

Si se une covalentemente a otra molécula o superficie:
e Producird un aumento de la solubilidad de la misma

e Reducird la velocidad de eliminacion de la misma a través del rifidén. Las
proteinas a la que se una presentaran una minima respuesta del sistema
inmunoldgico.

e Unido a superficies a las que se una presentaran una minima respuesta de
sistema inmune.

e Su conformacion extendida al mismo tiempo flexible le dota de una gran
movilidad

e Unido a farmacos alterara las propiedades cinéticas que influyen en la actividad
de los mismos.

Ademas el PEG, unido a superficies 0 moléculas, repele otras macromoléculas,
ya sean polimeros, proteinas, plaquetas o bacterias. Debido a esta propiedad, los
biomateriales modificados con PEG aumentan su tiempo de estancia en el flujo
sanguineo ya que evitan la respuesta del sistema inmunolégico al no ser reconocidos por
los macréfagos. Con estos biomateriales PEGuilados se reducen también las
posibilidades de trombosis, ya que el PEG impide la union de las proteinas del plasma
que provocan la adhesién y activacion de las plaguetas. También se evitan infecciones
asociadas a biomateriales porque las bacterias no se unen a su superficie PEGuilada, asi

como otras multiples aplicaciones.
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2.4. SINTESIS DE COPOLIMEROS DENDRITICOS

Existen tres aproximaciones sintéticas para la preparacion de copolimeros de

bloque dendriticos (Figura 6):

)] Estrategia sintética de acoplamiento directo (“direct-coupling
strategy”)®:

Esta estrategia se basa en el acoplamiento de los extremos
reactivos de una cadena de un polimero lineal al punto focal de un
dendron o bloque dendritico, previamente sintetizado mediante una
estrategia convergente. Esta aproximacion cuenta con varias ventajas: el
copolimero se forma normalmente en un Unico paso a partir de los
componentes lineales y dendriticos; el aislamiento y purificacion del
producto  final puede llevarse a cabo facilmente por
precipitacion/extraccion  selectiva o bien  mediante  técnicas
cromatograficas, como puede ser la cromatografia de exclusion por
tamafo y esta estrategia también nos permite caracterizar en detalle tanto

el polimero lineal como el dendritico antes del acoplamiento.

1)) Crecimiento del bloque dendritico sobre el polimero lineal

(“chain-first strategy”)’:

Los copolimeros se preparan por sintesis divergente a partir de los
grupos funcionales en los extremos de una cadena polimérica lineal
previamente sintetizada. Hoy en dia, esta es la estrategia empleada con
mayor frecuencia en la sintesis de copolimeros de blogue dendriticos
debido a su gran versatilidad frente a la naturaleza del grupo dendritico.
Otro factor determinante es el amplio niamero de familias de dendrimeros
que pueden prepararse mediante una estrategia divergente. A pesar de ser
la aproximacion mas comdnmente empleada, esta metodologia presenta
algunas limitaciones. Asi, la sintesis divergente de dendrimeros de
generaciones superiores a G3 se hace dificil, ya que es necesario emplear
reacciones extremadamente eficientes para poder transformar

quimicamente un numero elevado de grupos funcionales.
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I11)  Polimerizacion sobre el bloque dendritico (“Dendron-first

strategy”)™:

En esta estrategia, los copolimeros dendriticos se obtienen
mediante la polimerizacion de un polimero lineal iniciada en el punto
focal de un dendron. Cabe destacar que esta estrategia ha demostrado ser
de gran utilidad para la preparacion de copolimeros basados en
poli(bencil éter), pero desafortunadamente, a dia de hoy, no ha sido

empleada con otras estructuras dendriticas.

W\% §> W eée&e&e:

Figura 6. Estrategias para la sintesis de copolimeros de bloque dendriticos: (a) direct-coupling
strategy, (b) chain-first, (c) dendron-first.

2.5. APLICACIONES DE LOS COPOLIMEROS DE BLOQUE

PEG-DENDRIMERO

Como ya se ha comentado los copolimeros de blogue PEG-Dendrimero han

adquirido gran relevancia en el campo de la administracion y en el transporte de

farmacos™. Especialmente durante las Gltimas décadas, las proteinas bioactivas

(macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos que regulan o

desempefian algin proceso bioldgico) han despertado un gran interés como agentes

terapéuticos debido a su elevada y selectiva actividad en el tratamiento de

enfermedades.

No obstante, el uso de proteinas como agentes terapéuticos presenta dos grandes

inconvenientes: el transporte de estas proteinas es lento e inefectivo a través de las

barreras biologicas y ademas presentan un corto tiempo de vida media in vivo
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provocado por la metabolizacion y degradacion enzimatica. Por lo tanto, el estudio de
sistemas que permitan transportar estas proteinas de una manera eficaz y efectiva ha

adquirido una gran relevancia.

En este contexto, las micelas PIC (Polyion Complex) **

se presentan como un
prometedor vehiculo de transporte para proteinas bioactivas, ya que permiten la
incorporacion de las mismas mediante uniones no covalentes y en condiciones
fisiologicas, preservando asi su actividad. Las micelas PIC son un tipo de micelas
poliméricas que se caracterizan porque su formacién se basa principalmente en
interacciones electrostaticas entre polimeros o macromoléculas de carga opuesta, en las
que una de las especies es un copolimero de blogue que incorpora un bloque hidrofilico
y biocompatible, como es el caso de los PEG-Dendrimeros. Una ventaja fundamental
con respecto a otros sistemas de transporte es que la propia proteina bioactiva es, junto
con el polimero de bloque, la otra parte constituyente de la micela. De este modo, no es
necesaria la preparacion de un sistema en el que posteriormente se encapsule la
proteina. Ademaés la formacion de las micelas PIC con proteinas bioactivas se realiza en
medio acuoso, sin necesidad de formar enlaces covalentes, y bajo condiciones muy

suaves, por lo que la actividad de la proteina no se ve afectada.

Sin embargo, el &mbito de aplicacion de las micelas PIC no s6lo se limita a su
uso como transportadores de proteinas terapéuticas, sino que estas micelas también
tienen una gran aplicacion como vectores de material genético’* (ADN y ARN) no
virales. La terapia génica es un procedimiento terapéutico mediante el cual un gen
funcional es insertado en las células de un paciente para corregir un defecto genético o
para dotar a las células de una nueva funcion. La terapia génica tiene un gran potencial,
no solo en el tratamiento de enfermedades hereditarias, sino también en el tratamiento
de otras enfermedades adquiridas como el cancer o enfermedades infecciosas.
Complementariamente, en ciertas situaciones lo que se pretende es silenciar, inhibir o
bloquear el funcionamiento de aquellos genes cuya intervencién contribuye al desarrollo
de la enfermedad. Esto ultimo puede conseguirse especificamente mediante el uso de
SiRNA.

