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Abreviaturas y acronimos

Abreviaturas y acronimos

4-MUNANA Acido 2’-(4-metilumberiferil)-a-D-acetil neuraminico

AcOEt Acetato de etilo

ADN Acido desoxirribonucleico

AFGPs Glicoproteinas anticongelantes

AFM Microscopia de fuerza atémica

AFPs Proteinas anticongelantes

Arg Arginina

ARN Acido ribonucleico

BA Anticongelantes bioldgicos

Boc terc-Butoxicarbonilo

Chz Benciloxicarbonilo

ccf Cromatografia en capa fina

CD Dicroismo circular

cmg Concentracion minima de gelificacion

d Doblete

DCM Diclorometano

DIC N,N-Diisopropilcarbodiimida

DIPEA Diisopropiletilamina

DIS Modulacién dindmica del hielo

DLS Dispersion dindmica de la luz

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

DRX Difraccion de rayos X

EM Microscopia electrénica

GP Grado de polimerizacidn

HATU Hexafluorofosfato de 3-oxido-1-[Bis(dimetilamino)metilen]-
1H-1,2,3-triazol[4,5-b]piridinio

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia

ICs0 Concentracién inhibitoria media

IR Infrarrojo

IRI Inhibicion de la recristalizacién del hielo
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LMOGs Gelificantes orgdnicos de bajo peso molecular
m multiplete

m/z Relacién masa/carga

MES Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico
mM Concentracion milimolar

Ms Metilsulfonato

MS Espectrometria de masas

NOE Efecto nuclear Overhauser

PBS Tampodn fosfato salino

PEG Polietilenglicol

ppm Partes por millén

PVA Polivinilalcohol

PVC Cloruro de polivinilo

PyBOP Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio
q Cuartete

Rt Factor de retencion

RMN Resonancia magnética nuclear

SEM Microscopia electrénica de barrido

T Temperatura

t Triplete

TEM Microscopia electrénica de transmisiéon
Tf Trifluorometilsulfonato

TFA Acido trifluoroacético

TH Histéresis térmica

THF Tetrahidrofurano

Ts para-Toluensulfonato

uv Ultravioleta
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Resumen

Esta tesis doctoral abarca las posibilidades que ofrecen las amidas polihidroxiladas
derivadas de hexosas y del acido (-)-shikimico (24) como inhibidores de la recristalizacioén del
hielo y como agentes gelificantes, asi como las amidas derivadas del oseltamivir (34) como
inhibidores de neuraminidasas.

Inhibidores de la recristalizacion del hielo:

La contribuciéon mas relevante en el campo de los inhibidores de la recristalizacion del
hielo (IRI) de bajo peso molecular lo constituye la N-octil-D-gluconamida (9b) con la inhibicion
mas baja reportada para este tipo de moléculas (10% a 0.5 mM).

oH OH
SN S - : OH
O OH OH
9b

Basandonos en la estructura de esta molécula disefiamos en el primer capitulo de esta Tesis
Doctoral una quimioteca de moléculas variando su parte hidrofilica y su parte hidrofobica, con
la intencidn de obtener informacion sobre la relacion entre la estructura de estas moléculas y su
actividad IRI, asi como para poder obtener moléculas una actividad IRI mayor. La sintesis de
estas moléculas se llevd a cabo mediante una reaccion de amidacion entre las lactonas XX y
una amida, bisamida o poliamida, permitiéndonos obtener la quimioteca de forma sencilla y
econdmica.

OH
o. _O H OH OH
N
/%*/NHZ + —_— /HtS\/ MOH
6 HO OH O OH OH
OH
40 XX XXI1

El estudio de la actividad IRI de las moléculas sintetizadas nos condujo a los siguientes
resultados:

- La actividad IRI de la N-octil-D-gluconamida (9b) es altamente dependiente de la
estereoquimica de D-glucosa que presenta su parte hidrocarbonada, toda vez que la
sustitucion de ésta por otras estereoquimicas (D-galacto, D-gulo y L-ido) conduce a una
disminucion drastica de esta actividad.

OH OH OH OH

N N :
S A A o S A
O OH OH O OH OH
9b 92
H OH OH H OH OH
D V0 Y : " OH SN ; OH
O OH OH O OH OH
93 121
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% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
92 (Gulo-C8) 23,20 22 mM
93 (Ido-C8) 54,79 22 mM
121 (Gal-C8) 70,00 0,5mM

- La actividad IRI de la N-octil-D-gluconamida (9b) es también altamente dependiente
de la longitud de su cadena alquilica ya que una disminuciéon o un incremento de la
misma conduce a una disminucion de su actividad.

OH OH p o OH OH
\/\/N : - : OH \/\/\/\/\/\/\/\/N . OH
O OH OH O OH OH
9a od
OH OH g OH OH
e N A A eSS N A
v OH v OH
O OH OH O OH OH
9b 9¢c
% Crecimiento mM
9a (Glu-C4) 66,36 22 mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
9¢ (Glu-C12) 84,21 1 mM
9d (Glu-C16) - i

- La modificacion de la estructura de la N-octil-D-gluconamida (9b) uniendo mediante
enlaces amida dos unidades de D-glucosa a los extremos de una cadena hidrocarbonada
de longitud variable es sin embargo favorable, dando lugar a la molécula con la menor
actividad IRI reportada hasta la fecha (8,15%, a 2 mM), para el caso de la cadena de
octano 94b, y mejorandose la actividad en todos los demas casos, observandose por
primera vez que este tipo de moléculas bolaanfifilicas presentan mejores propiedades
IRI que su correspondientes anfifilicas.

w g OH OH OH OH O . OH OH
HO 7 7 NMNMOH HOMN/\/VV\/N : : on
OH OH O OH OH 54 6n H S 64 oH
94a 94b
OH OH O y OH OH
H : AN : :
°© Y v OH
61 o6n H O OH OH
94c
OH OH O y OH OH
HOMH/\/WVV\/\/\/NMOH
OH OH O OH OH

22



Resumen

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
94a (Glu-C4-Glu) 55,64 22 mM
94b (Glu-C8-Glu) 8,15 2 mM
94c (Glu-C12-Glu) 36,81 1,8 mM
94d (Glu-C16-Glu) 71,98 0,8 mM

- Las estructuras derivadas de N-octil-D-gluconamida (9b) del tipo poliamida (triamida
y tetramida) en las que tres o cuatro unidades de D-glucosa estan unidas por medio de
enlace amida a una parte central hidrocarbonada, demostraron que este tipo de
disposicion presenta una baja actividad IRI.

HO
HO HO™ N\ _.oH
HO! OH HO OH
HO OH O

OH OH
135 HO
110H
OH
139
% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
135 (Glu-X3-CHs) 69,74 22 mM
139 (Glu-X4) 58,17 22 mM

- También exploramos la posibilidad de sustituir la parte hidrocarbonada de la N-octil-
D-gluconamida (9b) por una unidad hidrocarbonada que alterne metilenos entre los
carbonos sustituidos con hidroxilos, por su mimetismo con el PVA, tanto en su version
anfifilica como bolaanfifilica, pero esta variante estructural también mostrdé baja
actividad IRI.

OH OH O OH OH O
HO N N N \/k/K)J\ NN
N HO Y oH

H 51 O OH OH
50

Iz
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% Crecimiento mMv
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
50 (Pva-C8) 57,02 22 mM
51 (Pva-C8-Pva) 81,62 22 mM

Las estructuras derivadas de N-octil-D-gluconamida en las que la cadena alquilica es
sustituida por una unidad arilica, fueron estudiadas basandonos en los casos descritos en la
bibliografia, donde la sustitucion de la cadena de octano por un anillo de benceno (N-fenil-D-
gluconamida (52)) disminuia notablemente la actividad (66% a 22 mM) mientras que cuando
el anillo de benceno estaba sustituido por un atomo de flior (53) esta aumentaba
considerablemente (10% a 10 mM).

o OH o o OH O
HoE G HoE
hEa b
O OH OH . O OH OH
52 53

Decidimos por lo tanto estudiar también las modificaciones de las anteriores estructuras
arilicas de dos formas: introduciendo un espaciador entre la unidad arilica y la unidad
hidrocarbonada y estudiando como afectaria a estas modificaciones la introduccién de
sustituyentes halogenados y oxigenados sobre la parte aromatica.

- La introduccion de un espaciador alcdnico entre el anillo aromatico y la unidad de D-
glucosa en la N-fenil-D-gluconamida (52) tiene un efecto claramente beneficioso de la
actividad IRI para el caso de que el espaciador sea lineal (-CHz-) y (-CH2-CHz-), pero
perjudicial cuando este es ramificado (-CH(CH3)-).

O OH OH O OH OH O OH OH
N)H/H/\/OH N)W\/OH = oH
H  On oH H N
OH OH OH OH

58 59 60
% Crecimiento mM
52 (Ph-Glu) 66,00 22 mM
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
59 (1-Bn-1-Me-Glu) 94,03 22 mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM

- La introduccion de atomos de fluor en el anillo aromético de la N-bencil-D-
gluconamida (58) result6 beneficiosa en todos los casos (orto, para y orto/para), dando
lugar a moléculas con mejor actividad IRI que la la N-bencil-D-gluconamida (58), la
mejor de las cuales fue la sustituida en orto (26.58% a 22 mM).
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O OH OH
N ~_OH
H  OH OH
R
64:R = 2-F
65:R = 4-F
66:R = 2,4-F
% Crecimiento mM
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
64 (2-F-Bn-Glu) 26,58 22 mM
65 (4-F-Bn-Glu) 30,28 22 mM
66 (2,4-F-Bn-Glu) 32,21 22 mM

Sin embargo, la introduccion de d&tomos de fluor en el anillo aromatico de la N-feniletil-
D-gluconamida (60) (orto, meta y para) no condujo a cambios apreciables en la

actividad IRI de ésta.

4 OH ?H
N v OH
O OH OH
R
73:R=2-F
74:R=3-F
75:R = 4-F
% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
73 (2-F-PhEt-Glu) 45,55 22 mM
74 (3-F-PhEt-Glu) 52,57 22 mM
75 (4-F-PhEt-Glu) 48,85 22 mM

La introduccién de dtomos de cloro, bromo u oxigeno en el anillo aromatico de la N-
feniletil-D-gluconamida (60) en posicidon para supone una pérdida considerable en la

actividad IRI de ésta.

y OH OH
Y o
O OH OH
R
76: R= 4-Cl
77: R= 4-Br
78: R= 3,4-OMe
% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
76 (4-CI-PhEt-Glu) 70,45 11 mM
77 (4-Br-PhEt-Glu) 71,40 11 mM
78 (3,4-OMe-PhEt-Glu) 84,17 22 mM

También estudiamos moléculas con dos unidades de D-glucosa unidas mediante enlace
amida a un anillo de dimetilfenilamina en las tres posiciones posibles (orto, meta y
para), encontrando que este tipo de estructuras solo presenta buena actividad IRI para

25



Pablo Lopez Carracedo

el caso de la para sustituida (84) (29.16% a 11 mM), siendo este el segundo caso en el
que la estructura bolanfifilica es mas activa que su correspondiente anfifilica.

(0] OH (;)H
: OH
OH OH \@ QW
HO Y
OH OH O
82: sustitucién 1,2
83: sustitucion 1,3
84: sustitucion 1,4
% Crecimiento mMv
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
82 (1,2-Bn-Glu) 59,14 22 mM
83 (1,3-Bn-Glu) 58,49 22 mM
84 (1,4-Bn-Glu) 29,16 11 mM

- Teniendo en cuenta el resultado anterior probamos también la molécula con dos
unidades de D-glucosa unidas mediante enlace amida a un anillo de dietilfenilamina,
ahora ya so6lo en posicion para. En este caso encontramos que la actividad IRI no se
veia practicamente afectada en esta molécula bolaanfifilica con respecto a su
correspondiente molécula anfifilica.

OH OH
N - OH
O OH OH
OH OH O
HO :
Z Z N
o1 on M 86
% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
86 (1,4-PhEt-Glu) 63,60 11 mM

- También estudiamos una estructura tipo poliamida constituida por tres unidades de
D-glucosa unidas por enlace amida a una unidad de 1,3,5-trimetilfenilo, encontrando
que esta estructura tenia una actividad IRI baja, en consonancia con los demas casos de
poliamidas estudiados en esta Tesis.
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OH OH
HO™ ™ ; OH
OH OH O O OH OH
89
% Crecimiento mM
58 (Bn-Glu) 40 22 mM
89 (1,3,5-Bn-Glu) 58,32 22 mM

Por ultimo, estudiamos como afectaba a la actividad IRI de la N-octil-D-gluconamida (9b)
la sustitucion de su unidad hidrocarbonada por una unidad de 4cido (~)-shikimico (24), en sus

dos versiones anfifilica y bolaanfifilica:

0 o 0 o)
HO,
HO,, . OH
HO Ho =~ "OH
OH OH OH

90a: n=2 91a: n=2
90b: n=6 91b: n=6
90c: n=10 91c: n=10
90d: n= 14 91d: n=14

- Las moléculas con una unidad de acido (-)-shikimico (24) unido mediante un enlace
amida a una cadena alquilica de diferente longitud (90a, 90b, 90c y 90d) mostraron

una actividad IRI que oscil6 entre muy bajo o nula.

% Crecimiento

mM

9b (Glu-C8) 10,00
90a (Shi-C4) 56,51
90b (Shi-C8) 74,82
90c (Shi-C12) 82,65

90d (Shi-C16) -

0,5 mM
22 mM
6,5 mM
1mM

- Las moléculas con dos unidades de acido (-)-shikimico (24) unidas mediante enlace
amida a los extremos de una cadena alquilica de diferente longitud (91a, 91b, 91c y
91d) mostraron una actividad IRI también baja, pero mejor en todos los casos que sus
correspondientes estructuras anfifilicas, siendo este el tercer caso descrito en esta Tesis
en la que las estructuras de tipo anfifilico presentan mejor actividad IRI que sus

andlogas anfifilicas.
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% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
91a (Shi-C4-Shi) 61,87 22 mM
91b (Shi-C8-Shi) 68,16 11 mM
91c (Shi-C12-Shi) 49,74 2mM

91d (Shi-C16-Shi) - -

Agentes gelificantes de agua:

El segundo capitulo de esta Tesis comprende el estudio de gelificacion de las amidas y
bisamidas derivadas de hexosas (9a, 9b, 9¢, 9d, 92, 93, 94a, 94b, 94¢ y 94d) y del acido
(-)-shikimico (24) (90a, 90b, 90c, 90d, 91a, 91b, 91c y 91d), anteriormente sintetizadas. Y
también de una nueva serie de amidas bolaanfifilicas derivadas del acido (-)-shikimico (24) que
contienen un sustituyente acido (-)-shikimico (24) y un sustituyente éster metilico, acido
carboxilico, carbamato de ferc-butilo y amino, separados por un espaciador de longitud de 4, 8
o 12 atomos de carbonos, cuyas estructuras aparece representadas a continuacion.

(0] (0] o o
\\ H n
HO HO"
OH OH

98a: n=2 99a: n=2
98b: n=6 99b: n=6
98c: n=10 99¢: n=10
0 0]
HO.
HO,, N N
’ N NHB 2
H/\fi:\ oc “[;:]/H\H f
HO\‘ HO
OH OH
103a: n=2 104a: n=2
103b: n=6 104b: n=6
103c: n=10 104c: n=10

El estudio de la capacidad de gelificacion de estas amidas lo hemos llevado a cabo para
todas ellas en un conjunto de 14 disolventes que cubren un rango amplio de constante
dieléctrica, ordenados en funcion de esta: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico,
cloroformo, acetato de etilo, tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol,
metanol, acetonitrilo y agua. Y también, dado que nuestro interés principal era la busqueda de
nuevos agentes hidrogelantes, en mezclas de etanol y agua y en disolucién PBS.

- Las amidas anfifilicas y las amidas bolaanfifilicas derivadas de hexosas mostraron una
baja capacidad de gelificacion, siendo lo mas destacable la capacidad de gelificacion
entre buena y moderada de agua, disolucion PBS y mezclas de agua y etanol para 93
(Ido-C8), 9b (Glu-C8), 9¢ (Glu-C12), 9d (Glu-C16), 94¢ (Glu-C12-Glu), 94d (Glu-
C16-Glu), aunque estos geles mostraron ser muy débiles.

- Las amidas anfifilicas y las amidas bolaanfifilicas simétricas derivadas del acido
(-)-shikimico (24) presentaron una capacidad de gelificacion también muy limitada,
debida en este caso a su mayor solubilidad. Sin embargo, mostraron una buena
capacidad de gelificacion de: agua, disolucion PBS y mezclas de agua y etanol para el
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caso de 90b (Shi-C8), 90c¢ (Shi-C12), 90d (Shi-C16), 91c (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-
C16-Shi). Siendo especialmente relevante el caso de la capacidad para gelificar agua
de 91¢ (Shi-C12-Shi) (cmg, 1.8 mg/mL), lo que hace que pueda considerarse un agente
supergelificante de agua.

- Las amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del &cido (-)-shikimico (24) tanto en
su forma de éster, como de acido, de carbamato o de amina, al contrario que las amidas
bolaanfifilicas simétricas, mostraron una gran solubilidad y ningin resultado de
gelificacion relevante.

- Los estudios estructurales llevados a cabo con nuestro agente supergelificante de agua
Shi-C12-Shi (91¢), mediante experimentos de microscopia electronica SEM y TEM,
revelan dos tipos de estructuraciones en las fibras del gel, dependientes del proceso de
formacion del mismo. Experimentos adicionales de cryoTEM nos permitieron observar
las fibrillas formadas por el compuesto que muestran su estructuracion en las etapas
previas a la formacion del gel.

- También pudimos demostrar que los hidrogeles formados por nuestro agente
supergelificante 91¢ (Shi-C12-Shi) son capaces de absorber moléculas con diferentes
estructuras, como los colorantes azul de metileno (cationico) y el naranja de metilo
(anidnico). Y que esta capacidad es excelente para la absorcion en ambos casos y para
la liberacion del azul de metileno, siendo moderada para la liberacion del naranja de
metilo.