Por todos estos motivos los copolimeros de blogue PEG-Dendrimero se han
consolidado durante la ultima década como una gran opcion para el disefio de

nanotransportadores en el campo de la farmacologia y la nanomedicina. Es por esto que

15



se necesitan desarrollar procedimientos acelerados y eficaces en la sintesis de PEG-
Dendrimeros que permitan sustituir la costosa construccion intrinseca a este tipo de

estructuras.

2.6. QUIMICA “CLICK”

El concepto de “click chemistry” fue introducido por los profesores Kolb, Finn y
Sharpless en 2001 en el campo del descubrimiento de farmacos™, como una serie de
procesos altamente termodinamicos y ortogonales que permiten la obtencion de nuevos
compuestos de interés bioldgico a partir de reactivos altamente energéticos. Gracias a
estas dos caracteristicas, alta reactividad y ortogonalidad, las reacciones tipo “click”
transcurren con rendimientos cuantitativos (o casi cuantitativos en la mayoria de los

casos) y, por tanto, sélo se requieren purificaciones simples.

Con el objetivo de constituir un marco entorno al concepto de “click chemistry”,
se establecieron una serie de parametros o condiciones que, por definicion, toda
reaccion debe cumplir para que sea considerada como una reaccion “click”. Estas son:
las reacciones deben de ser modulares y de amplio alcance, tener un rendimiento
quimico muy alto, generar subproductos y productos inofensivos que puedan ser
aislados por métodos no cromatograficos, ser estereoespecifica (aunque no
necesariamente enantioselectiva) y poseer una elevada economia atdbmica. Asimismo
deben ser reacciones féciles de llevar a cabo desde el punto de vista experimental, con
condiciones de reaccion sencillas y reactivos accesibles y usar disolventes “green”

facilmente eliminables.

Si bien, existe una gama considerable de reacciones quimicas que en un
principio podrian reunir estos criterios, los ejemplos mas destacados provienen a
menudo de cuatro grandes clases de reacciones que encajan perfectamente dentro del

marco de la quimica “click”:

)} Reacciones de sustitucion nucleofila: como por ejemplo

reacciones de apertura de anillos de ciclos tensionados tales como

epoxidos.

i) Adiciones a enlaces multiples carbono-carbono: como por

ejemplo epoxidacion, dihidroxilacion y adiciones de Michael.
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iii) Cicloadiciones de especies insaturadas: como por ejemplo

cicloadiciones 1,3-dipolares y reacciones Diels-Alder.

iv) Reacciones de carbonilos: excluyendo las condensaciones

alddlicas como por ejemplo formacién de ureas, tioureas,

heterociclos aromaticos, éteres de oxima, hidrazonas y amidas.

De entre toda la coleccion de reacciones “click”, la reaccion de cicloadicion
[3+2] de compuestos 1,3-dipolares de Huisgen ha sido reconocida como el méas grande
exponente de esta particular quimica'®. La formacién de los heterociclos resultantes de
estas cicloadiciones suele encontrarse muy favorecida termodindmicamente, sin
embargo la elevada energia de activacion de estos procesos hace que en muchas
ocasiones tengan que llevarse a cabo mediante el empleo de calentamientos

prolongados.

La reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos terminales de
Huisgen, constituye la ruta mas eficiente para sintetizar 1, 2,3-triazoles. Las azidas son
derivados 1,3-dipolares cuya descomposicién se encuentra muy favorecida
termodinamicamente, aunque debido a su elevada estabilidad cinética pueden ser
aisladas. La reaccion de cicloadicion [3+2] azida-alquino (AAC), es una reaccién que
en su version térmica clasica (Esquema 1), conduce a la formacion de 1, 2, 3-triazoles

de modo no regioselectivo.

A (ca. 100 °C)

R’ )\
— [l _ AN _ ~

R-N; + =R R-NTS , R-N
N=N N

Esquema 1. Representacion esquematica de la cicloadicion térmica [3+2] azida-alquino.

I'” en Dinamarca, y Sharpless y

Sin embargo en 2002, los grupos de Melda
Fokin'® en EE.UU descubrieron que la adicién de cantidades cataliticas de una sal de
cobre produce un aumento significativo de la velocidad de reaccion, que permite
efectuar estas transformaciones a temperatura ambiente y en tiempos de reaccion muy
cortos (Esquema 2). La reaccidn catalizada por cobre es mucho mas rapida, procediendo
cuantitativamente en minutos u horas a temperatura ambiente frente a horas o dias a

temperatura elevada necesarios en la térmica clésica.
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Cu', RT

Rl
R-N; + =R R—N‘/ﬁ/
CuAAC N=N

Esquema 2. Esquema de la reaccidn de cicloadicién [3+2] azida-alquino catalizada por cobre.

Asimismo, en presencia de cobre se obtienen regioselectivamente los triazoles
1,4-disustituidos. Estas reacciones pueden llevarse a cabo también en disolventes
apréticos y proticos, e incluso en agua, en un rango amplio de valores de pH. Ademas,
la reaccion presenta una tolerancia elevada a la presencia de una amplia variedad de
grupos funcionales. EI mecanismo de la cicloadicion azida-alquino catalizada por Cu (1)
(“Cu(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition”, CUAAC) ha sido objeto de considerable
atencion. En relacion a éste, cabe mencionar en primer lugar la participacion de un
intermedio de tipo acetiluro de cobre, por lo que la reaccion se encuentra limitada a

alquinos terminales (Esquema 3).

N_ R’
N™ N
V=/ c RR—=— R2—= base
L :
R®pase (Gukal [CuLy] ( base-H*
base-H*
N. .R!
N_N R2——=— [CuL,]
R2  [CuLy)
R R
K N—[CuLy] ":;Nﬁ[cm_n] R'N3
N\\ ®N m
N 'N
R2 R2

Esquema 3. Mecanismo de la cicloadicion [3+2] azida-alquino catalizada por cobre.