Inhibidores de la neuraminidasa:

El tercer capitulo de esta tesis abarca la sintesis y el estudio de actividad inhibitoria de la
neuraminidasa de una biblioteca de 24 amidas y 2 lactamas derivadas el oseltamivir (34),
disefiadas basandonos en un estudio realizado por el Prof. P. Zhan sobre la molécula 105, de las
cuales:

- Las amidas 155 a 166 son amidas secundarias y han sido sintetizada a partir de
oseltamivir (34) mediante una reaccion multicomponente de Ugi.
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“Iﬁi 5L Ugiﬁﬁ

155y 156 159y 160 163 y 164

‘,Igl ElL @QIE)L

157 y 158 161y 162 165y 166

- Lasamidas 167 a 178 son amidas primarias y han sido sintetizada a partir de oseltamivir
(34) mediante una reaccion de Strecker, ante la imposibilidad de hacerlo mediante una
reaccion de Ugi.

Oxy-OH Oy -OH
MKH “El O “i l L
HN__O
/‘ \f Me

167 y 168 171y 172 175y 176
Os_OH
HoN HN. O Ji/ 2N\/0/E%\ Ji/
9 L o
O H o
B T Ve
\ s
169y 170 173y 174 177y 178

- Las lactamas 111 y112 han sido sintetizada a partir de oseltamivir (34) mediante una
reaccion de adicion de Michael.

111 112

- Los ensayos de la actividad de estas amidas derivadas de oseltamivir (34) como
inhibidores de neuraminidasas estan en fase de realizacion.
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Introduccion

1.1 Amidas

Las amidas son uno de los tipos mas importantes de compuestos organicos que desde
el punto de vista de su estructura se caracterizan por presentar como grupo funcional un
carbonilo terminal unido a un atomo de nitrogeno. Este atomo de nitrégeno puede estar a
su vez unido a dos 4tomos de hidrogeno (amidas primarias), a un a&tomo de hidréogeno y
uno de carbono (amidas secundarias) o a dos 4tomos de carbono (amidas terciarias).! Esta
estructura confiere a las amidas propiedades particulares y una amplia gama de
aplicaciones.

0 o Q
I & R _C. .R4
/C\ R/ \N/ 1 R N
R NH, |
H R,
Amida Amida Amida
Primaria Secundaria Terciaria

Figura 1. Estructura general de las amidas primarias, secundarias y terciarias.

Desde el punto de vista de sus propiedades, las amidas son compuestos de gran interés
especialmente debido a que:

- Presentan puntos de fusion y ebullicion mas altos que los hidrocarburos y los
alcoholes de masa molecular similar, debido a los enlaces de hidrégeno que pueden
formarse entre las moléculas.

- Son solubles en agua y en muchos disolventes organicos, debido a la polaridad del
grupo carbonilo y a su capacidad para formar enlaces de hidrogeno con el
disolvente.

- Son débilmente acidas.

- Pueden mostrar propiedades bdsicas débiles, especialmente cuando estan
fuertemente solvatadas o en presencia de acidos fuertes.

- Pueden reaccionar con 4cidos fuertes para formar sales y con bases fuertes para
formar amiduros.

- Muestran resonancia entre los pares de electrones no compartidos en el dtomo de
nitrogeno y el enlace doble carbono-oxigeno, lo que les confiere unas propiedades
conformacionales especiales.?

- Pueden actuar como ligandos en complejos metélicos, formando enlaces
coordinados con iones metalicos.

- Por ultimo, son moléculas muy estables, aunque en ciertas condiciones pueden
hidrolizarse para dar lugar a sus constituyentes: acido carboxilico y amina.

a) b) c)
PN
H TH -0 L9
R /O—— H\N,H / 4\9 :Q: (I)
Y )\ ()| /C\“/H - /C’:_'\',H - R/C\\N/H
H "V H---0” R A H RO RN | @
RN H H H

Figura 2. a) Formacion de enlaces de hidrégeno entre pares amida. b) formacién de enlace de hidrégeno con el agua.
¢) Resonancia del grupo amida.

En cuanto a su incidencia, las amidas se encuentran ampliamente distribuidas en la
Naturaleza, estando presentes en una amplia variedad de compuestos biologicos, como:
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- Péptidos y proteinas: el enlace peptidico, mediante el cual los aminoacidos se unen
consecutivamente para formar estructuras tridimensionales, es un enlace de tipo
amida.

- Acidos nucleicos: tanto en el ADN como en el ARN existen enlaces de tipo amida
que confieren rigidez estructural a estos compuestos y la posibilidad de
interacciones por enlace de hidrogeno inter- e intra-moleculares.

- Enzimas: muchas enzimas presentan grupos amida en sus sitios activos, lo que les
permite formar enlaces de hidrogeno con las moléculas diana.

- Metabolitos: un gran nimero de moléculas pequenas con grupos amida son
metabolitos en muchas rutas metabolicas en organismos, siendo precursores de
moléculas mas complejas.

Q 0
HNTIE
f‘\NH ),,, (&S\HN =
/& T 0 S
© NH HN (6]

N o
=N HO
0
N
F {0% TEJ:‘/H/
OH OH o)
1 2 3

Figura 3. Cotinina (1), un metabolito de la nicotina del tabaco. Uridina (2), un nucleésido con enlace amida.
Romidepsina (3), un anticancerigeno con estructura peptidica.

Pero las amidas no naturales también tienen una gran relevancia en varios campos
cientificos y muchas aplicaciones industriales, destacando:

- Materiales poliméricos, conocidos como poliamidas, obtenidas por polimerizacion
de monomeros a través de enlaces amida, como los nailon, las aramidas o los
poliaspartatos. Se utilizan habitualmente en productos textiles, de automocion,
utensilios de cocina y ropa deportiva por su gran durabilidad y resistencia.’

- Productos farmacéuticos. Una gran cantidad y variedad de estructuras
farmacoldgicamente activas son también amidas.

- Otros productos de interés industrial como aditivos alimentarios, herbicidas,*
lubricantes o gelificantes tienen también estructura de amida.

® 0] o B NH
Ko, o
s i i i L
N /
o oM
CIT0r s O e y™ oY e
OH NH o 7
o o9 O HO 2 N7\
K —
5 6 7

Figura 4. Poliaspartato potdsico (4), un edulcorante empleado en viticultura. Paracetamol (5), un conocido farmaco.
Aspartame (6), un edulcorante de uso habitual en la industria alimentaria. 7, Un agente herbicida recientemente
descubierto.

Desde el punto de vista de sintético, las amidas se obtienen por condensacion de acidos
carboxilicos con aminas. Este proceso es endotérmico y requiere de un aporte de energia,
generalmente en forma de calor, por lo que no es factible en la mayoria de los casos.®

Por lo tanto, suele ser necesario transformar el acido carboxilico en un derivado con el
grupo carbonilo activado y llevar a cabo sobre ¢l la reaccion con la amina (ver Esquema 1)
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Esquema 1. Esquema del mecanismo de acoplamiento entre un dcido carboxilico activado con un grupo saliente
genérico (GS) y una amina primaria.

Este proceso, por su enorme importancia sintética ha sido profusamente estudiado y
son muchisimos los métodos de formacién de enlaces amida publicados, desde los primeros
basados en la transformacion del acido carboxilico en uno de sus derivados (cloruro de
acido, anhidrido de 4cido o éster) hasta los mas sofisticados que utilizan agentes activantes
como diimidas (DIC), derivados de éstas (HATU), fosfonatos (PyBOP), etc.®

Sin embargo, el estudio de la formacion de enlaces amida contintia siendo un tema de
investigacion actual, porque los métodos existentes estan llegando a sus limites y la
preocupacion por los elevados precios de algunos de los reactivos usados, asi como por los
residuos que éstos generan es cada vez mayor.’

1.2 Amidas polihidroxiladas

De todos los compuestos que presentan grupos amida, cabe destacar en esta tesis
doctoral las amidas polihidroxiladas, moléculas bifuncionales que presentan un grupo
amida y al menos dos grupos hidroxilo en su estructura. La presencia de estos grupos
funcionales otorga a este tipo de moléculas un extraordinario potencial en el dmbito
cientifico.

Desde el punto de vista biologico, la capacidad de asociacion inter- e intra-molecular
por fuerzas de enlace débil se ve enormemente acrecentada, lo que les confiere un gran
potencial de estructuracién macromolecular.®

Desde el punto de vista quimico, la gran versatilidad del grupo funcional amida y la
posibilidad de funcionalizacion de los grupos hidroxilos que hace que estas moléculas sean
muy atractivas en sintesis organica.’

Las amidas polihidroxiladas se suelen asociar a productos naturales, puesto que se
encuentran presentes en numerosos organismos tanto vegetales como animales, como es el
caso del acido N-acetil-neuraminico (8).
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Figura 5. Acido N-acetil-neuraminico (8), una amida polihidroxilada que interviene en muchos procesos bioldgicos.

Por lo tanto, la obtencion de amidas polihidroxiladas a partir de productos naturales es
una posibilidad interesante, que se ha explorado en el pasado. Pero se ha encontrado con la
dificultad de que la mayoria de los productos naturales son dificiles de obtener a gran escala
y de forma econdmica. Sin embargo, la preparacion de amidas polihidroxiladas sintéticas
ha ganado peso en los ultimos afios, empleando productos naturales de bajo coste y facil
obtencion para sintetizar compuestos complejos de manera econdmica.
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La sintesis de amidas polihidroxiladas se puede llevar a cabo de diferentes formas: por
procesos de oxidacion de amidas insaturadas, procesos de reduccion de amidas con grupos
carbonilo presentes o procesos de acoplamiento entre acidos y aminas hidroxilados, siendo
este ultimo el mas versatil y empleado.

En efecto, el uso de acidos polihidroxilados y aminas no hidroxiladas, acidos no
hidroxilados y aminas polihidroxiladas o bien dacidos polihidroxilados y aminas
polihidroxiladas, mediante una reaccion de acoplamiento, es uno de los métodos mas
sencillos para la obtencion de amidas polihidroxiladas. Esto es debido a la gran variedad
de acidos y aminas, naturales o sintéticos, disponibles y la versatilidad que conlleva este
acoplamiento. Un ejemplo de ello puede ser la N-octil-D-gluconamida (9b), que puede
obtenerse facilmente, con buen rendimiento y en un solo paso por reaccion de la D-
gluconolactona con n-octilamina.

9b
Figura 6. N-Octil-D-gluconamida (9b), ejemplo de amida polihidroxilada sintética.

Como ya hemos dicho, las amidas polihidroxiladas presentan una elevada capacidad
de estructuracion macromolecular, debido al gran nimero de enlaces de hidrogeno que se
pueden formar tanto a través de sus grupos amida como de sus grupos hidroxilo.% ! Esto
se ve acrecentado en aquellas que son de naturaleza anfifilica, en las que las diversas fuerzas
de enlaces débiles que pueden formar (enlace de hidrogeno, m-stacking,'? fuerzas de Van
der Waals'®) se suman con las interacciones anfifilico/anfipatico, lo que permite que
generen estructuras macromoleculares ordenadas o interacciones con otras moléculas o con
receptores bioldgicos, de donde viene su potencial en campos como la medicina, la
gelificacion de disolventes o la inhibicion de la recristalizacion del hielo, que destacamos
por ser objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, pero también en muchos otros.
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1.3 Inhibicion de la recristalizacion del hielo

La recristalizacion del hielo, como todas las recristalizaciones, es un proceso
termodindmicamente favorable, mediante el cual los cristales grandes de hielo, con menor
grado de curvatura y por lo tanto menor energia de superficie, crecen a expensas de cristales
mas pequeios, con mayor grado de curvatura y por lo tanto mayor energia de superficie
(Figura 7).1* Este fenomeno se conoce como maduracion de Ostwald y como consecuencia
de ¢l, en el caso del hielo, se forman cristales cada vez mas grandes durante el proceso de
congelacion, lo que repercute en un deterioro de los materiales congelados.®

Grano
Grande

Grano
pequefio

Figura 7. Esquema de la maduracion de Ostwald (figura adaptada de la referencia 14 de acuerdo con la licencia CC BY
4.0).

Es, por lo tanto, fundamental poder influir en la recristalizacion del hielo inhibiéndola,
y asi evitar el deterioro de los materiales congelados, ya que éste es un problema de
extraordinaria relevancia debido a sus importantes implicaciones en varios campos
cientificos y tecnoldgicos:

- Enla Medicina, para la crioconservacion de células, tejidos y 6rganos.

- Enla Agricultura, para la conservacion de alimentos.®

- En la Industria, para evitar la adherencia del hielo a las superficies o aumentar la
resistencia a las heladas de los materiales (metales, hormigon, etc.).

- Enel Medio Ambiente, para evitar la nucleacion de hielo en las nubes, impidiendo
asi la formacion de granizo.!’

La posibilidad de interferir en el proceso termodindmicamente favorable de
recristalizacion del hielo, para inhibirlo, se descubri6 a partir del estudio de los organismos
extremofilos, capaces de vivir en condiciones extremas de temperatura y/o humedad en las
que la mayoria de los organismos no podrian sobrevivir. Es el caso de los peces blénidos
antarticos que viven en el Mar Antartico y son capaces de resistir temperaturas por debajo
de los cero grados Celsius sin congelarse. El estudio de estos peces permiti6é descubrir que
su resistencia en condiciones extremas se debe al hecho de que poseen unas proteinas
llamadas anticongelantes biolégicos,'® las cuales les permiten resistir temperaturas bajo

cero sin que su sangre se congele, ni sus células se dafien por la formacion de cristales de
hielo.
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Estos anticongelantes bioldgicos se pueden dividir en dos grandes grupos: proteinas
anticongelantes (AFPs) y glicoproteinas anticongelantes (AFGPs).'°

Figura 8. Izquierda: fotografia de un pez blénido antdrtico sumergido en agua y hielo. Derecha: |, estructura general de
AFGPs, aisladas por primera vez de un pez blénido antdrtico.

Las glicoproteinas anticongelantes presentan tres propiedades que son importantes
para el proceso de la inhibicion de la recristalizacion del hielo.

La primera de ellas es la histéresis térmica (TH) que provoca que el punto de
congelacion de los organismos que las presentan esté por debajo del punto de congelacion
del agua. Esto se debe a la adhesion de estas glicoproteinas a las caras laterales de los
cristales de hielo, como propuso DeVries en 1991 con su Modelo del Colchén, y demostrd
el mismo autor en 2018 utilizando glicoproteinas anticongelantes fluorescentes (Figura
9).20 21 A diferencia del etilenglicol, uno de los compuestos mas usados como
anticongelantes actualmente, estas glicoproteinas no bajan el punto de congelacion en
funcién de la concentracion, sino que lo hacen de manera no coligativa, a escalas de
concentraciones de 300 a 500 veces inferiores a las moléculas pequenas como el
etilenglicol.?°

Hielo lce
binding

n=4-52

solution
exchange

Irreversible binding

Figura 9. Izquierda: Modelo de Colchdn propuesto por DeVries. Derecha: imdgenes obtenidas por el mismo autor
usando glicoproteinas anticongelantes fluorescentes (figuras adaptadas de la referencia 21)

La segunda propiedad que presentan estas glicoproteinas es formacion dinamica del
hielo (DIS) y est4 intimamente relacionada con la primera (TH). Esto es debido a que, al
estar la TH provocada por la union irreversible de los BA a las caras laterales de los cristales
de hielo durante su formacion,?? presenta un proceso asociado que hace que los cristales de
hielo crezcan en forma de bipirdmides hexagonales (o espiculas) en lugar de prismas
hexagonales,? 24 . Este es un proceso indeseable que genera cristales de hielo mucho mas
afilados y dafiinos para el material congelado (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la modulacion dindmica del hielo en cristales de hielo.
Figura adaptada de la referencia 25.%°

La tercera de las propiedades de estas glicoproteinas es la inhibicion de la
recristalizacion del hielo (IRI) que evita que los cristales pequefios de hielo formados al
iniciarse la cristalizacion crezcan durante el proceso de almacenaje y descongelacion.
Todavia no se conoce el mecanismo de la IRI y existen al menos dos interpretaciones, pero
parece que no esta relacionado con la adhesion de los anticongelantes biologicos a las caras
de los prismas de cristales de hielo, sino con la capacidad de estas moléculas para
estabilizarse en la interfaz entre los cristales de hielo (Figura 11), impidiendo la migracion
de las moléculas de agua de los cristales mas pequefios a los mas grandes.

Cristal de hielo

Capa
quasi-liquida

Capa
quasi-liquida

Cristal de hielo

Figura 11. Modelo propuesto de mecanismo de inhibicion de recristalizacion del hielo (figura adaptada de la referencia
27).

Esta interpretacion mecanistica esta respaldada por el descubrimiento de moléculas

sintéticas que presentan propiedades de inhibicion de la recristalizacion del hielo (IRI),
pero no histéresis térmica (TH) y por lo tanto tampoco formacion dindmica del hielo (DIS).

A pesar de la alta eficacia de los anticongelantes biologicos y de que sus estructuras
quimicas son bastantes sencillas, como es el caso de la molécula I (Figura 8), su aplicacion
comercial no es posible debido a: la dificultad y el alto costo de su obtencion a partir de
organismos vivos y la complejidad que entrafia su sintesis. Por ello, en los tltimos afios se
han explorado alternativas, basadas en miméticos de éstos, que reduzcan el coste de
produccion y faciliten la sintesis.
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La alternativa mas inmediata, y que por lo tanto se explor6 en primer lugar, fue la de
glicoproteinas con estructuras miméticas de las AFGPs naturales y mads sencillas
sintéticamente, como el caso de las moléculas II (Figura 12). Muchas de estas moléculas
estudiadas mostraron buenas propiedades IRI, pero su sintesis y obtencion en gran escala
resulta todavia demasiado compleja como para que puedan considerarse una alternativa
viable para su uso industrial.

R OH R= Gal, Glu, Man, Tal
o n=3,4,6,9
HO m=1,2,3,4
R 0

o )m H Q H o
{AT R R,
H (0] H (0]
I}

Figura 12. Estructura genérica de miméticos de AFGPs.