Desde que se definio el concepto de quimica “click”, esta estrategia ha sido
empleada en el desarrollo de numerosas areas de investigacion. En este sentido, muchas
aplicaciones biomédicas requieren transformaciones quimicas directas y sencillas (por
ejemplo evitando pasos de proteccion-desproteccion) bajo condiciones de reaccién
extremadamente suaves. Asi, procesos que implican el uso de biomoléculas o sustratos
labiles se llevan a cabo normalmente a temperatura ambiente y/o en disolucion acuosa,

para no comprometer su integridad biologica y estructural.
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A pesar de la demostrada fiabilidad de la CUAAC, la presencia de cobre ha
limitado el uso de esta reaccién para aplicaciones en sistemas vivos por sus posibles
efectos citotdxicos, y ademaés, el catalizador de Cu (I) puede inducir graves dafios
estructurales a las biomoléculas y en ocasiones puede ser muy lenta a las bajas
concentraciones micromolares que tipicamente se requieren para los propdésitos de
bioconjugacion. Con el objetivo de superar esta limitacion, el grupo de la profesora C.
Bertozzi ha propuesto el uso de cicloalquinos tensionados (concretamente ciclooctinos)
para disminuir la energia de activacion del proceso (“strain-promoted azide-alkyne
cycloaddition”, SPAAC) *° (Esquema 4).

, RT
R-N3 + O—R > ——R'
— SPAAC R-N"T

— =N

Esquema 4. Esquema de la reaccion de cicloadicion [3+2] SPAAC.

Como ya se ha comentado, el uso de cobre como catalizador en la AAC, aunque
eficaz, puede ser un inconveniente potencial para posteriores aplicaciones biomédicas
(debido a su citada citotoxicidad). En particular, este efecto se produce en grandes
moléculas que contienen multiples grupos funcionales capaces de unirse con los iones
de cobre. Se ha demostrado que macromoléculas compuestas por bloques dendriticos
con cadenas de polietilenglicol dieron lugar a dendrones contaminados por cantidades

significativas de cobre, descartando asi su uso en aplicaciones farmaceéuticas.

Por lo tanto las estrategias sintéticas que combinen un uso préactico y ventajas de
la CUAAC sin la necesidad de un catalizador metalico, serian de un gran valor en
aplicaciones bioldgicas. En consecuencia, durante los Ultimos afios se han estado
estudiando alternativas al uso de catalizadores metalicos. Esta “Metal-free Click
Chemistry” es un campo de investigacion creciente y en desarrollo®. Un ejemplo muy
interesante es el descubrimiento de que, debido a efectos electrénicos, alquinos
activados, deficientes en electrones, tales como los derivados del &cido
acetilendicarboxillico reaccionan con azidas a bajas temperaturas sin la necesidad de
uso de un catalizador de cobre, pudiendo incluso reaccionar a temperatura ambiente

alquinos activados solamente con un grupo funcional acido o éster.
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3. OBJETIVOS

En el presente proyecto se pretende disefiar una estrategia sintética que permita
la obtencion acelerada de dendrimeros evitando el uso de catalizadores metalicos, esto
es, dentro del marco de la “Metal-free Click Chemistry”. Nuestros principales objetivos

son esencialmente tres:

e Sintesis acelerada de un nuevo copolimero de bloque PEG-dendrimero

utilizando una “chain-first strategy”.

e Llevar a cabo la sintesis de la estructura dendritica del copolimero de
bloque mediante cicloadiciones [3+2] azida-alquino de una manera

rapida y eficaz sin necesidad de utilizar catalizadores metalicos.

e Sintesis y desarrollo de una nueva unidad de repeticion caracterizada por
enlaces de tipo amida para la posterior construccién del bloque

dendritico.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIALES

Los espectros de RMN se registraron en espectrometros Bruker DRX-500 (500
MHz resonancia de 'H); Varian Mercury 300 (300 MHz resonancia ‘H). Para los
espectros de RMN se empled CDCls;. Los desplazamientos quimicos estdn expresados
en ppm (8). Se utilizé el programa MestreNova (Mestrelab Research) para el procesado

de espectros.

Para la cromatografia en capa fina (CCP) se empled gel de silice 60F,s, Merck y
las manchas se visualizaron bajo luz UV (254nm) para compuestos que absorben a
dicha longitud de onda, y cuando fue necesario se utiliz6 como agente revelador

permanganato potasico.

Los espectros de infrarrojos usados para el seguimiento de las reacciones fueron

registrados en un espectrémetro Perkin-Elmer SpectrumTwo.

Para la sintesis de los compuestos se emplearon disolventes de grado HPLC y

secos (cuando fue necesario), bajo atmosfera de Ar, inmediatamente antes de su uso.

El secado de las disoluciones obtenidas tras la elaboracién de cada reaccién se
llevd a cabo sobre Na,SO, anhidro. Estas disoluciones secas fueron concentradas a

presidn reducida mediante el uso de rotavapor y posterior tratamiento a alto vacio.

La purificacion de los compuestos se realizd mediante cromatografia liquida de
media presion en un equipo Teledyne ISCO CombiFlashRf con columnas de silica
RediSep Rf 4g fase normal.
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4.2. PROCEDIMIENTO GENERAL

4.2.1. Sintesis de la unidad de repeticion (3)

Tolueno, H,SO, (cat), 110°C, 24 h
HO Cl = (o]
HOOC—==——COOH + \e/\oﬁ’ - Cl%\/o = 0/\9’
bl

2 90% 3 3
1 2 5 3

En un matraz de fondo redondo acoplado a un montaje Dean-Stark se disolvi el
reactivo 1 (2.00 g, 17.5 mmol) en Tolueno (30mL) bajo Argdn. Seguidamente se afiadid
2 (6.5 g, 38.5 mmol). Por ultimo se adicioné H,SO,4 en cantidad catalitica (5 gotas). La
disolucién se agitd durante 24 h a una temperatura de 110°C. Posteriormente, la
disolucion se dejo venir a t.a. y se extrajo con EtOAc 3 x (200ml). La fase organica
combinada se lavé con una disolucion saturada de NaHCOs3, se seco y concentro. El
crudo se purifico el producto mediante una columna cromatografica (silica gel, y una
mezcla de Hexano y EtOAc 1:1 como eluyente). Esto condujo al compuesto 3 (6.54g,

90%) como un aceite dorado.

'H RMN (300 MHz, CDCls) 8: 7.26 (s, 2H), 4.38 (dd, J = 5.5, 3.9 Hz, 4H), 3.78-
3.61 (m, 20H).

3C RMN (75 MHz, CDCls) 8:151.928, 75.169, 71.669, 70.971, 68.765, 66.054,
43.009.

4.2.2. Sintesis del carbonato activo (5)

py. 92%

o)
0
o DSC, CH,Cl, ,CH;CN o )J\ _N
MeO OH — =~ 5 MeO (o) o
n n
4 5 e}

Se introdujo el reactivo 4 (2 g, 0.4 mmol) en un matraz de fondo redondo bajo

atmosfera de Ar. Se afiadi6 piridina seca (400 pL) y la suspension resultante se disolvio
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en una mezcla de CH,Cl; (3.2 mL) y CH3CN (800 pL). A continuacion se afiadié DSC
(0.5164 g, 0.002 mmol). La reaccién se dejo 12 h a t.a. con agitacion magnética.
Posteriormente se concentrd la disolucion en el rotavapor hasta que se observd la
formacion de un sélido. El crudo de reaccidn se purifico por precipitacion disolviendo el
solido en la minima cantidad de CH,Cl, y afiadiendo Et,O (250mL). Tras dejarlo 4 h a -
20°C, el precipitado obtenido se filtr6 y se lavo con Et,0 3 x (25mL). Se obtuvo el
compuesto 5 (1.907 g, 92%) como un solido blanco.

'H RMN (300 MHz, CDCls) &: 7.26 (s, 2H), 4.46 (t, J = 4.46 Hz, 2H), 3.89-3.40
(m, 464H), 3.37 (s, 3H), 2.83 (s,4H).

4.2.3. Sintesis de 3-azidopropilamina (7)

6 62% 7

PN NaN; H,0, 80°C PN
H,N cl > HoN N3

En un tubo sellado que contenia 6 (0.5 g, 3.846 mmol) y NaN3 (0.750 g,
11.537mmol) se afiadié H,O (3.846 mL). Se dejé la reaccion con agitacion magnética a
80°C durante 15 h. A continuacion se dejo venir la reaccién a t.a. y se enfrié en un bafio
de agua-hielo. Después se afiadieron 1.5 g de KOH en la disolucién y se esper6 a su
completa disolucion. Seguidamente realizamos tres extracciones en frio con Et,0 3 x
(10 ml). La fase organica combinada se secé y se concentrd. Se obtuvo el compuesto 7

(0.2225 g, 62%) como un liquido verde claro.

'H RMN (300 MHz, CDCl3) &: 7.26 (s, 2H), 3.38 1, J = 6.4 Hz, 2H), 2.81(t, J =
6.8 Hz, 2H), 1.74 (q, J = 6.7 Hz, 2H).

4.2.4. Sintesis PEG-linker (8)

78%

0
o o
0 /U\ N AR AT "H,Cl, 0 )j\ AV TS
Meo/%\/ ?\/\o o~ + HN Ny o CHCle Meo%\/ y\o N Ns
n n H
5 o} 7 8
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Se introdujo el reactivo 5 (0.6 g, 0.115 mmol) en un matraz de fondo redondo y
se afiadié 7 (0.058 g, 0.577 mmol) bajo atmdfera de Ar. Posteriormente se adiciono
EtsN (10 pL, 0.346 mmol) y CH,CI, (2.52 mL). La reaccion se dejé 12 h a t.a. con
agitacion magnética. Posteriormente el crudo de reaccion se concentrd y se purifico por
precipitacion disolviendo el sélido en la minima cantidad de CH,Cl, y afiadiendo Et,O
(500 mL). Tras dejarlo a 4 h a -20°C, el precipitado obtenido se filtr6 y se lavé con Et,O
3 X (30 mL). Se obtuvo 8 (0.465 g, 78%) como un sélido blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCls) &: 7.26 (s, 2H), 4.28-4.2 (m, 2H), 3.81-3.51 (m,
464H), 3.4 (m, 5H), 3.29 (¢, J =6.7Hz, 2H), 1.82 (q, J =6.7 Hz, 2H).

4.2.5. Sintesis PEG-[G1]-CI (9)

94%

o (o]
Meo/e\/oa\/\o)kN/\/\m + C|%\/O = o/q/cI CHCly, 50°C, 6h
n 3 H 3 3
o 3

cl
o o ﬁ\ﬁc
X
0 =\

En un tubo sellado se afiadié el compuesto 8 (0.200g, 0.0385mmol) y 3 (0.032g,
0.0772mmol) disolviendo estos reactivos con CHCI3 (385 uL). La reaccion se dejo 6
horas a 50°C con agitacion magnética. Posteriormente el crudo de reaccion se concentrd
y se purifico por precipitacion disolviendo el sélido en la minima cantidad de CH,Cl, y
afiadiendo Et,O (500 mL). Tras dejarlo a 8 h a -20°C, el precipitado obtenido se filtré y
se lavo con Et,0 3 x (30mL). Se obtuvo 9 (0.203 g, 94%) como un sélido blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCls) &: 7.26 (s, 2H), 4.65 (t, J =6.9 Hz, 2H), 4.57-4.55
(m, 2H), 4.52-4.50 (M, 2H), 4.22 (s, 2H), 3.90-3.48 (m, 502H), 3.38 (s, 3H), 3.2 (¢, J =
6.7Hz, 2H), 2.1 (0, J = 6.7 Hz, 2H).
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4.2.6. Sintesis PEG-[G1]-N3(10)

NaN; DMSO,
15-Crown 5, 80°C, 3 h

89%

En un tubo sellado se afiadi6 el compuesto 9 (0.0626 g, 0.0112 mmol), NaN3;
(2.9 mg, 0.0447 mmol) y éter 15-corona-5 en cantidad catalitica (1 gota). Se disolvieron
todos estos reactivos en DMSO (224 puL). La disolucion se calentdé en un bafio de
silicona a 80°C con agitacion magnética durante 3 h. El crudo de reaccion se purificd
por precipitacion disolviendo el sélido en la minima cantidad de CH,Cl, y afiadiendo
Et,O (500 mL). Tras dejarlo a 6 h a -20°C, el precipitado obtenido se filtrd y se lavé con
Et,0 3 x (30 mL). El so6lido obtenido se disolvié en CH,CI, y se filtrd6 nuevamente sobre
celita. Posteriormente se concentrd para obtener 10 (0.0559 g, 89%) como un solido

blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCl3) &: 7.26 (s, 2H), 4.67 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.59-4.57
(m, 2H), 4.55-4.53 (m, 2H), 4.22 (s, 2H), 3.89-3.49 (m, 502H), 3.40 (s, 7H), 3.21 (¢, J =
6.7Hz, 2H), 2.1 (g, J = 6.7 Hz, 2H).
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4.2.7. Sintesis PEG-[G2]-CI (11)