Otra opcion que se ha explorado es el uso de polimeros sintéticos, como por ejemplo
el PEG (10) o el PVA (11), que mimetizan a las proteinas anticongelantes y presentan una

buena actividad IRI.
doton AN

n OH
PEG (10) PVA (11)
Figura 13. Estructuras de PEG (10) y PVA (11), dos polimeros sintéticos con actividad IRI.

Un reciente estudio publicado en 2021 por el profesor Gibson?® demostrd que
moléculas poliméricas pequenas derivadas del PVA (con menos de 20 unidades
monoméricas: GP<20) pueden presentar actividad IRI potente. Empleando moléculas de
entre 10 y 20 unidades monoméricas (PVAIO y PVA20) realizaron estudios
computacionales y midieron su actividad IRI mediante el ensayo de splat-cooling (ver
pagina 79) con el fin de obtener informacién acerca del mecanismo de accion de los
polimeros en la inhibicion de la recristalizacion del hielo. Los resultados obtenidos
proponen que cuanto menor es la cadena de polimero, menor es su actividad IRI, pero
confirman que estos polimeros si se unen a las caras laterales de los cristales de hielo
durante el proceso de recristalizacion, en una relacion 2:1, en la que dos hidroxilos estan
interaccionando con la cara de hielo mediante enlaces de hidrogeno y otro hidroxilo esta
libre para interaccionar con las moléculas de agua de la interfaz (Figura 14).

Figura 14. Modelo de union de PVA a las caras laterales del hielo en funcion del tiempo (figura de la referencia 26 de
acuerdo con la licencia CC BY 4.0).
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La menor actividad de las cadenas més pequefias de polimeros esté justificada porque
el frente de hielo sobrepasa el tramo de union entre el polimero y la cara del hielo a la que
este estd unido, y cuanto mayor es el tamafno de la cadena de polimero, mas dificil es para
el frente crecer sobre esta union. A pesar de que este estudio aporta una informacion enorme
acerca de como estas moléculas poliméricas actiian a la hora de inhibir la recristalizacion
del hielo, no permite explicar por qué moléculas mas pequenas, de las que hablaremos a
continuacion, que siguiendo el mismo mecanismo deberian unirse a las caras de hielo y ser
sobrepasadas facilmente por el frente de crecimiento, presentan una actividad IRI mayor.

La ultima alternativa que se ha explorado es la de moléculas pequefias que presenten
actividad IRI. El Prof. Barcerzak y col. han encontrado que moléculas anfifilicas derivadas
de monosacaridos 9b y 12 presentan una buena actividad IRI,?" lo que las convierte en
candidatas ideales para emplearse de manera industrial debido a la facilidad de su sintesis,
bajo coste de produccion y, por lo tanto, la posibilidad de fabricacion a gran escala.

L OH OH Ho OH
AN om Ho&ovm

O OH OH HO 6
9b 12

Figura 15. Estructura de las moléculas anfifilicas derivadas de monosacdridos 9a 'y 12, que presentan buena actividad
IRI.

Esto ha llevado a que en los ultimos afios se hayan estudiado una gran cantidad de
moléculas pequenas de estructuras muy diversas. Uno de los tltimos ejemplos es el estudio
realizado por Gibson y col.?® en el que comparan los isomeros conformacionales de la o
alanina y la B-alanina realizando estudios computacionales y realizando el ensayo de splat-
cooling. En este estudio demuestran que moléculas muy pequeias, con menos de 15
atomos, pueden presentar actividad IRI, asi es que moléculas tan simples como los
aminodcidos naturales pueden ser candidatos ideales para usarse como inhibidores de la
recristalizacion del hielo. Ademads, plantean una teoria interesante sobre el mecanismo de
accion de moléculas pequenias en relacion con su estabilidad frente a las caras del hielo.
Sostienen que a medida que aumenta la afinidad de una molécula hacia una cara del hielo,
y por lo tanto se estabiliza mas, ésta tiende a ser superada por el crecimiento del frente de
hielo, y por lo tanto disminuye su actividad IRI. La B-alanina, debido a su estructura
propensa a formar enlaces de hidrégeno mas estables con el frente de hielo, presenta menor
actividad que su anéloga, la a-alanina, la cual se estabiliza menos en las caras laterales del
hielo (Figura 16).
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Figura 16. A) (In)compatibilidad de la a- y la 8-alanina frente a las caras de hielo. B) Actividad IRl de la a- y la 8-
alanina (imagen adaptada de la referencia 28 de acuerdo con la licencia CC BY 4.0).
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Pero este modelo solo explica como moléculas muy pequefias con mucha rigidez
conformacional presentan actividad IRI. Y no puede extrapolarse a moléculas mas grandes
con varias conformaciones diferentes y, por lo tanto, afinidades distintas por las caras del
hielo; y que también presentan buena actividad IRI.

De todas las moléculas pequefias con actividad IRI que se han estudiado hasta ahora,
la amida anfifilica derivada de la D-glucosa (N-octil-D-gluconamida 9b) es la molécula con
mayor actividad IRI a concentracién mas baja conocida hasta la fecha.?® Los estudios
realizados por el profesor Robert Ben reportan que esta amida presenta un crecimiento de
cristal relativo del 10% a una concentracion de 0.5 mM (Figura 17).
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Figura 17. Cristales de hielo vistos al microscopio para un buffer de PBS (izquierda) y una disolucion
de N-Octil-D-gluconamida (9b) 0.5 mM en PBS (derecha), después de un tiempo de congelacion de 30 min.

Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha sobre esta molécula y otras
similares son muy fenomenoldgicos, y buscan mas bien aplicaciones tecnologicas que
arrojar luz sobre el mecanismo del proceso de la inhibicion de la recristalizacion del hielo.
Por ello, decidimos enfocar nuestro trabajo de esta Tesis Doctoral en la busqueda de nuevas
moléculas pequeiias que presenten buena actividad IRI, pero también aportar informacion
sobre el mecanismo de la inhibicion de la recristalizacion del hielo.

1.4 Gelificacion

Los geles, aunque conocidos desde la antigliedad, son objeto de estudio cientifico
desde hace aproximadamente 150 anos y desde entonces se han sucedido diversas
definiciones de gel. La primera definicion que relaciona la estructura con las propiedades
de un gel no se public hasta 1975 cuando Flory*® (Premio Nobel de quimica en 1974)
definid un gel como: "un material que posee una estructura microscoOpica continua con
dimensiones macroscopicas, que son permanentes y se asemejan a un solido en su
comportamiento reoldgico, a pesar de estar formado en su mayor parte por liquido™.

Los geles se pueden clasificar de acuerdo con sus caracteristicas, como pueden ser: la
fuente de la que provienen (naturales o artificiales),* el medio que presentan (organogeles,
hidrogeles o xerogeles),3>* la constitucion del gel (macromolecular o supramolecular)® o
el tipo de enlaces que forman sus mondmeros (fuertes o débiles).®

42



Introduccion

| Geles |

I Fuente Medio
Natural Artificial Organo Hidro Xero
I Costitucion
Supramolecular Macromolecular

‘ I Entrecruzamiento

Fisicos/Moleculares Quimicos/Poliméricos

Figura 18. Clasificacion general de los geles de acuerdo con sus caracteristicas.

Quizas la clasificacion mas extendida es la que define los geles como geles
poliméricos/quimicos o geles moleculares/fisicos:

- Geles poliméricos o quimicos: Estdn compuestos por polimeros (naturales o
sintéticos) con pesos moleculares que oscilan entre 3.000 y 50.000 Dalton. Estos
polimeros estan formados por un entramado de enlaces fuertes, de caracter
covalente, lo que implica que el proceso de gelificacion no es reversible, es decir,
el gel no puede deshacerse una vez formados.

- Geles moleculares o fisicos: Estdn compuestos por moléculas organicas o
inorganicas discretas y de bajo peso molecular, con pesos moleculares entre 200 y
3000 Dalton. Las fuerzas de enlace responsables de mantener la estructura
tridimensional del gel son de naturaleza débil (como los enlaces de hidrdgeno, las
fuerzas de Van der Waals, las interacciones m-m, las interacciones solvofobicas,
etc.). Debido a la naturaleza débil de estas interacciones, el proceso de gelificacion
es reversible, lo que significa que estos geles pueden deshacerse una vez formados.

En esta introduccion nos referiremos Unicamente a los geles moleculares, por ser el
objeto de estudio de un capitulo de esta Tesis Doctoral.

Un gel de bajo peso molecular (LMOG) es una molécula de bajo peso molecular
(<3000 Dalton) que en pequenas cantidades (<2% en peso) puede gelificar agua, un
disolvente organico o combinaciones de estos. Estas moléculas generan una red
tridimensional (fase continua) que es capaz de estabilizar en su interior grandes cantidades
de disolvente (fase dispersa).®

Los geles se forman disolviendo en caliente un porcentaje bajo (0.1-2% en peso) de la
molécula del gelador en el disolvente apropiado. Al enfriarse la disolucion por debajo de la
temperatura de gelificacion (7gel), la afinidad entre el gelador y la fase liquida disminuye y
el gelador es capaz de generar una red tridimensional a través de fuerzas intermoleculares
débiles e interacciones solvofobicas que inmoviliza en su interior la fase liquida, lo que le
permite soportar su propio peso sin colapsar.

El interés por los gelantes de bajo peso molecular (LMOGs) ha aumentado
considerablemente en los ultimos 20 afios debido a la sencillez de su sintesis, la facilidad
con la que forman geles, su reversibilidad, su versatilidad y sus importantes aplicaciones,
habiéndose publicado un gran niimero de revisiones.>" %8
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1.4.1 LMOGs: consideraciones generales

Aunque los primeros estudios estructurales debidos a Graham y Lloyd propusieron que
todos los geles eran sistemas coloidales, posteriormente se ha demostrado que esto no es
asi. Al encontrarse que muchos LMOGs presentan arquitecturas perfectamente definidas,
como: cintas, varillas, hélices o laminas, que solo pueden ser debidas a un ensamblaje
jerarquico del gelante, facilitado por interacciones moleculares débiles, tales como: enlaces
de hidrogeno, interacciones n—m, interacciones electrostaticas, interacciones solvofobicas,
fuerzas de Van der Waals y fuerzas de dispersion de London.

En el afio 2000, Estroff'y Hamilton37 propusieron un mecanismo para la formacion de
geles en agua basado en una red de fibras tridimensionales que se estabilizan entre si y
estabilizan en su interior al disolvente. Esta red de fibras estd basada en el ordenamiento
jerarquico de las moléculas del gelante a tres niveles, primario, secundario y terciario (ver
Figura 19).
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Figura 19. Estructura detallada de un gel en los tres érdenes: primario, secundario y terciario (Figura adaptada de la
referencia 37 de acuerdo con la licencia CC BY 4.0).

El ordenamiento primario se desarrolla a nivel molecular. En esta etapa, las moléculas
se auto-ensamblan mediante diversas interacciones no covalentes, como enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, y apilamientos n-n. Este autoensamblaje da lugar a
polimeros supramoleculares conocidos como fibrillas.

El ordenamiento secundario se produce a escala nanométrica. A este nivel, las fibrillas
tienden a agruparse en haces denominados fibras. Ademas, pueden formarse otros
agregados con diferentes morfologias, como micelas, vesiculas, discos, tibulos o ldminas.

En el ordenamiento terciario las fibras se entrelazan e interactiian entre si, formando
una red so6lida autosostenida que abarca todo el espacio que ocupa la muestra. Esta red es
la que sostiene el gel, impidiendo el flujo del disolvente a nivel macroscopico.

En el afio 2005, Liu® siguiendo trabajos anteriores de Terech y Weiss* profundizé en
el conocimiento del mecanismo anteriormente descrito, dando una explicacion del
ordenamiento tridimensional del gelante (estructura terciaria) basandose en las
interacciones dipolo-dipolo que surgen por la naturaleza anfifilica o bolaanfifilica de la
mayoria de los LMOGs.
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Polar Apolar Polar Apolar Polar
Apolar Polar Apolar
Molécula anfifilica Molécula bolaanfifilica

Figura 20. Representacion esquemdtica de las moléculas atendiendo a su naturaleza anfifilica o bolaanfifilica.

A pesar del gran avance realizado en los tltimos afios en el estudio de los LMOGs no
es posible todavia establecer relaciones entre la estructura de una molécula y su capacidad
para gelificar un determinado disolvente, debido a que en el proceso de gelificacion
intervienen muchas interacciones no covalentes. Sin embargo, debido a esto, ciertos grupos
funcionales estan casi siempre presentes en las moléculas con actividad gelificante, como
pueden ser:

- Amidas (RCONHR’), ureas (RNHCONHR’) y otros grupos con capacidad para
formar enlaces de hidrogeno (C=0O / N-H).

- Alcanos de cadena larga capaces de generar fuerzas de Van der Waals e
interacciones solvofobicas.

- Nucleobases, que pueden formar enlaces de hidrégeno y también interacciones m—
.

- Grupos hidroxilo (carbohidratos, polioles, acidos organicos, etc.) que contienen
numerosos residuos de (O-H) capaces de formar enlaces de hidrogeno e
interacciones solvofilicas.

1.4.2 LMOGs: clasificacion

El interés suscitado por los LMOGs ha llevado a que paralelamente a su
descubrimiento se hayan hecho muchos esfuerzos por clasificarlos, con la idea de que esto
podria llevar a la comprension de la relacion entre sus estructuras y su funcion
(gelificacion) y por lo tanto al disefio racional de nuevos candidatos, pero estos intentos no
han sido muy fructiferos.

La caracteristica mas importante que presentan las moléculas pequefias con capacidad
gelificante (LMOGs) es su anfifilia, pero esta caracteristica no sirve para clasificarlos, por
ser comun a casi todos ellos. Por lo tanto, ya desde las primeras clasificaciones debidas a
Terech y Weiss y posteriores,***! los LMOGs se han clasificado atendiendo a si gelifican
disolventes organicos (organogeles) o si gelifican agua (hidrogeles). Y dentro de cada uno
de estos dos grupos por el tipo de estructura que presentan.

1.4.2.1 Organogeles

Los primeros organogeles que fueron estudiados sistematicamente fueron los
derivados de colesterol,*>*3 concluyéndose que estos derivados resultan excelentes agentes
gelificantes cuando unen a su esqueleto esteroideo (apolar), a través de su grupo hidroxilo,
un linker con la capacidad de generar enlaces de hidrogeno. Esta actividad mejora cuando
a este linker se une un grupo aromdtico, capaz de dar lugar a ordenamientos por
interacciones .

Posteriormente, el descubrimiento y estudio de los acidos grasos y sus derivados como
LMOGs puso por primera vez de manifiesto la enorme importancia que tiene la longitud

45



Pablo Lopez Carracedo

de la cadena hidrocarbonada en la actividad de estas moléculas como geladores,* lo que
llevé a comprender que las moléculas con esta propiedad no solo deben presentar al menos
una parte hidrofilica y otra hidrofébica, sino que éstas deben estar compensadas en sus
proporciones, ejemplo de ello son los ésteres tipo III o las hidroxilamidas tipo IV.*°

X H
O~ \/\/\)\/\/\/\/\/\H/N OH
n v n

X
n=19, 23, 27

3

2,3,4,5
H, OH

Figura 21. LMOGs derivados de dcidos grasos.

También se han descrito LMOGs derivados de azacares donde la parte polar
corresponde al azlcar y la parte apolar a cadenas hidrocarbonadas unidas a través de un
conector o “linker”. Las estructuras descritas son en este caso muy variadas y van desde
bencilidenmonosacaridos V* hasta ésteres VI o amidas VII*® derivadas de
monosacaridos.

o 0._~OCH, Ph "0 Ph"\. O o
\“'ko OH > o ° 7ho
HN
© OH O=<R 9 )R OMe

»R

o o
\' VI. R = (CH;),CH=CH VII. R = (CH,),CH3
Ph (CH3),CH=CH
NPTH Ph

Figura 22. LMOGs derivados de aztcares.

El estudio de los agentes gelificantes derivados de azucares puso de nuevo de
manifiesto la importancia que tienen las propiedades dipolares en estas moléculas, ya que,
como veremos mas adelante, los derivados de azlicares con momentos dipolares altos
(grupos hidroxilos libres) no gelifican disolventes orgénicos.

Algunos derivados de aminoacidos y algunos péptidos también han mostrado actividad
como LMOGs de disolventes organicos. Sus estructuras son también muy variadas y van
desde surfactantes de aminoéacidos, como los surfactantes catiénicos de L-leucina VIIL*
hasta los derivados de fenilalanina IX* o los dipéptidos X.%

O
© ® 0
R1 \H H (0] O
CH3QSO3 HaN L )'\H/N—N H
N
OR RoHN o C15H31)J\H \;)J\CmHss
Y e} 0 Ii

VIIL. R = (CH,),CHj IX. Ry: Ph, CH,Ph, Bu X. R = CH,Ph, EtMeCH, Me,CH, Me, H
n=7,1,15 R,: Cbz, Alloc

Figura 23. LMOGs derivados de aminodcidos y péptidos.

Por ultimo, estan las ureas y tioureas, que no pueden clasificarse en ninguno de los
grupos anteriores y que han sido estudiadas por Feringa®? dada su relacion estructural con
la funcionalidad amida, presente en la mayor parte de los LMOGs expuestos anteriormente.
En este grupo podemos destacar las ureas XI y XIII y las tioureas XII.
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Figura 24. LMOGs con estructura de urea o tiourea.

1.4.2.2 Hidrogeles

El primer estudio racional sobre hidrogeles es debido a Hamilton y se basa en la
modificacion de una familia de LMOGs derivados de urea, que transformo en hidrogeles
por introduccion de grupos hidroxilo en sus estructuras.®® Como continuacion de este
trabajo, el propio Hamilton publicd en 2003 una revision extensa sobre hidrogeles.37 La
clasificacion pretende una racionalizacion de la estructura de los hidrogeles conocidos hasta
entonces, basada en sus estructuras y por lo tanto sigue una légica muy similar a la
clasificacion expuesta anteriormente para los organogeles.