CHCl; 50°C, 6 h
—_—m
93%

Se introdujo el compuesto 10 (0.0559 g, 0.00989 mmol) en un tubo sellado junto
con 3 (0.0205 g, 0.04947 mmol) y se disolvieron en CHCI3 (197.8 pL). La reaccion se
dejoé 6 horas a 50°C con agitacién magnética. Posteriormente el crudo de reaccion se
concentrd y se purificé por precipitacion disolviendo el sélido en la minima cantidad de
CH,Cl, y afadiendo Et,O (500 mL). Tras dejarlo a 12 h a -20°C, el precipitado obtenido
se filtro y se lavd con Et,0 3 x (30mL). Se obtuvo 11 (0.0596 g, 93%) como un sélido
blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCls) &: 7.26 (s, 2H), 4.83-4.78 (m, 4H), 4.65 (t, J = 6.9
Hz, 2H), 4.54-4.49 (m, 10H), 4.47-4.44 (m, 2H), 4.21 (s, 2H), 3.89-3.45 (m, 514H),
3.38 (s, 3H), 3.19 (¢, J = 6.7Hz, 2H), 2.1 (q, J = 6.7 Hz, 2H).
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4.2.8. Sintesis PEG-[G2]-N3 (12)

NaN; , DMSO

o] )L PP o 15 Crown 5, 50°C, 5h
MeO (0] N N
o H [\ o N 90%

Meoh/o%AOJLu/\/\/N \ o\/ll\ N :
y :

12

En un tubo sellado se afiadieron 11 (0.0372 g, 0.00577mmol), NaN; (3 mg,
0.0462 mmol) y éter 15-corona-5 en cantidad catalitica (1 gota). Se disolvieron todos
estos reactivos en DMSO (231 pL). La disolucion se calentd en un bafio de silicona a
80°C con agitacion magnética durante 5 h. El crudo de reaccion se purificd por
precipitacion disolviendo el solido en la minima cantidad de CH,CI; y afiadiendo Et,0
(500 mL). Tras dejarlo a 6 h a -20°C, el precipitado obtenido se filtrd. El solido
obtenido se disolvié en CH,CI;, y se filtr6 nuevamente sobre celita. Se concentrd el

disolvente y se obtuvo el compuesto 12 (0.0338 g, 90%) como un sélido blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCl3) &: 7.26 (s, 2H), 4.82-4.78 (m, 4H), 4.64 (t, J =6.9
Hz, 2H), 4.54-4.49 (m, 10H), 4.47-4.44 (m, 2H), 4.21 (s, 2H), 3.87-3.47 (m, 573H),
3.37 (s, 11H), 3.19 (¢, J =6.7Hz, 2H), 2.1 (q, J =6.7 Hz, 2H).
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4.2.9. Sintesis PEG-[G3]-CI (13)

12, 3, CHCI; 50°C, 6 h

| | C.i ,5‘3_ Cl?m' }2.

OMe

Se introdujo el compuesto 12 (0.0338 g, 0.00521 mmol) en un tubo sellado junto
con la unidad de repeticon 3 (0.0221 g, 0.0052 mmol) y se disolvieron en CHCI3 (212
pL). La reaccion se dejé 6 horas a 50°C con agitacion magnética. Posteriormente el
crudo de reaccion se concentré y se purificd mediante precipitacion con éter. Tras
dejarlo a 13 h a -20°C, el precipitado, muy fino, que se obtuvo se filtro y se lavo
repetidas con Et,O 3 x (30 mL). Se consiguio 13 (0.035 g, 81%) como un solido blanco-

amarillento.

IH RMN (500 MHz, CDCls) &: 7.26 (s, 2H), 4.82-4.78 (m, 12H), 4.64 (t, J =6.9
Hz, 2H), 4.56-4.50 (M, 20H), 4.49-4.46 (m, 8H), 4.21 (s, 2H), 3.92-3.49 (m, 600H), 3.4
(s, 3H), 3.2 (¢, J =6.7Hz, 2H), 2.1 (q, J =6.7 Hz, 2H).
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4.2.10. Sintesis PEG-[G3]-N3(14)

13, NaN; , DMSO
15 Crown 5, 50°C, 5h

N3
N ™
Ny N3
T )
o]
o} o o o .

o = = o]

N N o ﬁ
o}

73% \
Ngrﬂ
/S N 7 AN
P 0. o /—§~,N
N3‘,£\d
-
YR
=N lo] o] O
—

- Ni N o]

OMe

En un tubo sellado se afiadieron 13 (0.035 g, 0.00433mmol), NaN3 (4.5 mg,
0.0462 mmol) y éter 15-corona-5 en cantidad catalitica (1 gota). Se disolvieron todos
estos reactivos en DMSO (346 pL). La disolucion se calentd en un bafio de silicona a
80°C con agitacion magnética durante 5 h. El crudo de reaccion se purificd por
precipitacion disolvio el sélido en la minima cantidad de CH,Cl, y afiadiendo Et,O (500
mL). Tras dejarlo a 9 h a -20°C, el precipitado obtenido se filtrd. El solido obtenido se
disolvio en CH,CI, y se filtrd6 nuevamente sobre celita en una placa filtrante. Se
concentrd el disolvente y se obtuvo el compuesto 14 (0.0264 g, 73%) como un sélido

blanco.

'H RMN (500 MHz, CDCl3) &: 7.26 (s, 2H), 4.82-4.78 (m, 12H), 4.64 (t, J =6.9
Hz, 2H), 4.56-4.50 (M, 20H), 4.49-4.46 (m, 8H), 4.21 (s, 2H), 3.92-3.49 (m, 600H), 3.4
(s, 19H), 3.2 (c, J =6.7Hz, 2H), 2.1 (q, J =6.7 Hz, 2H).
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4.2.11. Procedimiento general para la sintesis de la unidad de

repeticion con enlace amida.

A) Mediante el uso de Agentes Acoplantes

En un matraz de fondo redondo provisto de barra magnética se introdujo
el reactivo 1 bajo atmdsfera de Ar. A continuacion se afiadio el disolvente, seco,
especifico de cada reaccion y con agitacion magnética se esperd hasta la
completa disolucion de 1. Seguidamente se realiz6 una adicion, a t.a 0 a 0°C, en
el matraz de reaccion de una cantidad estequiométrica del determinado agente
acoplante (2-4eq.) utilizado en la reaccion. Tras dejar que reaccionaran durante
10 min se adicion6 gota a gota en el matraz de reaccidén una disolucion de la
amina de interés (4-6eq). Tras dejar reaccionar con agitacion magnética el
tiempo necesario se realizd la purificacion del crudo mediante columna
cromatrografica (silica gel). Por altimo se realizé un analisis de *H RMN para

comprobar la presencia de producto.