Desde el siglo XIX se conoci6 la tendencia de los aminoacidos a formar hidrogeles, si
bien éstos nunca resultaron ser excelentes agentes gelificantes del agua. Sin embargo, si se
han publicado derivados de los aminoacidos con muy buenas propiedades hidrogelantes,
como las ureas XIV, derivadas de serina.53

También se han publicado hidrogeles con estructura peptidica, fundamentalmente
dipéptidos. De ellos podemos destacar el derivado de fenilalanina 13 escrito como un
hidrogel sensible al pH y que ha sido objeto de numerosos estudios para comprender la
relacion de su estructura con sus propiedades hidrogelantes.>* Mas recientemente Feringa
ha publicado un interesantisimo trabajo en el que describe un nuevo tipo de agentes
hidrogelantes basados en un esqueleto central de acido cis-1,3,5-ciclohexanotri-carboxilico
unido a aminodcidos XV, con excelente capacidad para formar hidrogeles
termorreversibles.*

o 0 VR aa”
CHyy NN O U NN
Y Y oR . H : H
n z o O N
o} ~OH O \© N
13

ZT
@]

HN o)
aa
XIV. R = CH, CH,CHj, Bn XV. aa = Met
n=7,11,15 Met-His
Met-His-OMe
Phe

Figura 25. Estructuras de hidrogelantes con esqueleto de tipo peptidico.

Los primeros compuestos hidrogelantes derivados de azucares fueron publicados por
Shinkai y consistian en monosacaridos unidos a cadenas hidrocarbonadas lineales por
medio de un enlazador amida, como el compuesto 14.%° Mas tarde se publicaron hidrogeles
con estructura de piranosa derivados de azabenceno, como XVI, que resultaron muy
interesantes porque gelifican agua con concentraciones espectacularmente bajas (0.005 %
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en peso). Recientemente también se han publicado hidrogeles derivados de glucosa con
propiedades fluorescentes XVII, debidas a la presencia de naftaleno en su estructura.®’

OH o)
Ho 0 JKWCHs 9
HO o o 10 N, HN OR
Ho RO N N
H o
14

XVI. R = B-D-glupopiranédsido
O OH OH a-D-glucopiranésido

o, ,0
AN MOH a-D-galactopiranésido
H "H H H a-D-manopirandsido
OH OH
XVIl. n =8, 10, 12

Figura 26. Estructuras de agentes gelificantes derivados de azucares.

También se han descrito agentes hidrogelantes derivados de acidos nucleicos que son
nucleotidos naturales, como el guanosilmonofosfato 15, derivados de nucledsidos
sintéticos, como los benzotriazoles XVIII, o también moléculas bolaanfifilicas formadas
por dos nucleodtidos unidos a una cadena hidrocarbonada lineal, como XIX.

(0]

R\ (0]
N
/ o] NH HN
0 N, | \fi& )ﬁ/
N
&L N b
HO
0 N7 >N ONH, N0 © 0
1}
HO-P-0 o HO o
. (0]
o} B 0
Ho-f~o P
OH OH OH o \/Hn\/(g OH
15 XVIIL. R = Ph, PhCH3, PhCH,CHj XIX.n=6,10

Figura 27. Estructuras de agentes gelificantes derivados de dcidos nucleicos.

1.4.3 Caracterizacion de LMOGs

La naturaleza dindmica de las interacciones no covalentes que conectan las moléculas
geladoras para la formacion de estructuras supramoleculares o geles en el caso de los
LMOGs hace que resulte dificil caracterizarlas. Para investigar completamente estos
materiales blandos disponemos de un gran nimero de técnicas:

- Técnicas fisicas: test de inversion, reologia.

- Técnicas espectroscopicas: dispersion dinamica de la luz (DLS), dicroismo circular
(CD), espectroscopia de Infrarrojo (IR), espectroscopia ultravioleta-visible (UV),
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

- Técnicas microscopicas: microscopia Optica, microscopia electronica de barrido
(SEM), microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia de fuerza
atomica (AFM).

- Rayos-X.

- Técnicas computacionales.

Cada una de estas técnicas puede darnos informacion muy valiosa sobre el gel y

debemos utilizar en cada caso aquellas que resulten mas adecuadas a las caracteristicas del

gel que queramos estudiar: Mecanismo de gelificacion, propiedades del gel o aplicaciones
de éste.
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El test de inversion o prueba de inversion de tubo es el método mas sencillo y el mas
usado como prueba de diagndstico inicial para determinar si una sustancia gelifica en un
determinado disolvente. Esta basado en provocar la disolucién en caliente del agente
gelificante en un determinado disolvente y esperar a que enfrie. Se considera que se ha
formado un gel si pasado un tiempo se invierte el tubo y la disolucion inicial tiene aspecto
solido (no fluye).

El estudio de la dispersion dindmica de la luz (DLS) para estructuras de tamafno
submicrométrico permite la determinacion de caracteristicas criticas de éstas. Es una
técnica especialmente util en la determinacion del perfil de distribucion de tamafio, forma
e interacciones de pequenas particulas en suspension, asi como de polimeros y sistemas
supramoleculares. Por lo tanto, la DLS es un método eficiente en la caracterizacion de geles
supramoleculares, porque el coeficiente de difusion cambia dramaticamente al formarse las
estructuras tridimensionales de éstos.

La espectroscopia de infrarrojo (IR), como técnica que permite ver las transiciones
de los electrones involucrados en los enlaces quimicos, es una técnica adecuada para
observar el proceso de gelificacion. Debido a que durante el mismo se producen
interacciones ente las moléculas del agente gelificante y/o de las moléculas del disolvente
que implican cambios en sus enlaces. Es una herramienta especialmente util para confirmar
la presencia de enlaces de hidrogeno, asi como para proporcionar informacion sobre el
papel que desempena el enlace de hidrogeno durante el proceso de gelificacion. Con
frecuencia, las sefiales de interés (por ejemplo, el tramo de sefiales de los enlaces NH)
aparecen solapados por el tramo de sefiales de los enlaces OH del agua, por lo que la
caracterizacion por IR generalmente se lleva a cabo en muestras deshidratadas.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) tanto en disolucion
como en fase solida®® se utiliza como una herramienta complementaria para investigar los
LMOG. Permite obtener informacion util, como el tipo de interacciones intermoleculares,
los valores de concentracidn criticos o los parametros termodinamicos asociados con la
formacion de geles. Puede hacerse estudios de los efectos espaciales (NOE), de la variacion
de los desplazamientos quimicos, de los tiempos de relajacion o los cambios con la
temperatura que permiten medir ficilmente la temperatura de transicion del gel (7ger).®

La microscopia éptica proporciona informacion sobre la estructura del gel®® pero es
menos utilizada que otras técnicas debido a su baja resolucion espacial, que tiene su limite
en el indice de difraccion. Los métodos de imagen mas ampliamente utilizados incluyen
técnicas de microscopia electréonica (EM). Concretamente la microscopia electronica de
barrido (SEM) y la microscopia electronica de transmision (TEM). Estas técnicas de
alta resolucion (0,2 nm) ofrecen una perspectiva de la micro y nanoestructura de gel que
proporciona una vista detallada de la morfologia de los agregados unidireccionales que
resultan de la gelificacion. Bajo las condiciones de operacion estandar tanto de SEM como
de TEM, se requiere que la muestra esté deshidratada (xerogel), lo que en el caso de un
LMOG puede acarrear un colapso de la estructura antes de la obtenciéon de imagenes®’. La
criomicroscopia electréonica de transmision (CryoTEM) es otra técnica desarrollada
recientemente, idonea por sus caracteristicas para la caracterizacion de los geles. Esto se
debe principalmente al procedimiento de preparacion de la muestra, que en vez de ser
deshidratada y sometida a un alto vacio o a un recubrimiento metalico, se criogeniza en
nitrogeno liquido, permitiendo al gel mantener totalmente su estructura sin riesgo de
colapso durante el procedimiento de obtencion de las imagenes.®2
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Los avances significativos en las técnicas de Rayos X surgidos en las ultimas dos
décadas han transformado completamente las posibilidades que para los cientificos ofrece
esta técnica. Esto es particularmente importante en el campo de la quimica supramolecular,
donde la resoluciéon de las estructuras de los cristales moleculares es crucial para
comprender las fuerzas de enlace débil implicadas en la formacion de macroestructuras.®

También es muy importante el estudio de difraccion de rayos X de polvo cristalino
obtenido a partir de xerogeles. Donde, a partir de los d&ngulos e intensidades de estos haces
difractados, se puede producir una imagen tridimensional de la densidad de los electrones
dentro del cristal. A partir de esta densidad electronica, se pueden determinar las posiciones
medias de los 4&tomos en el cristal, asi como sus enlaces quimicos, su desorden y otras
informaciones. Las estructuras cristalinas de rayos X también pueden explicar las
propiedades electronicas o elasticas inusuales de un material y arrojar luz sobre las
interacciones de éste.%

1.4.4 Aplicaciones

Un gran numero de nanoparticulas organicas (micelas, vesiculas, etc) han sido
ampliamente estudiadas como macroestructuras con potencial biomédico. Pero, la
inclusion de especies bioactivas en estas presenta problemas como: baja solubilidad,
inestabilidad quimica o rapida degradacion.

Los geles tienen ciertas ventajas respecto a las nanoparticulas organicas, como una
mayor flexibilidad y biocompatibilidad.®® De ellos, los que presentan una mayor
biocompatibilidad son los hidrogeles, debido a su gran contenido de agua y a su baja tension
superficial, lo que los convierte en el biomaterial mas parecido al tejido vivo natural.®® Una
de las caracteristicas mas atractivas que presentan es la reversibilidad en el ordenamiento
supramolecular, lo que permite que su estructura se desmorone dando lugar a las moléculas
originales, liberando la sustancia retenida y degraddndose posteriormente en el medio
celular. Esta reversibilidad puede conseguirse realizando cambios en la temperatura, el pH,
o mediante un estimulo fisicoquimico (luz, ultrasonidos, reacciones redox, etc.).65° 67

Algunos hidrogeles presentan una gran capacidad para almacenar compuestos
bioactivos, y son capaces de liberarlos de manera controlada, lo que los convierte en
excelentes “drug-carriers”. Ademads, algunas células son capaces de internalizar
nanohidrogeles, por lo que estos pueden actuar también como ‘“drug-deliverers”
intracelulares.%®

La capacidad de los hidrogeles para crear estructuras auto ensamblables, y que estas
se comporten como matrices inertes en el medio celular, es de por si un gran atractivo y
enormemente util en medicina regenerativa. A mayores, estas estructuras se pueden
modificar para que contengan sitios activos, como adhesivos celulares o secuencias
sensibles a enzimas o proteinas. Las matrices inertes actuan llenando huecos en el tejido
dafiado, facilitando el contacto entre células y permitiendo asi una mejor regeneracién.®

Los hidrogeles sustituidos con grupos carboxilo, fosfonio, sulfonilo o amino se pueden
emplear como adsorbentes de 4&tomos metalicos o de sustancias con grupos catidénicos o
anionicos. Gracias a esta caracteristica, algunos hidrogeles son excelentes para purificar
aguas contaminadas con metales pesados, tintes, o iones toxicos.

Otras aplicaciones destacables y mas concretas que presentan los hidrogeles son el uso
como material para lentes de contacto, sensores de pH, biosensores, supercondensadores o
regeneradores del tejido neuronal.”
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1.5 Diseiio y sintesis de farmacos

Desde la Prehistoria existieron practicas de curacion que se basaban en la experiencia
directa de las personas y en el conocimiento de la Naturaleza, sobre todo del Mundo
Vegetal.

Las herramientas de la medicina prehistorica variaban en funcion del lugar, el
momento y el pueblo. Incluian fundamentalmente plantas medicinales y hierbas, pero
también minerales y algunas técnicas quirurgicas primitivas; sin olvidar la motivacion
espiritual.

Pero no fue hasta hace poco mas de 2000 afios en la Antigua Grecia, con la introduccion
de la teoria hipocratica, cuando surgié un enfoque renovado del tratamiento de las
enfermedades. Segun esta teoria el uso de sustancias con actividad probada se
fundamentaba en teorias empiricas relacionadas con el equilibrio de los "humores" del
cuerpo en: sanguineo, melancoélico, flematico y colérico. La salud y la enfermedad se
consideraban una cuestion de equilibrio o desequilibrio, y los alimentos y hierbas se
clasificaban segun su capacidad para influir en la homeostasis natural.

Mas tarde, durante la Edad Media, fue el Mundo Musulman el unico que hizo
importantes avances en la medicina, uno de los principales fue la fundacion de hospitales
y facultades de medicina universitarias. Pero el conocimiento de los medicamentos seguia
siendo empirico y basado en sustancias naturales. Y asi, hasta finales del siglo XVIII y
principios del XIX el mundo de la farmacia seguia siendo una ciencia empirica, guiada por
la medicina tradicional, heredada de antiguos medicamentos, la mayoria preparados con
extractos de plantas, ninguno de los cuales respondia a una definicion quimica de lo que
hoy llamamos droga, excepto las que se aislaban como sustancias puras del Reino Mineral.

La tecnologia de fabricaciéon de medicamentos era, en el mejor de los casos,
rudimentaria: tinturas, cataplasmas, sopas e infusiones se hacian con extractos acuosos o
alcohdlicos de plantas frescas, hierbas recién molidas o secas, productos animales como
huesos, grasa o incluso perlas.’

Esto ultimo puede ilustrase con el ejemplo del extracto de hojas de la mora blanca
(morus alba), comercializado desde hace mas de 400 afios como antidiabético, sin que se
conociese hasta hace pocos afios la causa de su efecto, cuando se aislo de este extracto la
1-deoxinonojirimicina (16), un potente inhibidor de la enzima glucégeno fosforilasa.’

El mundo de la farmacia y de los medicamentos cambi6 radicalmente a partir del
desarrollo alcanzado por la Quimica durante la época de La Ilustracion, con el
descubrimiento de un gran niumero de sustancias, la purificacion de otras y sobre todo la
posibilidad de crear sustancias nuevas, con el descubrimiento de la reactividad quimica.
Todo este conocimiento dio un nuevo giro pocas décadas después al cruzar el camino de la
quimica a la biologia e incluir, ademds de estas dos ciencias fundamentales, la fisiologia,
la bioquimica o la microbiologia, afluentes naturales de la farmacologia.

Por lo tanto, podemos decir que a finales del siglo XIX todo este conocimiento
integrado permitid el nacimiento de la farmacia y el medicamento como lo conocemos hoy
en dia. Quizas el ejemplo mdas importante y representativo de todo esto sea el
descubrimiento por parte de Fleming de la penicilina 17 en la primera mitad del siglo XX,
a partir del moho staphylococcus aureus, y todo el desarrollo cientifico posterior que dio
lugar al mundo de los antibidticos y los bactericidas, practicamente hasta nuestros dias.”®
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i
torus alba Stapylococous auwreus

Figura 28. Ejemplos de farmacos aislados de fuente natural, 1-deoxinojirimicina (16) y penicilina (17), junto con la
fuente de la que proceden, Morus alba y Stapylococus aureus, respectivamente.

Sin embargo, la aparicion de las superbacterias,’ resistentes a los antibidticos y

bactericidas conocidos, la aparicion de nuevas cepas de los virus ya conocidos, asi como
de nuevos virus, todo ello amplificado por la pandemia del Covid-19, ha mostrado:

- La urgente necesidad de encontrar nuevos bactericidas capaces de actuar sobre las
superbacterias.

- También de nuevos antivirales para tratar las nuevas cepas de los virus ya
conocidos, asi como de los nuevos virus.

Todo lo cual supone un reto multidisciplinar en el que colaboran quimicos y
farmacéuticos (en el disefio y sintesis de estos nuevos farmacos), farmacologos
(especialistas en el ensayo de estos nuevos farmacos sobre sus dianas terapéuticas),
tecndlogos farmacéuticos (en el estudio de la administracion de los farmacos) y empresas
que permitan el ensayo en las varias fases del desarrollo de los nuevos farmacos y su salida
al mercado.

Dentro de la sintesis y el desarrollo de nuevos farmacos, el grupo funcional amida es
uno de los grupos mas comunes, ejemplarizado por la gran variedad de farmacos que
presentan este grupo funcional, como es el caso del paracetamol (18), la moclobemida (19)
o el levetiracetam (20), representadas a continuacién.”"®

paracetamol (18) moclobemida (19) levetiracetam (20)

Figura 29. Ejemplos de farmacos con grupo amida en su estructura: el analgésico paracetamol (18), el antidepresivo
moclobemida (19) o el antiepiléptico levetiracetam (20).

Esto es debido al gran nimero de interacciones mediante enlace de hidrogeno que el
grupo funcional amida puede establecer con los aminodcidos y nucledtidos que conforman
la mayor parte de las dianas terapéuticas. Un mayor numero de enlaces de hidrégeno en un
centro activo implica mayor estabilidad en ese centro activo, lo que conlleva a una mayor
actividad en la gran mayoria de casos. Pero el uso de las amidas como farmacos es también
debido a la gran estabilidad de este grupo funcional.

Los grupos hidroxilo también juegan un papel muy importante en el disefio de nuevos
farmacos, al tratarse de un grupo funcional que también permite la formacion de un elevado
numero de interacciones por enlace de hidrogeno. Ademas, el grupo hidroxilo es mucho
mas versatil desde el punto de vista de su reactividad quimica que el grupo amida.
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Por esta razon, los compuestos que presentan ambos grupos funcionales, las amidas
polihidroxiladas, son excelentes candidatos para ser empleadas como sustratos en la sintesis
de farmacos.

Pero, a pesar del interés anteriormente expuesto son pocos los ejemplos de farmacos
que presenten un grupo amida y varios grupos hidroxilo en su estructura’’, posiblemente
debido a la complejidad estructural de estos farmacos. Ejemplos de ello son la pochonicina
(21), la nagstatina (22) o la siastatina (23), representadas a continuacion.

CO,H
OH -~ N H NHA
HO! N N C
N HO 2
g
\ . HO
HO NHAc HO ‘NHAc OH
OH OH O OH
pochonicina (21) nagstatina (22) siastatina (23)

Figura 30. Ejemplos de farmacos con estructura de amidas polihidroxiladas: pochonicina (21), nagstatina (22) y
siastatina (23), inhibidoras de la N-acetil-8-D-glucosaminidasa.

Otro ejemplo de un farmaco con estructura de amida, de especial interés para esta Tesis
Doctoral, es el fosfato de oseltamivir (34) (conocido comercialmente como tamifli). Una
molécula que fue sintetizada, patentada y comercializada como antigripal por la empresa
Gilead Science a partir del acido (-)-shikimico (24) comercial,’® como se ilustra en el
siguiente esquema.

HO,, CO,H . 0, CO,Et ; O, CO,Et " o, CO,Et
| >< . _— . _—

HO" o" o HO"

OH OMs OMs OMs

24 25 26 27

/Y\ /\O/\

30
‘vii
O:©/002Et viii O:©/002Et ix /;@/COzEt X O:©/002Et
HoN : AcHN AcHN Y AcHN
N, NH,

N3 NH, - H3PO,
31 32 33 34

Esquema 2. Esquema de sintesis total del Oseltamivir a partir del dcido (-)-shikimico. i) 1: EtOH, SOCl,, reflujo, 3h. 2:
Me,C(OMe),, TsOH, AcOEt, 150-200 mbar, <35 °C, 4h. 3: MsCl, EtsN, AcOEt. ii) 3-pentanona, TfOH, AcOEt, 40 °C, 100
mbar. iii) TiCls, EtsSiH, DCM, -34 °C, 6h. iv) NaHCO3, EtOH/H-0, 60 °C, 1.5h. v) NaNs, NH,Cl, EtOH/H-0, 60 °C.

vi) PPhs, EtsN, MsOH, DMSO, 50 °C, 1h. vii) NaNs, H,SO4, DMSO, 35 °C, 4h. viii) Ac,0, Bu,0, 0 °C.

ix) BusP, AcOH, EtOH/H,0, 5-20 °C. x) H3PO,, EtOH, 50-20 °C, crist.
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El fosfato de oseltamivir (34) es un farmaco empleado en el tratamiento de la gripe A
y B en nifos y adultos desde 1999. Su mecanismo de accidon puede explicarse teniendo en
cuenta que en la capsula de los virus de la influenza se encuentran entre otros componentes
las neuraminidasas (enzimas) y las hemaglutininas (glicoproteinas), que son clave para la
replicacion virica. Durante el proceso de replicacion las hemaglutininas reconocen un
receptor de &cido sialico y se une a él, mientras que las neuraminidasas rompen este enlace
de 4cido sialico con las hemaglutininas, promoviendo la replicacién virica.’® El oseltamivir
actia como inhibidor de este proceso, uniéndose al sitio activo de las neuraminidasas y

disminuyendo la actividad de éste.2%8!
\\‘T"’

Binding via 4

Hemagglutinin viru

Sialic acids

/ HO,

Neuraminidase Hemagglutinin

O NF
Y N YHG HO
CHs Cell surface
Sialic acid ((0))

/" Neuraminidase action:

hydrolysis

=

Inhibition of neuraminidase:

Multiplication
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- Mechanism-based
Release via inhibitor (.s)
Neuraminidase

Figura 31. Mecanismo de accion de la neuraminidasa y hemaglutinina en la pared celular (figura adaptada de la
referencia 79).

Aunque el oseltamivir es uno de los pocos antivirales conocidos para el tratamiento
del virus de la influenza, tanto sus efectos secundarios, como la aparicion de nuevas cepas
de influenza resistentes y la creciente virulencia de las mismas, han supuesto la necesidad
de buscar nuevos farmacos que puedan mejorar y/o sustituir al oseltamivir. Con este fin se
han desarrollados moléculas similares al oseltamivir como los compuestos 35 y 36 descritos
por el Prof. Peng Zhan y sus colaboradores, que reportaron actividades 15 y 53 veces
mayores que el oseltamivir, respectivamente.5?

Q‘EEL &L

N S
\ S
35 36

Figura 32. Estructura de los compuestos 35 y 36 descritos por el Prof. P. Zhan.

El desarrollo de estos derivados mas activos se basd en modelos computacionales que
partieron del estudio topoldgico del centro activo de la enzima Neuraminidasa tipo 1
(Figura 33, A) y de su interaccion con el oseltamivir (Figura 33, B).
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Como puede verse en la Figura 33, tanto la enzima libre como la enzima
interaccionando con el oseltamivir presentan un bolsillo vacio apolar denominado cavidad
150 en el que podrian encajar distintos sustituyentes unidos al oseltamivir que podrian dar
lugar a formacos con propiedades mejoradas.

150-CAVITY ' \

\-.

L

Figura 33. Representacion tridimensional del sitio activo de la enzima Neuraminidasa de tipo:
A: vacia y B: con el oseltamivir estabilizado dentro de la cavidad (figura adaptada de la referencia 83).

Para ello, propusieron la unién al grupo amina libre del oseltamivir de grupos
aromaticos voluminosos del tipo bencilo con diversa funcionalidad, estudiando cuales de
ellos eran capaces de estabilizarse en la cavidad 150, aumentando asi la afinidad del
farmaco por el sitio activo de la enzima y por tanto aumentando su efectividad. Como puede
apreciarse en la figura siguiente, extraida del trabajo publicado por el Prof. Peng Zhan,*
para el caso del grupo dibenzo[b,d]tiofen-2-il.

Figura 34. Modelizaciones moleculares de la unién de la molécula 35 propuesta
por P. Zhan al sitio activo de las neuraminidasas de A: HIN1 y B: H5N1 (figura adaptada de la referencia 83).

Como puede apreciarse la modificacion introducida en la estructura del oseltamivir
para dar la molécula 35 hace que ésta encaje a la perfeccion en la cavidad 150 (inexplorada
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hasta ese momento) de las enzimas neuraminidasa de las cepas HIN1 y H5N1. La sintesis
de esta molécula y el estudio de su actividad permitié corroborar los resultados de la
modelizacién toda vez que su actividad resulto ser 53 veces superior a la del oseltamivir.
Pero ademads, tanto esta molécula como otros analogos estudiados (36) mostraron mejores
resultados de citotoxicidad, estabilidad metabolica y sobre todo baja toxicidad
aguda/subaguda con respecto al oseltamivir, que se emplea actualmente pese a sus
numerosos efectos secundarios,® lo que constituye una mejora importante.

Cabe destacar, por la importancia que tiene para el trabajo de esta Tesis, que la
observacion de los modelos de la enzima Neuraminidasa tipo 1 permite observar que existe
una cavidad atn inexplorada en el sitio activo de la enzima, muy proxima a la cavidad
anteriormente estudiada, que cuenta con residuos de Arginina, promotores de formacion de
enlaces de hidrogeno, por lo tanto, posibles fuentes de estabilizacion para el disefio de
nuevos farmacos.

1.5.1 Reacciones multicomponente en la sintesis de fArmacos

Las reacciones multicomponente son procesos sintéticos que permiten obtener un
unico compuesto, o un par de isdmeros, a partir de tres 0 mas reactivos de partida en una
cascada de reacciones que ocurren en un proceso “one-pot”.3% & Este tipo de reacciones
son muy adecuadas para la sintesis de farmacos debido a una serie de razones:

- Lasimplicidad de los procesos experimentales.

- La versatilidad de las reacciones y el amplio rango de productos que se pueden
obtener variando uno solo de los reactivos.®

- La economia atdmica, quizd lo mas importante, ya que todos los reactivos
empleados acaban formando parte del producto final, minimizando la cantidad de
productos secundarios o deshechos de reaccion.®’

La primera reaccion multicomponente reportada fue la descrita por Adolph Strecker en
1850, que consiste en la formacion de a-aminonitrilos a partir de una amina, un aldehido o
cetona, y una sal de cianuro. Pionera en esta clase de reacciones, adoptd el nombre de su
creador y se convirtid en una reaccion referente para el disefio de nuevas reacciones
multicomponente.®

Reacciones como la Mannich, Petasis,®® Povarov®® o Doebner,”* basadas en la
formacion de un intermedio imina; la Hantzsch® o Asinger,* basadas en la formacion de
un intermedio enamina; o la Passerini,* % Van Leusen®® o Ugi,% basadas en el uso de
isonitrilos, y otras, son ejemplos de reacciones multicomponente que llevan el nombre de
su descubridor.

De todas ellas, por la importancia para esta Tesis, destacaremos la reaccion de Ugi,
descrita por Ivar Ugi en 1959,% en su versién de cuatro componentes (Ugi-4CR). Esta
reaccion se basa en el uso de un acido carboxilico, una amina, un aldehido o cetona y un
isonitrilo para dar lugar a un esqueleto con estructura dipeptidica. En el Esquema 3 se
describe el mecanismo por el que transcurre esta reaccion.
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Esquema 3. Mecanismo de reaccion de la Ugi-4CR

Existe una variante de esta reaccion en la que solo se emplean tres componentes,
conocida comtinmente como Ugi-3CR,* en la que no se emplea un acido carboxilico. En
su lugar, se emplea un acido en cantidades cataliticas, y la molécula de agua liberada
durante la formacion de la imina actiia como nucledfilo en el mecanismo de reaccidén, como
puede observarse en el Esquema 4.

H
|
R,—CHO Ry N’ Ry _N.
Ri—NC —_— Ry o R4
-H,0 Q "
R,—NH, - ClNl OH,
i |
+|}l Rq
Rivy, NH 2): R,
HoR, RisN®>Non

Esquema 4. Mecanismo de reaccion de la Ugi-3CR.

Existen mas variantes de la reaccion de Ugi, asi como de otras reacciones
multicomponente, y todas ellas suponen un potencial enorme a la hora de sintetizar nuevas
moléculas complejas, de manera mas sencilla y eficiente.

)’100 ),101

Es el caso de moléculas como carfentanil (37),™" propranolol (38) o brequinar (39
farmacos de uso cotidiano que incluyen una o varias reacciones multicomponente en su
sintesis.

9 H
0 OH
/\‘(N@ OO
0]
carfentanil (37) propanolol (38) brequinar (39)

Figura 35. Estructuras de los compuestos: el analgésico carfentanil (37), el ansiolitico propranolol (38)
y el inhibidor de crecimiento celular brequinar (39).
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En resumen, las reacciones multicomponente, tanto por la simplicidad de los
procedimientos experimentales como por la economia atomica que implican, ofrecen
grandes ventajas a la hora de estudiar zonas previamente inexploradas en sitios activos de

enzimas. Lo que ha hecho que este tipo de reacciones se implementen cada vez mas en el
disefio y la sintesis de nuevos farmacos.102103.104
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Objetivos y plan de trabajo

El objetivo general de esta Tesis Doctoral como su titulo indica es: Amidas de hexosas y
del &cido (-)-shikimico: sintesis y estudio de sus propiedades de inhibicion de la recristalizacion
del hielo, gelificacion e inhibicion de neuraminidasas, y lo hemos articulado en los 3 objetivos
generales y los 11 subobjetivos siguientes:

2.1 Objetivo 1. Sintesis y estudio de la actividad de inhibicion de la
recristalizacion del hielo de amidas, bisamidas y poliamidas derivadas de
hexosas y del acido (-)-shikimico

El enorme interés que han generado en las ultimas décadas las amidas polihidroxiladas
como inhibidores de la recristalizacion del hielo de bajo peso molecular, y el hecho de que su
estudio haya resultado més fenomenolégico que mecanistico, hizo que nos plantedsemos como
primer objetivo de esta Tesis Doctoral la sintesis y el estudio de inhibicion de la recristalizacion
del hielo de amidas, bisamidas y poliamidas polihidroxiladas obtenidas a partir de hexosas y
del acido (-)-shikimico. Estas amidas polihidroxiladas han sido elegidas por su potencialidad
como inhibidores de la recristalizacion del hielo, pero también por la facilidad que plantea su
sintesis y el excelente rendimiento con el que pueden obtenerse a partir de productos naturales
baratos. Este objetivo lo hemos estructurado en los tres subobjetivos y nueve subobjetivos
especificos siguientes.

2.1.1 Subobjetivo 1.1. Amidas, bisamidas y poliamidas derivadas de hexosas

Basandonos en la N-octil-D-gluconamida (9b), la molécula de bajo peso molecular con
mejor actividad IRI que se ha descrito hasta la fecha (10% a 0.5 mM), decidimos estudiar
exhaustivamente el efecto que sobre su actividad IRI tienen los cambios en las dos partes bien
diferenciadas de su estructura: la parte polihidroxilada derivada de la hexosa D-glucosa y la
parte alquilica. Lo que articulamos en los siete subobjetivos especificos siguientes.

\/\/\/\/H ?H ?H
Y YoM
O OH OH
9b

Figura 36. N-Octil-D-gluconamida (9b).

2.1.1.1 Amidas polihidroxiladas alquilicas

Para ello, llevaremos a cabo en primer lugar modificaciones en la hexosa de la amida de
referencia 9b, sintetizando y estudiando la actividad IRI de N-octilamidas con diferentes
hexosas.

OH
0. o 4 OH OH
N
6 HO OH O OH OH
OH
40 XX XXI

Esquema 5. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas alquilicas XXI, cambiando la estereoquimica de la parte
hidrocarbonada.
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Planteamos con este fin preparar y estudiar la actividad IRI de N-octilamidas con
estereoquimica de D-gulosa y L-idosa, cuya sintesis llevaremos a cabo mediante una reaccion
de amidacion de la n-octilamina (40) con lactonas derivadas de D-gulosa y L-idosa, preparadas
a partir de diaceton-D-glucuronolactona comercial siguiendo una ruta descrita en la bibliografia.

Estudiaremos a continuacion la influencia que tiene en la actividad IRI de la amida 9b de
referencia la modificacion de la cadena alquilica, para lo que planteamos preparar alquilamidas
que mantengan la sustitucion y estereoquimica de la cadena polihidroxilada que resulte mas
activa en los experimentos anteriores (D-gluco, D-gulo o L-ido) e introducir cadenas alquilicas
de 4, 12 y 16 4&tomos de carbono.

OH

0. .0 4 OH OH
N

n HO OH O OH OH
OH

41:n=2

40:n=6 XX XXII

42:n=10 n=2,6, 10, 14

43:n=14

Esquema 6. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas alquilicas XXII,
cambiando la longitud de su cadena alquilica.

La sintesis de estas amidas se llevara a cabo por reaccion de amidacion de la Lactona XX
con n-butilamina (41), n-dodecilamina (42) y n-hexadecilamina (43).

2.1.1.2 Bisamidas polihidroxiladas alquilicas.

Continuaremos los cambios estructurales sobre la amida polihidroxilada 9b contemplando
la posibilidad basada en bisamidas bolaanfifilicas constituidas por dos unidades de la Lactona
XX unidas por una cadena alquilica de distinta longitud (4, 8, 12 y 16 atomos de carbono).

OH
0. .0 OH OH H H OH OH
HN ) N o NN S o
n H20 OH OH OH O O OH OH
OH
44:n=2
45:n=6 XX XX
46:n =10 n=26, 10,14
47:n=14

Esquema 7. Esquema general de sintesis de bisamidas polihidroxiladas alquilicas XXIII.

Para obtener dichos compuestos, proponemos llevar a cabo una reaccion de doble
amidacion simultdnea de dos unidades de la Lactona XX con 1,8-octildiamina (45),
1,12 - dodecildiamina (46), 1,16-hexadecildiamina (47), empleando las diaminas 45 y 46
comerciales, y preparando la diamina 47 a partir del 1,16-hexadecanodiol comercial mediante
una ruta descrita en la bibliografia.®® La amida con longitud de cadena de 4 carbonos ser4
necesario prepararla a partir del 4-aminobutilcarbamato de terc-butilo comercial realizando un
primer acoplamiento seguido de una hidrolisis y un segundo acoplamiento, para evitar asi
trabajar con la 1,4-butildiamina (44), conocida comunmente como putrescina.
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2.1.1.3 Poliamidas polihidroxiladas alquilicas

Contemplamos también el estudio de amidas polihidroxiladas alquilicas que incluyan en
su estructura mas de dos unidades de la Lactona XX (tres o cuatro) unidas a un conector
alquilico en diferentes disposiciones espaciales, para poder conocer también el comportamiento
IRI de este tipo de estructuras, no necesariamente anfifilicas ni bolaanfifilicas.

OH
o o O OH OH o
H
NH2>n . R @ HN)%/K/
HO OH OH OH
OH "
XXIV XX XXV
n=3,4 n=3,4

Esquema 8. Esquema general de sintesis de poliamidas polihidroxiladas alquilicas XXV.

Para ello proponemos la reaccion de amidacion de la Lactona XX con el hidrocloruro de
la 2-(aminometil)-2-metilpropano-1,3-diamina, que sera necesario preparar a partir del
2 - (hidroximetil)-2-metilpropano-1,3-diol comercial. Y también la reaccion de amidacion de la
Lactona XX con la 2,2-bis(aminometil)propan-1,3-diamina, obtenida a partir del
2,2 - bis(hidroximetil)propan-1,3-diol comercial.

2.1.1.4 Amidas y bisamidas alquilicas derivadas de hexosas parcialmente
deshidratadas

Planteamos también la sintesis de amidas y bisamidas alquilicas polihidroxiladas en las
que los grupos hidroxilo estén alternados con grupos metileno, dado el parecido estructural que
esta sustitucion tiene con el PVA, uno de los polimeros con mayor actividad IRI.

>
Omok

48
OH
0.__0 H
e — AN
6 O OH OH
OH
OH
0.__0 H H
N N
N —— o Y A Y Y o
6 OH OH © O OH OH
OH
45 49 51

Esquema 9. Esquema general de sintesis de la amida 50 y bisamida 51
derivadas de hexosas parcialmente deshidratadas.
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Con este fin proponemos transformar el aldehido comercial 48 en la lactona 49, mediante
una reaccion de reduccion de su aldehido terminal y la desproteccion del acetonido mediante
una reaccion de hidrolisis dcida que inducird al mismo tiempo la lactonizacion. Las amidas 50
y 51 se obtendran respectivamente a partir de la lactona 49 mediante una reaccion de amidacion
con la n-octilamina (40) y la 1,8-octildiamina (45), ambas comerciales.