B) Mediante la previa formacion del haluro de acido

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética se
afiadio 1 bajo atmosfera de Ar. A continuacién se adicion6 SOCI; y se dejé
reaccionar a reflujo durante 4 h a 65°C. Seguidamente se dejé venir la reaccion
a t.a. y se concentré convenientemente el exceso del disolvente. Disolvimos el
solido blanco obtenido y en éter etilico y sobre esta disolucion se adicion6 gota
a gota otra disolucion de la amina de interés (6 eg.). Se dej6 reaccionar a t.a. con
agitacion magnética durante 14 h. Posteriormente se realizaron lavados con HCI
0.5 M 3 x (25 mL), con una disolucién saturada de Na,CO3 3 x (25 mL) y por
altimo con agua Elix 3 x (25 mL). Se secd la fase organica y se concentrd. Por
Gltimo se realizé6 un analisis de 'H RMN para comprobar la presencia de
producto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. CONSIDERACIONES

Para el disefio sintético de este copolimero de dibloque AB mediante la “Metal-

Free Click Chemistry” se tomaron en cuenta una serie de consideraciones.

En lo que respecta al bloque lineal de este copolimero se eligié una cadena de
PEG de masa molecular media de 5000 Da. Se escogi6 este polimero por dos razones

fundamentales:

En lo que concierne a sus aplicaciones, se escogio este polimero por las
propiedades que su acoplamiento al bloque dendritico aportard a nuestro futuro
copolimero (la solubilidad acuosa, baja toxicidad e inmunogenicidad que, en rasgos
generales, permitiria la futura aplicacion de este copolimero en el campo de los

nanotransportadores.

En lo que concierne a la propia sintesis del polimero, la cadena de PEG ofrece
unas grandes ventajas en cuanto a las etapas de purificacion del compuesto debido a que

es un polimero insoluble en éter etilico y hexano.

El PEG del que se dispuso estaba funcionalizado en uno de sus extremos con un
grupo alcohol, por lo tanto previo a su uso fue necesaria su activacion, primero
formando su carbonato activo y seguidamente acoplandole un linker funcionalizado en
uno de sus extremos con un grupo azida, el cual se convertiria en el punto focal a partir
del cual se realizarian las sucesivas cicloadiciones que permitirian el crecimiento del

blogue dendritico.

Por altimo, para realizar el crecimiento del bloque dendritico se sintetizd una
unidad de repeticion, la cual dispusiera de un alquino que estuviera activado para
favorecer las sucesivas reacciones de cicloadicion y que tuviera sustituyentes derivados
del etilenglicol para que hubiera una homogeneidad entre el bloque lineal y el blogue
dendritico de este copolimero de blogue. Ademas se necesitaba la sintesis de una unidad
de repeticion simétrica, pues de esta manera no afectaria la baja regioselectividad de las

reacciones de cicloadicion térmica.
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5.2. SINTESIS DE LA UNIDAD DE REPETICION

-Retrosintesis

0
c|/€\/0;/%o/\;«m ———>  HOOC—==—COOH + HO\{/\O’)G
3 3
O 3

-Sintesis

o
Tolueno, H,SO, (cat), 110°C, 24 h
HO cl 2 cl
HOOC—=—=—COOH + \V\Oﬁ’ ~ Cl 0 = o}
) 90% 3 3
3 3

1 2 i

Para la construccion del bloque dendritico utilizando un método convergente se
escogio un derivado del acido acetilendicarboxilico formado por enlaces de tipo éster 3.
Este se sintetizo a través de una reaccion de esterificacion entre el A&cido
acetilendicarboxilico 1 y el 1-cloro-8-hidroxi-3, 6-dioxaoctano 2, comercialmente
disponible, utilizando un montaje Dean-Stark y mediante tratamiento con H,SO,4

catalitico en Tolueno, obteniéndose el producto deseado en un 90 % de rendimiento.

(0]
b
‘ a | P o NN SN
AN Z ' :
Cl o] b a
(e}

Figura 7. Espectro *H RMN del compuesto 3.
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En el espectro de *H RMN (figura 7) se observa a &: 4.38 ppm un doble doblete
propio de metilenos en o a grupos carboxilatos. Asi mismo, entre d: 3.88 y 3.63 ppm

aparecen las sefiales del resto de protones de los fragmentos de trietilenglicol.

WLW lwhwwwmmwmmwww

— — . . L B —
155 145 135 125 115 105 95 9 8 80 V> 70 6> 60 55 50 45 40ppm

Figura 8. Espectro **C RMN del compuesto 3.

La unidad de repeticion también se caracteriz6 mediante la realizacion de un
espectro de **C RMN pudiendo observarse una sefial a &: 151.928 ppm correspondiente
al carbono de los grupos carbonilo, una sefial a &: 75.169 ppm que pertenece a los
carbonos del alquino central, un grupo de sefiales entre 70.971y 66.054 ppm
correspondientes a los carbonos de los fragmentos de trietilenglicol y por Gltimo una

sefial a 43.009 ppm que se corresponde con los carbonos enlazados a los 4&tomos de
cloro.
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5.3. ACTIVACION DEL PEG

-Retrosintesis

o)
0 )L /\/\ ¢ + O,
MeO (o] N N, —— o
Meo'%\/ Mo o~
n
5 o

“ b
(0]
MeO OH
n
4

Para posteriormente poder llevar a cabo la construccion del bloque dendritico

sobre la cadena lineal de PEG fue necesaria su activacion. Esta se realizo en tres etapas:

A) En una primera etapa se sintetiz6 el linker 7 para posteriormente
acoplarlo a la cadena lineal de PEG con el objetivo de convertir el
grupo azida terminal del linker en el punto focal del crecimiento del

blogque dendritico.