2.1.1.5 Amidas polihidroxiladas arilicas

Basandonos ahora en las moléculas 52 y 53, cuya sintesis y estudio de su capacidad IRI
llevo a cabo el Prof. Robert Ben,? encontrando que la arilamida polihidroxilada 52 presentaba
una actividad IRI muy baja (66% a 22 mM) mientras que su derivado fluorado 53 mejoraba
mucho esta actividad (10% a 11 mM). Decidimos estudiar el efecto que sobre la actividad IRI
de la arilamida 52 pueden tener otros cambios en su estructura, manteniendo para ello la unidad
polihidroxilada con la esteroquimica de la D-glucosa y variando la parte aromatica.

po9H OH po9H OH
N : N :
o o
O OH OH . O OH OH
52 53

Figura 37. N-Fenil-D-gluconamida (52) y 4-flior-N-fenil-D-gluconamida (53),
moléculas modelo para este estudio

En primer lugar, planteamos una modificacion de la estructura de 52 introduciendo un
espaciador de uno o dos carbonos (con las dos regioquimicas posibles) entre el anillo aromatico
y la cadena polihidroxilada.

R O OH OH
~ OH
PNH,  + N
HO H OH OH
54: R=H, n=1 57 58: R= H, n=1
55: R= Me, n=1 59: R= Me, n=1
56: R=H, n=2 60: R=H, n=2

Esquema 10. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas
arilicas (58, 59 y 60), variando el espaciador.

La sintesis de las amidas 58, 59 y 60 la planteamos por reacciéon de amidacion de la
D-gluconolactona (57) con la bencilamina (54), la 1-feniletil-1-amina (55) y la 2-feniletil-1-
amina (56), respectivamente, todas ellas aminas comerciales.

Continuaremos el estudio introduciendo sustituyentes halogenados y oxigenados en el
anillo aromatico de las amidas 58 y 60 estudiadas anteriormente, para conocer como afectan
estas modificaciones a la actividad IRI.
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O OH OH
OH
R{j/ﬁNH2 . . R@H””

HO H OH OH
61:R=2-F n=1 57 64:R=2-F n=1
62:R=4-F n=1 65:R=4-F, n=1
63: R=24-F n=1 66: R =24-F n=

Esquema 11. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas
arilicas (64, 65 y 66), introduciendo sustituyentes halogenados.

Para ello planteamos la sintesis de las amidas 64, 65 y 66 derivadas de bencilamida por
reaccion de amidacion de la D-gluconolactona (57) con las bencilaminas: 2-fluorobencilamina
(61), 4-fluorobencilamina (62) y 2,4-fluorobencilamina (63), todas ellas aminas comerciales.

O OH OH
- OH
nNH2 +
67:R=2-F,n=2 57 73:R=2-F,n=2
68:R=3-F,n=2 74:R=3-F,n=2
69:R=4-F, n=2 75:R=4-F,n=2
70: R=4-Cl,n=2 76:R=4-Cl,n=2
71:R=4-Br,n=2 77:R=4-Br,n=2
72:R=3,4-OMe, n=2 78: R =3,4-OMe, n=2

Esquema 12. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas arilicas
(73, 74, 75, 76, 77 y 78), introduciendo sustituyentes halogenados y oxigenados.

También planteamos la sintesis de las amidas 73, 74, 75, 76, 77 y 78 derivadas de
feniletilamida por reaccion de amidacion de la D-gluconolactona (57) con las feniletilaminas:
2-fluorofeniletilamina  (67), 3-fluorofeniletilamina (68), 4-fluorofeniletilamina (69),
4-clorofeniletilamina (70), 4-bromofeniletilamina (71) y 3,4-dimetoxifeniletilamina (72), que
también son aminas comerciales.

2.1.1.6 Bisamidas polihidroxiladas arilicas

Estudiaremos en este caso las bisamidas polihidroxiladas arilicas constituidas por dos
unidades de la D-gluconolactona (57) acopladas a una unidad de dibencilamina en todas las
posibles orientaciones: 1,2, 1,3 y 1,4.

O OH OH
)W\/OH
NH, OH OH N
N + /\)\/H(N OH OH
2 HO HO™
OH OH O
79: sustitucién 1,2 57 82: sustitucion 1,2
80: sustitucion 1,3 83: sustitucion 1,3
81: sustitucion 1,4 84: sustitucion 1,4

Esquema 13. Esquema general de sintesis de bisamidas polihidroxiladas bencilicas (82, 83 y 84).

Para ello llevaremos a cabo la reaccion de amidacion de dos unidades de la
D-gluconolactona (57) con las 1,2, 1,3 y 1,4-dibencilaminas comerciales: 79, 80 y 81.
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También el caso de las bisamidas polihidroxiladas arilicas constituidas por dos unidades de
la D-gluconolactona (57) y fenildietilamina, ahora solo con la orientacion que presente mayor
actividad IRI en el caso anterior.

OH OH OH H

H2N o HO/\;/H/HfN O OH OH
N 5 — OH OH O NWOH
2 po ‘OH H
o OH OH
85 57 86

Esquema 14. Esquema general de sintesis de la bisamida polihidroxilada fenildietilica 86.

Para ello planteamos la obtencion de la diamina 85 a partir del teraftaldehido comercial,
mediante una reaccion de adicion de nitrometano y la consiguiente reduccion del nitroestireno
formado. A continuacion, se realizard una reaccion de amidacion entre la amina 85 y la
D-gluconolactona (57) para obtener la amida 86.

2.1.1.7 Poliamidas polihidroxiladas arilicas

También planteamos el caso de poliamidas constituidas por tres unidades de la
D-gluconolactona (57) unidas a una unidad de 1,3,5-benciltriamina.

OH
OH
HO,,,
HO
HO
87 OH OH
o
OH
NH
NH, OH OH
—_— N
* HO™ ™
HoN OH OH O HN.__O
OH
gg NH2 57 HO
Ho” O
89
OH

Esquema 15. Esquema general de sintesis de la poliamida polihidroxilada arilica 89.

Para obtener la amida 89 llevaremos a cabo una reaccion de amidaciéon entre la
D-gluconolactona (57) y el 1,3,5-trimetilaminobenceno (88), que se obtendra a partir del 1,3,5-
trimetilhidroxibenceno (87) comercial mediante una ruta descrita en la bibliografia.1%®
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2.1.2 Subobjetivo 1.2. Amidas y bisamidas derivadas del acido (-)-shikimico

Teniendo en cuenta que el 4cido (-)-shikimico (24) es una molécula que, por su estructura,
un anillo ciclohexénico polihidroxilado unido a un grupo acido carboxilico, puede dar lugar a
amidas y bisamidas polihidroxiladas mediante sintesis sencillas, con buen rendimiento y
economicas, decidimos explorar también la sintesis y el estudio de la actividad IRI de amidas
y bisamidas polihidroxiladas derivadas del acido (-)-shikimico (24).

Acido carboxilico ---------- !

Anillo ciclohexénico -----------+

Sistema trihidroxilado con  ----._
estereoquimica perfectamente definida

Figura 38. Estructura del dcido (-)-shikimico (24).

Lo que desarrollaremos en los dos subobjetivos especificos siguientes.

2.1.2.1 Amidas polihidroxiladas alquilicas anfifilicas

En primer lugar, planteamos la sintesis y el estudio IRI de amidas polihidroxiladas
anfifilicas, constituidas por una unidad de acido (-)-shikimico (24) unida a una amina alquilica
de 4, 8, 12 y 16 atomos de carbono.

H
CO,H o N\/ﬁn\
am O —
A .

HO™ ™" “OH HO" ™ OH
41:n=2 OH OH
40:n=6 24 90a:n=2
42:n=10 90b:n =6
43:n=14 90c:n =10

90d: n =12

Esquema 16. Esquema general de sintesis de amidas polihidroxiladas alquilicas anfifilicas (90a, 90b, 90c y 90d),
derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

La sintesis de estas amidas (90a, 90b, 90c y 90d) se llevard a cabo por reaccion de
amidacion del 4&cido (-)-shikimico (24) con n-butilamina (41), n-octilamina (40),
n-dodecilamina (42) y n-hexadecilamina (43).

2.1.2.2 Bisamidas polihidroxiladas alquilicas bolanfifilicas

También exploraremos las bisamidas polihidroxiladas constituidas por dos unidades de
acido (-)-shikimico (24) unido a diaminas alquilicas de 4, 8, 12 y 16 dtomos de carbono.
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CO,H 0

HO,,.
HN P NHy s @\ -, ”AH“/\H OH
n HO" ™~ “OH HO
= Y OH
OH OH éH
44:n=2 24 91a:n=2
45:n=6 91b:n =6
46:n =10 91c:n=10
47 n =14 91d:n =14

Esquema 17. Esquema general de sintesis de bisamidas
polihidroxiladas alquilicas bolanfifilicas (91a, 91b, 91cy 91d).

La sintesis de estas amidas (91a, 91b, 91¢ y 91d) se llevara a cabo a cabo por reaccion de
doble amidacion de dos unidades de acido (~)-shikimico (24) con la 1,4-butildiamina (44), 1,8-
octildiamina (45), 1,12-dodecildiamina (46) y 1,16-hexadecildiamina (47).

2.1.3 Subobjetivo 1.3. Ensayo de inhibicion de la recristalizacion del hielo

Todas las amidas sintetizadas de acuerdo con los subobjetivos especificos anteriores
(2.1.1.1 a 2.2.2.2) seran sometidas al estudio de su actividad de inhibicién de la recristalizacion
del hielo mediante el test de Splat-Cooling, el cual sera descrito en detalle en el apartado 3.1.

El anélisis de los datos obtenidos mediante este ensayo deberia permitirnos establecer una
relacion estructura-actividad, con el fin de arrojar mas luz al mecanismo por el cual transcurre
el proceso de inhibicion de la recristalizacion del hielo.
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2.2 Objetivo 2. Sintesis y estudio de la capacidad de gelificacion de alquilamidas
y alquilbisamidas derivadas de hexosas y del acido (-)-shikimico

La gran capacidad de estructuracion en disolucion que presentan las moléculas anfifilicas
y bolaanfifilicas, como es el caso de las amidas y bisamidas polihidroxiladas, sumada al gran
nimero de sus potenciales aplicaciones,'” 1% hizo que nos plantedramos como segundo
objetivo de esta Tesis Doctoral la sintesis y el estudio de la capacidad de gelificacion de
alquilamidas y alquilbisamidas obtenidas a partir de hexosas y del acido (-)-shikimico (24).
Estas moléculas han sido seleccionadas por su potencial alta capacidad de estructuracion, pero
también por la facilidad que plantea su sintesis y lo econdmicos que resultan sus precursores,
lo que desarrollaremos en cuatro subobjetivos siguientes.

2.2.1 Subobjetivo 2.1. Estudio de gelificacion de alquilamidas y alquilbisamidas
simétricas derivadas de hexosas

Basandonos la N-octil-D-gluconamida (9b), molécula que, ademas de presentar la mejor
actividad IRI reportada hasta la fecha para una molécula de bajo peso molecular, presenta una
buena capacidad de gelificacion de agua, con una c¢mg de 20 mg/mL. Decidimos estudiar
exhaustivamente el efecto que sobre su capacidad gelificante tienen los cambios en las dos
partes bien diferenciadas de su estructura, la parte polihidroxilada derivada de la hexosa
D-glucosa y la cadena alquilica.

Para ello, en este subobjetivo de la Tesis, aprovecharemos las moléculas sintetizadas en los
subobjetivos especificos 2.1.1.1 y 2.1.1.2, concretamente estudiaremos la capacidad de
gelificacion de:

- las alquilamidas 92 y 93, en las que cambiamos la estereoquimica de la parte
polihidroxilada de la molécula modelo 9b.

- las alquilamidas 9a, 9¢ y 9d, en las que cambiamos la longitud de la cadena
hidrocarbonada de la molécula modelo 9b.

- las alquilbisamidas 94a, 94b, 94c y 94d en las que, manteniendo la parte
polihidroxilada de la molécula modelo 9b, cambiamos la longitud la cadena
hidrocarbonada central.

OH OH OH OH OH OH

H H H
N N N
R I e e e e
O OH OH OH OH O O OH OH

9a: n=2, D-gluco 94a: n=2, D-gluco

9b: n=6, D-gluco 94b: n=6, D-gluco

92: n=6, D-gulo 94c: n=10, D-gluco

93: n=6, L-Ido 94d: n=14, D-gluco

9¢c: n=10, D-gluco
9d: n=14, D-gluco

Figura 39. Estructuras generales de las amidas anfifilicas y
bisamidas bolaanfifilicas derivadas de hexosas.

Para todas estas moléculas el estudio de gelificacion se llevara a cabo mediante el método
del test de inversion en 14 disolventes: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo,
acetato de etilo, tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol,
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acetonitrilo y agua, ordenados por orden creciente de su constante dieléctrica, asi como en
disolucion PBS.

2.2.2 Subobjetivo 2.2. Estudio de gelificacion de amidas y bisamidas simétricas
derivadas del acido (-)-shikimico

La estructura del acido (-)-shikimico (24), que presenta como indicamos anteriormente un
grupo acido carboxilico a,B-insaturado, un anillo ciclohexénico y 3 grupos hidroxilos con
estereoquimica perfectamente definida (ver Figura 38), proporciona también una interesante
plataforma para obtener compuestos de naturaleza anfifilica y bolaanfifilica con capacidad de
auto-estructurarse formando geles.

Por lo tanto, en este subobjetivo de la Tesis, estudiaremos amidas y bisamidas derivadas
del acido (-)-shikimico (24), en las que cambiaremos unicamente longitud de la cadena

hidrocarbonada.
? HO i i
HO, OH
. N
HO HO =~ "OH
OH OH OH

90a:n=2 91a:n=2
90b:n=6 91b:n=6
90c:n=10 91c:n=10
90d: n =14 91d:n=14

Figura 40. Estructuras generales de las amidas anfifilicas y
bisamidas bolaanfifilicas derivadas del dcido (-)-shikimico.

Para ello, de manera similar al estudio del apartado anterior, aprovecharemos las moléculas
sintetizadas en los subapartados 2.1.2.1 y 2.1.2.2, concretamente estudiaremos la capacidad de
gelificacion de:

- las alquilamidas 90a, 90b, 90c y 90d, en las que sustituiremos la parte polihidroxilada
de la molécula modelo 9b por una unidad de acido (~)-shikimico (24) y cambiamos la
longitud de la cadena hidrocarbonada.

- Las alquilbisamidas 91a, 91b, 91c y 91d, en las que sustituiremos la parte
polihidroxilada de la molécula modelo 9b por dos unidades de 4cido (-)-shikimico (24)
y cambiamos la longitud de la cadena hidrocarbonada central.

También ahora el estudio de gelificacion se llevara a cabo mediante el método del test de
inversion en 14 disolventes: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de
etilo, tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo y
agua, ordenados por orden creciente de su constante dieléctrica, y en disolucion PBS.

2.2.3 Subobjetivo 2.3. Sintesis y estudio de gelificacion de bisamidas asimétricas
derivadas del acido (-)-shikimico

Para completar el estudio sobre la capacidad de gelificacion de las amidas y bisamidas
derivadas del acido (-)-shikimico (24) planteamos un segundo tipo de amidas bolaanfifilicas,
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en este caso asimétricas, constituidas por una unidad de acido (-)-shikimico (24) unida a una
cadena alquilica de 4, 8 o 12 atomos de carbono, sustituida en uno de sus extremos por un grupo
polar (éster, acido carboxilico, carbamato o amina).

CO,H 0O
HO,,
N~ >coome + @\ g N/\WR
n \t
HO H OH HO
OH
95:n=1 OH
96:n=5 24 98a:n =1, R=COOMe
97:n=9 98b: n =5, R=COOMe
98c:n =9, R =CO0OMe
99a:n=1,R=COOH
99b: n =5, R = COOH
99¢c:n=9, R=COOH

Esquema 18. Esquema general de sintesis de alquilamidas asimétricas derivadas del
dcido (-)-shikimico (24) con un extremo éster o dcido carboxilico.

La preparacion de las amidas (98a, 98b y 98¢), con un extremo polar éster, se llevara a
cabo por reaccion de amidacion del acido (-)-shikimico (24) con el 4-aminobutanoato de metilo
(95), 8-aminooctanoato de metilo (96) y 12-aminododecanoato de metilo (97) respectivamente,
que son productos comerciales.

La sintesis de las amidas 99a, 99b y 99¢, con un extremo polar acido carboxilico, se llevara
a cabo empleando las amidas 98a, 98b y 98¢, obtenidas como se explicé anteriormente,
sometiéndolas a una reaccion de hidrolisis de su grupo éster en medio basico.

CO,H

0
HO,,
HZN/\M:\NHBOC * . ”/\@n/\R
HO" ™ ~OH HO
100:n=2 OH OH
1g;f”f?0 24 103a: n = 2, R = NHBoc
-n= 103b: n = 6, R = NHBoc
103c: n =10, R = NHBoc
104a:n = 2, R = NH,
104b: n =6, R = NH,
104c: n = 10, R = NH,

Esquema 19. Esquema general de sintesis de alquilamidas asimétricas derivadas del
dcido (-)-shikimico (24) con un extremo carbamato o amina.

Para el caso de las amidas 103a, 103b y 103¢, con un extremo polar carbamato de terc-
butilo, su sintesis se llevara a cabo por reaccion de amidacion del acido (-)-shikimico (24) con
el (4-aminobutil)carbamato de ferc-butilo (100) que es comercial. Y del
(8-aminooctil)carbamato de terc-butilo (101) y el (12-aminododecil)carbamato de terc-butilo
(102) respectivamente, que se prepararan a partir de sus diaminas comerciales precursoras 1,8-
octildiamina (45) y 1,12-dodecildiamina (46).

Las sintesis de las amidas 104a, 104b y 104c¢ con un extremo polar amina se llevaré a cabo
empleando las amidas 103a, 103b y 103c obtenidas anteriormente y sometiéndolas a una
reaccion de hidrolisis de su grupo terc-butilo en medio acido.
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El estudio de gelificacion también se llevara a cabo mediante el método del test de
inversion en los mismos 14 disolventes: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico,
cloroformo, acetato de etilo, tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol,
metanol, acetonitrilo y agua, ordenados por orden creciente de su constante dieléctrica, y con
disolucion PBS.

2.2.4 Subobjetivo 2.4. Estudios mas avanzados en la capacidad de estructuracion de
alquilamidas y alquilbisamidas derivadas de hexosas y del acido (-)-shikimico

Por ultimo, una vez realizados los estudios de gelificacion de las moléculas propuestas en
los subobjetivos 2.1, 2.2 y 2.3, teniendo en cuenta el gran interés que se ha prestado a los
hidrogeles en los ultimos afios por las importantes aplicaciones que pueden presentar, nos
centraremos en:

- el estudio de las propiedades estructurales de los hidrogeles obtenidos (RMN, CD,
SEM, TEM y AFM).

- el estudio de las aplicaciones de los hidrogeles obtenidos, en nuestro caso: estudios de
absorcion y liberacion de farmacos y de tintes.
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2.3 Objetivo 3. Sintesis de amidas derivadas del oseltamivir y estudios de su
capacidad de inhibicion de las neuraminidasas

Basandonos en los estudios realizados por el Prof Peng Zhan,* descritos en la introduccion
de esta Tesis, en los que se demostrd que la union de un sustituyente aromatico voluminoso al
grupo amina del carbono C5 del oseltamivir (34) daba lugar a compuestos con una actividad
mucho maés elevada en la inhibicion de la neuraminidasa que la del propio oseltamivir (lo que
se interpretd como debido a que este nuevo grupo ocupa un bolsillo apolar que deja libre el
oseltamivir (Figura 41, circulo rojo) y de este modo aumenta la afinidad con el receptor).

Y que, estudiando detalladamente el sitio activo de la enzima, descubrimos que esta
presenta un segundo bolsillo ahora mismo inexplorado polar (Figura 41, circulo azul), en el que
se encuentran varios residuos de arginina (Arg-371, -118 y -292) (una posible diana para
interaccionar con a sustituyentes polares como amidas o carbonilos y aumentar asi todavia mas
la afinidad de los farmacos por este receptor).

Decidimos plantear como tercer objetivo de esta Tesis la sintesis de amidas, derivadas del
oseltamivir (34), capaces de ocupar ambos bolsillos a la vez y aumentar todavia mas la afinidad
por el receptor de la Neuraminidasa.

Fosfato de Compuesto modelo 105
Oseltamivir (34)

Figura 41. Izquierda: Estructuras del oseltamivir (34) y el compuesto modificado estudiado por el prof. Zhan 105. Derecha:
En rojo, cavidad estudiada por el prof. Zhan, en azul, cavidad inexplorada en la que centraremos nuestros estudios (figura
adaptada de la referencia 83).

Para ello, planteamos una serie de modificaciones en el oseltamivir con el objetivo de
conseguir la afinidad de los compuestos disefiados con la cavidad inexplorada (Figura 42, azul)
asi como con la cavidad ya estudiaron el Prof. Peng Zhan (Figura 42, rojo).

.’5L (o () -HG"

Figura 42. Estructura general de los compuestos doblemente modificados derivados de oseltamivir (34), en azul: grupo
funcional que se introducird en la nueva cavidad, en rojo: grupo funcional que han estudiado y modificado el Prof. Zhan.

Este objetivo general lo articulamos en los cuatro subobjetivos siguientes:
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2.3.1 Subobjetivo 3.1. Sintesis de amidas secundarias derivadas del oseltamivir

Como primero de estos subobjetivos estudiaremos la sintesis de las amidas XXVIII
derivados del oseltamivir (34) modificados doblemente en el grupo amino de la posicion CS5,
manteniendo las sustituciones ya exploradas por el prof. Peng Zhan e introduciendo una
segunda sustitucion en forma de un grupo amida secundario. Este segundo grupo lo
seleccionamos por su capacidad para ocupar el bolsillo inexplorado antes comentado y de
estabilizarse en ¢l por medio de enlaces de hidroégeno con las argininas proximas (118 y 371).

Para llevar a cabo este subobjetivo planteamos una reaccion multicomponente de UGI, que
permite la sintesis de nuestros compuestos objetivo mediante la union de cuatro sustancias de
partida (amina, aldehido, isonitrilo y 4cido carboxilico) en un proceso “one pot”, de acuerdo con
el esquema siguiente.

(6] o~
0
L . o, on
HNT ™7 70 R Ry
HNT]/ HN.__O
XXVl
0 + —_— =0

N
34 H
o) HN
R T
® O OH o
r,—NZC OH XXVl
2
XXVII 106

Esquema 20. Esquema general de sintesis de las amidas XXVIII.

Concretamente, una reaccion multicomponente de Ugi, que se llevara a cabo empleando
fosfato de oseltamivir (34), los aldehidos XXVI, los isonitrilos XXVII, y el acido
2-(hidroximetil)benzoico (106). Sobre los compuestos obtenidos en la reaccion de Ugi se
realizard una hidroélisis basica de su grupo éster para obtener los compuestos activos XVIII en
forma de 4cido carboxilico.

2.3.2 Subobjetivo 3.2. Sintesis de amidas primarias derivadas del oseltamivir

Para continuar con el estudio, decidimos preparar también amidas primarias XXX
derivadas del oseltamivir (34), ya que consideramos que una amida primaria es potencialmente
mas activa que una secundaria debido al mayor grado de interaccion que puede presentar con
los residuos de la cavidad diana.

Para la sintesis de los derivados de oseltamivir (34) con un grupo amida primaria
proponemos una variante de la reaccion de Ugi, en la que emplearemos un isonitrilo
denominado convertible, que permitira su hidrélisis de amida secundaria a amida primaria tras
la reaccion multicomponente, como se indica en el siguiente esquema.
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2 B gk

Q/@ C@ Qii XXIX XXX
N=

Esquema 21. Esquema general de sintesis de las amidas XXX.

Seleccionamos el 2,4-dimetoxibenzilisonitrilo (107), puesto que se describe en la
bilbiografia como un isonitrilo convertible que conduce a derivados con una amida secundaria
facilmente transformable en una amida primaria, empleando TFA 1%

Esto se llevard a cabo mediante una reaccion multicomponente de Ugi empleando fosfato
de oseltamivir (34), los aldehidos XXVI, el isonitrilo convertible 107 y el acido
2-(hidroximetil)benzoico (106). Sobre los compuestos intermedios XXIX, que se obtendran en
la reaccién multicomponente, se realizard una hidrolisis acida con TFA que permitird obtener
la amida primaria, seguida con una hidrélisis basica sobre el grupo éster para obtener los
compuestos activos como acidos carboxilicos XXX.

2.3.3 Subobjetivo 3.3. Sintesis de lactamas derivadas del oseltamivir

Teniendo en cuenta que en nuestro grupo de investigacion hemos desarrollado una sintesis
eficiente de lactamas ciclicas de cinco miembros partiendo del acido (-)-shikimico (24),
mediante una reaccion de Michael de éste con el nitronato de nitrometano. Planteamos como
ahora como subojetivo la sintesis de las lactamas 111 y 112, también derivadas del oseltamivir
y que obtendriamos de acuerdo con el siguiente esquema.

OO~

BocHN Y O/K/

HN
T
e}
108

1M:*=R
1M2:*=S8

Esquema 22. Esquema general de sintesis de las amidas 111 y 112.

Por lo tanto, la sintesis de las lactamas 111 y 112 se llevara a cabo mediante una adicion
del nitronato de nitrometano sobre el oseltamivir (34) totalmente protegido 108, para continuar
con una hidrogenacion del grupo nitro a amina, catalizada por Ni-Raney, que con toda seguridad
conducira a las correspondientes lactamas. Por ltimo, llevaremos a cabo la liberacion de los
grupos protectores.
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2.3.4 Subobjetivo 3.4. Estudios de inhibicion de las neuraminidasas de los derivados de
oseltamivir sintetizados

Por ultimo, una vez sintetizados los compuestos descritos en los subobjetivos 3.1, 3.2y 3.3
procederemos al estudio de su capacidad de inhibicion de la neuraminidasa. Para ello
seguiremos un procedimiento descrito en la bibliografia por P. Zhan.1°

En primer lugar, debe preparase una disolucion del sustrato fluorogénico, en este caso el
acido 2’-(4-metilumberiferil)-a-D-acetil neuraminico (4-MUNANA), que producird un
producto fluorescente cuando es atacado por la neuraminidasa.

A continuacion, debe prepararse una disolucion de las enzimas de la neuraminidasa a
estudiar, en este caso HIN1 y H5N1, y diluirlas en un buffer MES (preparado disolviendo 3.54
g de 4cido 2-(N-morfolino)etanosulfonico y 0.186 g de CaCl> en 400 mL de agua MiliQ).

Por ultimo, deben preparase las disoluciones de los compuestos a estudiar, haciendo las
correspondientes diluciones en DMSO.

El experimento se realizara empleando una placa fluorescente de 96 pocillos, en los que se
depositaran 10 pL de la disolucion de la enzima virica, 70 pL del buffer MES y 10 pL de la
disolucion en DMSO de los compuestos a estudiar, tras lo que se incubard a 37 °C durante 10
minutos. Transcurrido este tiempo, se afnadiran 10 pL de la disolucion del compuesto
fluorogénico, y se dejard incubando durante 60 minutos.

Para terminar la reaccion se afiadiran 150 pL de un buffer (preparado disolviendo 6.01 g
de glicina y 3.2 gramos de NaOH en 400 mL de agua MiliQ), y la fluorescencia se medira
empleando un lector de microplacas, lo que proporcionara el dato de inhibicion para cada
compuesto a cada concentracion empleada.

Esto nos permitira obtener la concentracién minima de actividad para cada compuesto asi
como la ICso de cada compuesto.
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3.1 Sintesis y estudio de la actividad de inhibicion de la recristalizacion del hielo
de amidas, bisamidas y poliamidas derivadas de hexosas y del acido
(-)-shikimico

De acuerdo con el plan de trabajo establecido en el primero de los objetivos generales de
esta tesis doctoral, llevamos a cabo la sintesis y estudio de la actividad de inhibicion de la
recristalizacion del hielo de varias series de amidas, bisamidas y poliamidas derivadas de
hexosas y del acido (-)-shikimico (24), tomando como referencia para el estudio la actividad
IRI la N-octil-D-gluconamida (9b) (que abreviaremos como Glu-C8), por ser el compuesto de
bajo peso molecular con mayor actividad IRI conocido hasta la fecha (crecimiento relativo del
10% a concentracion de 0.5 mM).

Ho O~ g oo
+ I NH, ———— /H\/NMOH
HO™ “'OH 6 MeOH ® 5
reflujo, 2 h O OH OH
OH 40 o

57

Esquema 23. Sintesis de la N-octil-D-gluconamida (9b).

Por lo tanto, comenzamos sintetizando la amida 9b de acuerdo con el procedimiento
establecido en la bibliografial!! basado en la apertura de la D-gluconolactona (57) comercial
haciéndola reaccionar con n-octilamina (40) también comercial en metanol a reflujo durante 2
h. Una vez obtenida la amida esperada procedimos a medir su actividad de inhibicién de
recristalizacion de hielo, empleando el método mas habitual en estos casos, conocido como
ensayo de splat-cooling.'?

El ensayo de splat-cooling consiste en preparar una disolucion a una concentracion de 22
mM del producto a estudiar en una disolucién de PBS (pH 7.4). El fendomeno no se estudia a
concentraciones superiores porque se considera que a partir de esta concentracion las
propiedades coligativas de la disolucion interfieren sobre los resultados de la actividad IRI. Esta
disolucion se observa durante 30 minutos para comprobar que no se forman precitados. Si se
forman precipitados o el compuesto no se disuelve a esta concentracion debe prepararse una
disolucion de concentracion inferior hasta encontrar la concentracion maxima a la que se
consigue una disolucion homogénea y estable durante 30 minutos.

A continuacion, se deja caer una gota de 10 pL de la disoluciéon del producto en PBS,
preparada como se indicé anteriormente, sobre un portaobjetos colocado sobre un disco de
aluminio enfriado a -78 °C a través de un tubo de PVC de dos metros de altura (para evitar
turbulencias debido a corrientes de aire), con la intencion de que la gota se congele al momento
del impacto y de lugar a una monocapa de cristales de hielo (puede ser necesario repetir el
experimento hasta conseguir una monocapa de cristales). Tras ello, el portaobjetos con la gota
congelada se coloca en una caja criogénica enfriada a -8 °C mediante vapor de nitrogeno
liquido.

Una vez colocado el portaobjetos con la gota congelada en la cdmara criogénica, se espera
a que la temperatura se estabilice a -8 °C y se observa durante 30 minutos en el microscopio
optico con aumento 10X (0.5). Tras 30 minutos se toma una foto de los cristales formados,
tratando de enfocar la imagen para que los bordes de los cristales se vean lo mas nitidos
posibles.
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La medida para cada muestra se repite tres veces empleando 3 gotas diferentes y se calcula
el area de los 10 cristales mas grandes en cada imagen, usando el programa ImageJ, obteniendo
un area en unidades arbitrarias.

Se realiza el mismo experimento con la disolucion PBS. Se miden 3 gotas diferentes de la
disolucion PBS y se calcula el area de los 10 cristales mas grandes en cada imagen, usando el
programa Imagel, el area asi obtenida se considera como crecimiento 100%, es decir, la
ausencia de inhibidor, y este dato se utiliza como referencia para calcular el porcentaje de
inhibicion de las demas moléculas objeto de estudio.

Si se observa actividad IRI el experimento debe repetirse disminuyendo la concentracion
de la disolucién hasta encontrar la concentracion minima a la cual la actividad se mantiene.

Si la inhibicidn es menor del 20% estamos ante un buen inhibidor. Si estd entre el 20 y 50% es
un inhibidor medio. Por encima del 50% se considera que el inhibidor es malo y a partir del
70% que no hay inhibicion.

De acuerdo con esto, realizamos las medidas de la actividad IRI para nuestra molécula modelo,
N-octil-D-gluconamida (9b), hasta que obtuvimos los mismos datos que proporciona la
bibliografia (crecimiento relativo 10% a 0.5 mM). En este momento consideramos optimizado
el experimento y que estdbamos en condiciones de estudiar la actividad de nuestras amidas.
(Figura 43).

A)

Figura 43. A) Imagen de microscopia dptica de cristales de hielo de un blanco de PBS y B) imagen de cristales de hielo de N-
octil-D-gluconamida (9b) a 0.5 mM, tomadas ambas a t:30 min.

3.1.1 Amidas, bisamidas y poliamidas derivadas de hexosas

3.1.1.1 Amidas polihidroxiladas alquilicas

De acuerdo con el subobjetivo especifico 2.1.1.1 de esta tesis doctoral, procedimos primero
a sintetizar las amidas 92 y 93 propuestas, cambiando la estereoquimica de la parte
hidrocarbonada y manteniendo la misma cadena alquilica que en la molécula de referencia 9b.

Para la sintesis de las dos amidas 92 y 93 partimos de la D-glucuronolactona (113)
comercial, que fue transformada en las lactonas 114, 115 y 116 de acuerdo con un procedimiento
descrito en la bibliografia.!*® La lactona 115 se sometié a un proceso de apertura con
n-octilamina (40), empleando metanol como disolvente y a temperatura ambiente, que condujo
a la amida 117, con un rendimiento del 58%. Posterior desproteccion del grupo acetonido de
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117 tratando con TFA/H>O y reduccion del hemiacetal asi formado con NaBH4 dio lugar a la
amida final deseada 92, con un rendimiento del 22% en los dos tltimos pasos.

HO OH
Acetona NH
o) 2
0 _ HS0, _ :21) /Hv /H\/N o]
0 o /"OH " ta,7h T meon o 5 )<
“OH 67 % ta,12h e ©
113: *=8 115:*=8 117: *=S, 58%
114: *=R 116: *=R 118: *=R, 99%
1. TFA/H,0
ta.,4h
y OH
H OH OH 2. NaBH, AR N A O oH
/He\/ \H)\;/\:/\OH H,O/EtOH & 3
o OH OH ta.1h HO OH
92: *=S, 22% (2 pasos) 119: *=8
93: *=R, 70% (2 pasos) 120:"=R

Esquema 24. Esquema general de sintesis de las amidas anfifilicas 92 y 93.

La amida 92 fue caracterizada de acuerdo con sus propiedades espectroscopica y
espectrométricas, entre las que destacan: en su espectro de RMN-'H, un cuartete de 2 protones
a 3.06 ppm que corresponde al CH» contiguo al grupo amida, un triplete de 1 proton a 7.85
correspondiente al NH de la amida, asi como las sefales a 1.24 ppm correspondientes a la
cadena hidrocarbonada y las sefiales entre 3.38 y 5.52 correspondientes a los OCH y OH de la
parte hidroxilada de la molécula. Su espectro de RMN-3C muestra sefiales caracteristicas a
64.0, 70.9, 73.3, 74.5 y 74.6 correspondientes a los carbonos alfa a hidroxilo y la sefial a 175.7
correspondiente al carbonilo del grupo amida. Su espectro de IR muestra bandas caracteristicas
a 1637 (CO) y 3351 (NH y OH). Por tltimo, su férmula molecular C14H30NOg fue confirmada
mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z
=308.2068 (m/z tedrico =308.2068) correspondiente al ion [M+H]".

De una forma totalmente analoga la lactona 114 fue transformada en la amida deseada 93,
a través de sus intermedios 116 (67%), 118 (99%) y 120 (70% en los dos ultimos pasos), y
también caracterizada de acuerdo con sus propiedades espectroscopicas y espectrométricas,
entre las que destacan: en su espectro de RMN-'H, un multiplete de 2 protones a 2.99-3.14 ppm
que corresponde al CH> contiguo al grupo amida, un triplete de 1 proton a 7.53 correspondiente
al NH de la amida, asi como las sefiales a 1.24 ppm correspondientes a la cadena hidrocarbonada
y las sefiales entre 3.56 y 5.41 correspondientes a los OCH y OH de la parte hidroxilada de la
molécula. Su espectro de RMN-'C muestra sefiales caracteristicas a 64.3, 72.7, 72.8, 73.3 y
73.4 correspondientes a los carbonos alfa a hidroxilo y la sefial a 175.0 correspondiente al
carbonilo del grupo amida. Su espectro de IR muestra bandas caracteristicas a 1654 (CO) y
3363 (NH y OH). Finalmente, la formula molecular C14H30NOs fue confirmada mediante su
espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 308.2068
(m/z tedrico = 308.2068) correspondiente al ion [M+H]".