B) Para poder llevar el acoplamiento entre la cadena lineal de PEG vy el
linker se necesito sintetizar el carbonato activo mediante la reaccién

del polietilenglicol con DSC

C) Por ultimo se realizd la reaccion de acoplamiento entre el linker y el

carbonato activo para dar lugar al correspondiente PEG-linker.
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-Sintesis A

PN NaNj; H,0, 80°C PN
H,N Cl - HoN N3

6 62% 7

Se sintetizo el linker 7 para que permitiera el crecimiento del bloque dendritico
sobre la unidad lineal, un PEG5000 4 comercialmente disponible. El linker 3-
azidopropilamina 7 se preparo a partir de la 3-cloropropilamina 6, tratandola con azida
sodica en agua y obteniéndose el producto en un 62% de rendimiento.

Figura 9. Espectro *H RMN del compuesto 7.

En el espectro de *H RMN (figura 8) se observa a &: 3.38 ppm la aparicién de un
triplete caracteristico de los protones situados en a al grupo azida. Asi mismo, a &: 2.8
ppm se oberva el triplete correspondiente a los protones en a al grupo amino y a 6: 1.83

ppm se puede observar el quintuplete de los protones situado en B a los grupos

funcionales de los extremos de la molécula.
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-Sintesis B

(@]
(0]
DSC, CH,Cl, ,CH;CN 0o )k N
OH —— 5 MeO (6] O
py, 92% n
5 o]

Se form6 el carbonato activo, partiendo de una cadena de PEG5000 4

comercialmente disponible, mediante la reaccion de este reactivo con DSC y Py
obteniendo el producto 5 en un rendimiento del 92%.

(0] d
‘7 O
HaC 0 N
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n o)
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Figura 10. Espectro *H RMN del compuesto 5.
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En el espectro de *H RMN (figura 9) se observa a &: 4.46 ppm la aparicion de un
triplete que corresponde a los protones en a al grupo carbonato recién formado. Entre &
3.89-3.40 se encuentran las sefiales de los protones de la cadena de PEG y solapados
con estos un singlete a &: 3.37 del grupo metilo terminal de la cadena polimérica

También podemos ver ve a un desplazamiento &: 2.83 ppm un singlete perteneciente a
los protones del anillo de succinimidil unido al grupo carbonato
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-Sintesis C

78%

(o]
fo) (o]
n n H
5 (0] 7 8

Una vez sintetizado el carbonato activo 5 éste se hizo reaccionar con el linker (3-
azidopropilamina) 7, en CH,CI, y EtsN dejandolos con agitacion magnética a t.a.
durante toda la noche. Tras la correspondiente purificacion por precipitacion se obtuvo

el producto deseado en un 78% de rendimiento.

b (o)
a 1 ¢ )J\ f
HsC o] /\/\
~ o’{/\/ \}\/\ o N ‘ Ny
n H ¢

c [ \
| \ |
| NI l

N J ot N Lﬂ | M‘L_‘,ML'L\ - . Jlr I \

T T T T T T

4:3 ' 4.1 3.9 3.7 3.5 l 3.3 ' 3j1 ‘ 2,‘9 2:7 ‘ 2:5 2:3 ‘ ?.tl . 1:9 ‘ppm
Figura 11. Espectro "HRMN del compuesto 8.

En el espectro de *H RMN (figura 10) se observa que la sefial de los protones

que estaban en o al grupo carbonato se desplazan a un campo mads alto d: 4.25 ppm a
consecuencia de la formacion del nuevo grupo carbamato. Asimismo a &: 3.34 ppm
aparece un singlete solapado con un triplete que integra por 5H y se corresponde al
conjunto de los protones situados en a al grupo azida y a los 3 H del grupo metilo
situado en el extremo de la cadena de polietilenglicol. Al desplazamiento &: 3.3 ppm
aparece un cuartete que se corresponde con los protones situados a la derecha del grupo
carbamato y a &: 1.87 se observa un quintuplete perteneciente a los protones en p al

grupo carbamato y al grupo azida.
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54. SINTESIS DE PEG-[G3]-N;

-Retrosintesis
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h w«/\ MMHNM\/\N o/\/mo\/\vo
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-Sintesis del bloque dendritico

o (0]
/%\/0 )k NN e i a
MeO (¢} N N o
e A N %s + C —=3
8 P 3 3
o 3

Cl

(o]
Meo{/\/oi\/\oj\N/\/\NL
=N

9
Esquema 5. Representacion esquematica de la cicloadicion [3+2] para formar el anillo de triazol.

0°C, 6h

CHCl3, 5
94%

Una vez sintetizado el PEG-linker 8 ya se puede llevar a cabo el crecimiento de

la primera generacion mediante la reaccion de cicloadicion [3+2] entre el grupo azida,

situado en el extremo del linker, con el grupo alquino perteneciente a la unidad de

repeticion dando lugar al correspondiente anillo de triazol. Obteniéndose el producto

deseado en un 94%.
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Figura 12. Espectro *H RMN del compuesto 9.
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En el espectro de 'H RMN podemos observar la aparicion de un triplete a &: 4.65
ppm que integra por 2H perteneciente a los hidrégenos en a al anillo de triazol recién
formado. También podemos observar dos nuevas sefiales entre &: 4.57 y 4.50 ppm que
se corresponden a los hidrogenos situados a a los grupos éster unidos al anillo de
triazol. Este desdoblamiento en dos sefiales es debido a que la simetria que posee la

unidad de repeticion se pierde una vez que se forma el anillo de triazol.

El seguimiento de esta reaccion, y en general todas la reacciones de crecimiento,
se realizd principalmente a través de espectroscopia IR. Determinandose el avance
completo de la reaccion cuando se observo la desaparicion del pico caracteristico del

grupo azida a 2100 cm™ (Figura 13).

\\f\

— PEG-linker (8)

—— PEG-[G1]-C1 (9)

4000 3500 3000 2300 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 13. Espectro IR de la reaccion de sintesis del compuesto 9.

Una vez sintetizada la primera generacién de este copolimero de bloque, las
sucesivas etapas de crecimiento del bloque dendritico estaran caracterizadas por dos

fases claramente diferenciadas.

En las fases de activacion se substituira el Cloro terminal de las unidades de

repeticion por un grupo azida.

Las fases de crecimiento estaran caracterizadas por la reaccion de cicloadicion
entre el grupo azida previamente funcionalizado y el grupo alquino de la unidad de

repeticion.
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Esquema 6. Fases de activacién y crecimiento del bloque dendritico del copolimero de bloque.
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En la primera etapa de activacion se partio de PEG-[G1]-Cl 9 y se tratd con
NaNs3 y un éter corona (15-Corona-5) en DMSO calentandolos a 80°C durante 3 h y tras
la correspondiente purificacion por precipitacion, se obtuvo 10 en un 89% de
rendimiento (Figura 14). Es importantes sefialar que la presencia del éter corona permite
que la reaccion vaya mas rapido pues compleja el i6n Na* favoreciendo el ataque del

i6n azida. La reaccién en ausencia del éter corona es 5 veces mas lenta.
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Figura 14. Espectro *H RMN del compuesto 10.

En el espectro de *H RMN se puede observar la aparicién de una sefial entorno a
d: 3.4 ppm. Este sefal integra por 7H y se corresponde al conjunto de los 4H situados
en a a los grupos azida y a los 3 H del grupo metilo situado en el extremo de la cadena
de polietilenglicol. El seguimiento de las reacciones de activacion se realizara mediante

'H RMN e integrando el singlete ancho a &: 3.4 ppm.

Una vez funcionalizados con grupos azida los extremos de la unidad de
repeticion, se puede llevar a cabo la siguiente cicloadicion correspondiente a la etapa de
crecimiento del blogue dendritico. Se hizo reaccionar el PEG-[G1]-N3 con la unidad de

repeticion 3 en cloroformo y calentandola a 50°C durante 6 horas. Tras la
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correspondiente purificacion por precipitacion se obtuvo el producto deseado 11. En un
58% de rendimiento (Figura 15).
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Figura 15. Espectro *H RMN del compuesto 11.

En el espectro de *H RMN se observa una sefial a &: 4.8 ppm. Esta sefial integra
por 4H y se corresponde a los hidrogenos en o los nuevos anillos de triazol formados. El
desplazamiento quimico que sufren con respecto a los hidrogenos en a del anillo de
triazol de la primera generacion es debido a que las generaciones mayores experimentan
una mayor movilidad, sus dendrones son mas labiles, que los correspondientes a
generaciones inferiores, dando lugar a esta apreciable diferencia. Esta diferencia de
movilidad también es visible en los hidrogenos que estan en o a los grupos éster unidos

a los anillos de triazol. Esta reaccion se siguié mediante IR.

En la siguiente etapa de activacion se tratdé PEG-[G2]-Cl con NaNs, el éter
corona en DMSO calentando la reaccion a 80°C durante 5 h vy tras la purificacion por

precipitacién se obtuvo 12 en un 89% de rendimiento (Figura 16).
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Figura 16. Espectro *H RMN del compuesto 12.

A &: 3.5 ppm se observa una sefial que integra por 11H, correspondiente a los 8H

respectivamente.

y 3H en o a los grupos azida y al metilo de la cadena de polietilenglicol,

La siguiente etapa de crecimiento se hizo tratando el PEG-[G2]-N3 con la unidad

de repeticion en CHCI; calentando la reaccion a 50°C durante 6 horas. Se obtuvo el

producto deseado 13 en un 81% de rendimiento. (Figura 17).

La funcionalizacion final con azida se realiz6 mediante la reaccion del PEG-

[G3]-Cl con azida sodica en DMSO calentando la reaccién a 80°C durante 5h

obteniendo el producto 14 en un 89%. (Figura 18).

Los espectros de los productos se adjuntan a continuacion:
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Figura 17. Espectro *H RMN del compuesto 13.
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Figura 18. Espectro *H RMN del compuesto 14.
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5.5. SINTESIS UNIDAD DE REPETICION CON ENLACES
AMIDA

Un objetivo secundario de este proyecto era la sintesis de una nueva unidad de
repeticion que poseyera enlaces de tipo amida para construir otro bloque dendritico y asi
poder comparar sus efectos en cuanto a reactividad con respecto a la unidad de
repeticion con enlaces tipo éster. Para ello se pensé en la azetidina como un compuesto
que fuera un posible candidato para la formacién de esta unidad de repeticion mediante

la reaccion con el acido acetilendicarboxilico:
HOOC————=—CO0OH + _— ; — 2
HN

Con esta unidad se pretendia crecer el bloque dendritico mediante la apertura del
anillo de la azetidina con un nucledfilo, concretamente la azida, quedando asi
funcionalizada con este grupo en un extremo y posteriormente realizar una cicloadicion

con otra unidad de repeticion del modo:

o]
Ol s
= N NaN;
R——N
\N,;N

Para la sintesis de esta unidad de repeticion utilizamos dos estrategias: la sintesis

en dos pasos a través del haluro del acido y la sintesis utilizando diversos agentes
acoplantes, las cuales fueron descritas en el procedimiento general en la secciéon de
experimental. Con ninguna de estas estrategias se consiguieron resultados satisfactorios.

Se describiran a continuacion.
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-Mediante la previa formacion del haluro del acido

La secuencia de reacciones fue la siguiente:

0O (0] o] (o] o) (0]

- SOCl, 14 h, t.a. _
pr— — _——— —
E f o o E f PN E f
HO OH 4h, 65°C cl cl DN NQ

Mediante esta estrategia no se consiguié sintetizar la unidad de repeticion de

interés, recuperandose el producto de partida. Por lo tanto se decidié probar mediante el

uso de agentes acoplantes.

-Mediante el uso de agentes acoplantes

Se evaluaron diversos agentes acoplantes como posibles reactivos para llevar a
cabo esta sintesis: En la tabla 1 se resume las condiciones experimentales empleadas
para cada uno de los reactivos de acoplamiento. En todos los casos no se consiguio el
compuesto deseado, obteniéndose mezclas complejas de reaccion constituidas

principalmente por los excesos de reactivos y productos de descomposicion.

1A
— é' »
HOOC ————C0O0OH + H » |C
s‘ 1D
1E
Reaccion Disolvente A. Acoplante T* Adicion Condiciones de separacion
1A CHxCl, DIC t.a. CH:Cl> : MeOH (80% : 20%)
1B CH2Cl, EDC t.a. CH2Cl, : MeOH (80% : 20%)
IC CH.Cl, DIC 0°C CHCl, : MeOH (80% : 20%)
1D CH:Cl» DCC 0°C CH:Cl; : MeOH (80% : 20%)
1E DMF PyBrop 0°C Hex : AcOEt (50% : 50%)

Tablal. Condiciones de reaccion.
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6. CONCLUSIONS

e We have synthesized three generations, and the right end azide functionalization

of a new PEG-Dendrimer block copolymer.

e We have synthesized block copolymer dendrimer by thermal [3+2] azide-alkyne
cycloaddition reactions through a quick and efficiently strategy, without the need of

metal catalysis.

e We have tried to synthesize a new repeating unit having amide bonds using

azetidine like reactant, but not was not possible during the duration of this project.
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