Una vez que obtuvimos los compuestos deseados 92 (Gulo-C8) y 93 (Ido-C8), procedimos
a realizar los estudios de inhibicion de recristalizacion del hielo, de acuerdo con el ensayo de
splat-Cooling descrito anteriormente, para compararlos con la molécula modelo 9b (Glu-C8) y
la molécula 121 (Gal-C8) con la estereoquimica de la D-galactosa, cuya actividad IRI ya fue
descrita también por el Prof. Robert Ben.
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Tabla 1. Datos de actividad IRl para las moléculas 9b, 92, 93 y 121.

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
92 (Gulo-C8) 23,20 22 mM
93 (Ido-C8) 54,79 22 mM
121 (Gal-C8) 70,00 0,5 mM
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Figura 44. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 9b, 92, 93 y 121.

Como puede observarse en la Figura 44, las moléculas 92, 93 y 121 presentan una actividad
menor que la molécula modelo 9b. La molécula 121 (Gal-C8), que presenta la estereoquimica
de la D-galactosa, estudiada por el Prof. Robert Ben, presenta una actividad del 70% a 0.5 mM.
La molécula 92 (Gulo-C8), que presenta la estereoquimica de la D-gulosa, es la que mejor
actividad tiene de las dos, con un porcentaje de crecimiento relativo del 23.20% a una
concentracion de 22 mM. Esta actividad disminuye a 11 mM sustancialmente, y se hace
practicamente nula a por debajo de esa concentracion. La molécula 93 (Ido-C8), que presenta
la estereoquimica de la L-idosa, tiene una actividad muy por debajo de sus andlogas, con un
crecimiento relativo del 54.70% a una concentracion de 22 mM. Por debajo de esta
concentracion, la actividad se vuelve practicamente nula.

De los datos obtenidos podemos concluir que la amida con una mayor actividad IRI es la
que presenta la estereoquimica de la D-glucosa, por lo que esta sera la estereoquimica empleada
a partir de ahora para continuar con nuestros estudios de nuevos agentes inhibidores de la
recristalizacion del hielo.

Continuamos nuestro trabajo con la sintesis de las amidas 9a, 9¢ y 9d, manteniendo la
estereoquimica de la D-glucosa y cambiando la longitud de la cadena alquilica.
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v RN, ————— N : OH
HOY “IOH n MeOH n z
reflujo, 2 h O OH OH
OH 41: n=2 9a: n=2, 49%
57 40: n=6 9b: n=6, 64%
42: n=10 9c: n=10, 89%
43: n=14

9d: n=14, 96%

Esquema 25. Esquema general de sintesis de las amidas anfifilicas 9a, 9b, 9¢c y 9d.

La sintesis de las amidas 9a, 9¢ y 9d, se llevé a cabo empleando el mismo método utilizado
para la N-Octil-D-gluconamida 9b, consistente en realizar una apertura de la D-gluconolactona
(57) con la alquilamina correspondiente, calentando a reflujo en metanol seco (es un método
sencillo que permite obtener los productos deseados sin necesidad de una compleja elaboracion,
ya que la mayoria de ellos precipita en el propio disolvente empleado). Para ello se hizo
reaccionar la D-glucolactona (57) con un exceso de la n-butilamina (41), n-dodecilamina (42)
y n-hexadecilamina (43), lo que condujo a las amidas esperadas 9a, 9¢ y 9d con rendimientos
del 49%, 89% y 96% respectivamente. Estas amidas fueron caracterizadas de acuerdo con sus
propiedades espectroscopicas y espectrométricas comparandolas con la reportadas en la
bibliografia y comprobando que eran idénticas. ! 115 116

Una vez que obtuvimos los compuestos deseados 9a (Glu-C4), 9¢ (Glu-C12) y 9d (Glu-
C16), procedimos a realizar los estudios de su capacidad inhibicion de recristalizacion del hielo
mediante el ensayo de Splat-Cooling, que reportaron los siguientes resultados.

Tabla 2. Datos de actividad IRl para las moléculas 9a, 9b, 9c y 9d.

% Crecimiento mM
9a (Glu-C4) 66,36 22 mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM

9c (Glu-C12) 84,21 1 mM
9d (Glu-C16) - i
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Figura 45. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 9a, 9b, 9c y 9d.
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Como se puede observar, tan solo la molécula 9a (Glu-C4) se pudo medir a 22 mM,
concentracion a la que presentd un crecimiento relativo del 66.36%. La molécula 9¢ (Glu-C12)
se midi6 a una concentracion de 1 mM debido a su baja solubilidad en agua, y presentd un
crecimiento relativo del 84.21%, actividad que puede considerarse nula, mientras que la
molécula 9d (Glu-C16) no se pudo medir debido a su baja solubilidad en agua. Todas las
moléculas presentan una actividad muy por debajo de la reportada para la molécula modelo 9b
(Glu-C8, 10% a concentracion 0.5 mM), por lo que podemos concluir de forma general que la
longitud de cadena idonea para conseguir una alta actividad IRI esta en el entorno de 8 carbonos.

3.1.1.2 Bisamidas polihidroxiladas alquilicas

Continuando con el siguiente subobjetivo especifico 2.1.1.2, llevamos a cabo la sintesis de
las bisamidas bolaanfifilicas 94a, 94b, 94¢, 94d y 123, uniendo a una cadena alquilica de
diferente longitud dos unidades de D-glucosa en los extremos a través de enlaces amida.

Para el caso de las amidas 94b y 94¢ seguimos un procedimiento similar al empleado en el
apartado anterior haciendo reaccionar ahora dos equivalentes de D-gluconolactona (57) con el
1,8-octildiamina (45) y 1,12-dodecildiamina (46) comerciales, empleando metanol seco como
disolvente y calentando a reflujo. Esto permiti6 obtener las amidas 94b y 94¢ con rendimientos
del 90% y 80% respectivamente.

o o OH OH |, ., OH OH
y Ho 2T S
HO . HzN\/é\)\/NHz T’ Ho/\/H/H( \/kt\/ MOH
n e = =
HO OH reflujo, 2 h OH OH O O OH OH
OH aone. 94b: n=6, 90%
57 : 94c: n=10, 80%

Esquema 26. Esquema general de sintesis de las bisamidas bolaanfifilicas 94b y 94c.

Estas amidas fueron caracterizadas de acuerdo con sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas de las que cabe destacar:

Para la bisamida 94b un multiplete de 4 protones en su espectro de RMN-'H entre 2.97-3.14
ppm, que corresponde a los dos grupos metileno contiguos a los dos nitrogenos de amida. La
formula molecular Cy0H41N201> fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 501.2653 (m/z teérico = 501.2654)
correspondiente al ion [M+H]".

Para la bisamida 94¢ un multiplete de 4 protones en su espectro de RMN-'H entre 2.95-3.10
ppm, que corresponde a los dos grupos metileno contiguos a los dos nitrégenos de amida. La
formula molecular C24H49N>O12 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 557.3280 (m/z teérico = 557.3280)
correspondiente al ion [M+H]".

La tercera de las bisamidas de este apartado, 123, se sintetizdé mediante la misma reaccion
de amidacion anteriormente empleada, partiendo de la 2-hidroxi-1,3-propanodiamina (122)
comercial y haciéndola reaccionar con un exceso de D-gluconolactona, empleando también
metanol como disolvente y DIPEA como base, lo que permitié obtener la bisamida esperada
123 con un 92% de rendimiento.
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Esquema 27. Esquema general de sintesis de la bisamida bolaanfifilica 123.

Esta bisamida 123 fue caracterizada a partir de su espectro de RMN-'H, que muestra un
triplete de 4 protones a 3.13 ppm que corresponde a los dos grupos metileno contiguos a los
dos nitrégenos de amida. La formula molecular CisH31N2013 fue confirmada mediante su
espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 447,1748
(m/z tedrico = 447,1748) correspondiente al ion [M+H]".

Sin embargo, la sintesis de la bisamida 94a no pudo realizarse de la misma manera debido
a que el 1,4-butildiamina (44) conocido vulgarmente como putrescina, es una molécula muy
desagradable para manipular. Fue necesario entonces hacerlo de una manera indirecta partiendo
del N-Cbz-1,4-butildiamina (124) comercial, que se hizo reaccionar con la D-gluconolactona
(57) en una reaccion de amidacion, empleando metanol como disolvente y calentando a reflujo
para dar el compuesto 125 con un rendimiento del 90%. La monoamida asi obtenida 125 se
sometid a una reaccion de hidrogenacion para desproteger el grupo Cbz de su grupo amino
terminal. Para ello se empleé Pd/C en presencia de hidrogeno, empleando metanol como
disolvente, lo que permitié obtener la amina 126 que se hizo reaccionar directamente con un
exceso de D-gluconolactona (57), empleando metanol como disolvente, DIPEA como base y
calentando a reflujo, para obtener asi la bisamida deseada 94a, con un rendimiento del 90% (en
los dos ultimos pasos).

HO © ©
HO" “'OH
OH OH OH OH OH |
57 Pd/C, H N NH
N NHCDb: . 2
HZN\/Q‘)Z\/NHCbZ W HOM \/ng\/ z W HO/\i/H/H( \/%32\/
reflujo, 2 h OH OH O ta,12h OH OH O
124 90% 125 126
0._0
HO DIPEA
MeOH
HO OH reflujo, 2 h
OH 90%
57
OH OH | y OH OH
N N
10NN A A o
OH OH O O OH OH

94a

Esquema 28. Esquema general de sintesis de la bisamida bolaanfifilica 94a.

La bisamida 94a fue también caracterizada a partir de sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas, presentando un doblete de 4 protones en su espectro de RMN-'H a 3.11 ppm,
que corresponde a los dos grupos metileno contiguos a los dos nitrégenos de amida. La férmula
molecular C16H33N2012 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 445.2033 (m/z tedrico = 445.2038) correspondiente
al ion [M+H]".
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Por ultimo, para el caso de la bisamida 94d tuvimos que sintetizar el 1,16-hexadecildiamina
(47), al no ser comercial. Para ello partimos del 4cido 1,16-hexadecanodioico (127) comercial
que sometimos a una reduccioén con LiAlHa, empleando THF como disolvente y controlando la
temperatura de la reaccion con ayuda de un bafio de agua-hielo para que esta no superase los 0
°C. Esto nos permitié obtener el diol correspondiente 128 con un rendimiento del 95%, que se
sometio a una reaccion modificada de Appel empleando I, PPhs e Imidazol en una mezcla de
THF/DMF y controlando de nuevo la temperatura para que esta no supere los 0 °C. Obtuvimos
de esta forma el diyoduro 129 (92% de rendimiento) que, mediante una sustitucion nucleofila
con NaN3, empleando DMF como disolvente y calentando a 60 °C, se convirtid en la diazida
130, con un rendimiento del 82%. Por ultimo, la diazida 130 se sometid a una reaccion de
reduccioén con PPhs en una mezcla de THF/H>O para obtener el 1,16-hexadecildiamina (47)
deseado con un rendimiento moderado del 32%.

Esta diamina 47 se hizo reaccionar con un exceso de D-gluconolactona (57) empleando
metanol como disolvente, DIPEA como base y calentando a reflujo para finalmente obtener la
bisamida 94d objetivo con un rendimiento del 27%.

(@) (@] . .
LiAIH, I, PPha, Imidazol NaNs
HOWOH THF A N T owe Ng NG
14 0°C, 24 h 0°C, 24 h 60°C, 3 h
127 95% 128 92% 129 82% 130

PPh,
THF, H,0
ta., 24 h

32%

OH OH H H OH OH HO 0._0
HOMNWNMOH - . . + HZN/\%NHZ
z 14 = MeOH HOY ""OH

OH OH O O OH OH reflujo, 20 h OH a7
94d 27%
57

Esquema 29. Esquema general de sintesis de la bisamida bolaanfifilica 94d.

La bisamida 94d fue caracterizada a partir de su espectro de RMN-'H, que muestra un
triplete de 4 protones a 3.08 ppm, que corresponde a los dos grupos metileno contiguos a los
dos nitrégenos de amida. La formula molecular C23Hs7N20O12 fue confirmada mediante su
espectro de masas de alta resolucidon, que muestra una sefial con una relaciéon m/z = 613.3922
(m/z tedrico = 613.3906) correspondiente al ion [M+H]".

Una vez sintetizadas las cinco bisamidas objetivo de este apartado 94a (Glu-C4-Glu), 94b
(Glu-C8-Glu), 94¢ (Glu-C12-Glu), 94d (Glu-C16-Glu) y 124 (Glu-C30H-Glu), procedimos
a medir su capacidad de inhibicion de la recristalizacion del hielo (ensayo Splat-Cooling),
obteniendo los siguientes resultados.
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Tabla 3. Datos de la actividad IRl para las moléculas 94a, 94b, 94c, 94d y 123.

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
94a (Glu-C4-Glu) 55,64 22 mM
94b (Glu-C8-Glu) 8,15 2 mM
94c (Glu-C12-Glu) 36,81 1,8 mM
94d (Glu-C16-Glu) 71,98 0,8 mM
123 (Glu-C30H-Glu) 53,81 22 mM
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Figura 46. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas
94a, 94b, 94c, 94d y 123, y para la molécula de referencia 9b.

Se obtuvieron excelentes resultados para la bisamida 94b (Glu-C8-Glu) (Figura 46), que
presentd un crecimiento relativo del 8.15% a 2 mM, resultados buenos para 94c
(Glu-C12-Glu), con un crecimiento del 36.81% a 1.8 mM, y peores para 94a (Glu-C4-Glu)
con un crecimiento del 55.64% y 123 (Glu-C30H-Glu) con un crecimiento del 53.81% ambas
a 22 mM. La bisamida 94d (Glu-C16-Glu) no presento actividad (71.98%), seguramente por
su baja solubilidad en agua (solo fue posible disolverla a 0.8 mM). De nuevo, la longitud de
cadena que presenta la mayor actividad IRI es la longitud de 8 carbonos, corroborando los
resultados que obtuvimos en el apartado anterior.

Es importante destacar que todas las bisamidas 94a, 94b, 94c y 94d probadas mostraron
mejores resultados de Inhibicion de la recristalizacion del hielo que sus monoamidas analogas
9a, 9b, 9¢ y 9d estudiadas en el apartado anterior.
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Figura 47. Comparativa de tamarfio de cristales entre N-octil-D-Gluconamida (9b) (0.5 mM, izquierda)
y Glu-C8-Glu (94b) (4 mM, derecha).

Tras obtener estos resultados, procedimos a calcular la concentracion minima a la que la
bisamida 94b (Glu-C8-Glu) seguia presentando excelente actividad, observando que esta se
mantiene hasta a concentraciones mayores o iguales a 2 mM. A concentraciones menores a 2
mM la actividad va disminuyendo, hasta llega a una actividad moderada a 0,5 mM.
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Figura 48. Datos de actividad IRl para la molécula 94b a diferentes concentraciones
y comparacion con la molécula modelo 9b.

Esto nos muestra que la bisamida 94b (Glu-C8-Glu) muestra una relacion actividad-
concentracion 8% a 2 mM, menor que la amida modelo 9b (Glu-C8) 10% a 0.5 mM, aunque
pierde su actividad a una concentracion mayor (2 mM frente a 0.5 mM).

3.1.1.3 Poliamidas polihidroxiladas alquilicas

De acuerdo con el subobjetivo especifico 2.1.1.3 de este capitulo de la Tesis, continuamos
con la sintesis de las poliamidas polihidroxiladas 135 y 139, uniendo a una triamina y a una
tetramina tres o cuatro unidades de D-glucosa en los extremos, respectivamente.
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La sintesis de la triamida 135 se llevo a cabo partiendo del 1,1,1-tris(hidroximetil)etano
(131) comercial, que se sometid a una reaccion de activacion de sus grupos hidroxilo haciéndolo
reaccionar con cloruro de tosilo, empleando NaOH como base en una mezlca de THF/HO;
obteniendo asi el tritosilo 132 con un rendimiento del 21%. Este se hizo reaccionar a su vez con
azida de sodio en DMF a 80 °C para obtener la triazida 133, con un rendimiento del 71%, que
posteriormente se redujo a la triamina 134 empleando PPhs en una mezcla de THF/H>O. Tras
una extraccion en medio acido se obtuvo la amina 134 como sal de hidrocloruro, con un
rendimiento del 68%, que se hizo reaccionar directamente con un exceso de D-glucolactona
(57) en DMF a 80 °C, en presencia de DIPEA, para obtener la triamida esperada 135, con un
rendimiento del 15%.

OH OTs N3
TsCl, NaOH NaN;
HO OH THF H,0 L o OTs  DMF N3 N3
0°C, 12 h 80°C, 24 h
131 21% 132 1% 133
PPh,
THF, H,0 9:1
ta,24h

68%
HO,
HO™ N\ «0H

HO OH

NH,
H2N\$<\NH2
134
NH
T on < DIPEA
o QR NJ\/‘\‘/V ~owF
N
H  OH OH 80°C, 24 h
_ % 15%

HO Z OH 135
Esquema 30. Esquema general de sintesis de la triamida 135.

La triamida 135 obtenida como se indic6 anteriormente se caracterizd de acuerdo con sus
propiedades espectroscOpicas y espectrométricas, de las que cabe destacar: un doblete que
integra por 6 protones que aparece a 3.15 ppm en su espectro de RMN-'H y que corresponde a
los tres grupos metileno contiguos a los tres nitrogenos de amida. La férmula molecular
C23H46N30135 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una
sefial con una relacion m/z = 652,2701 (m/z tedrico = 652,2698) correspondiente al ion [M+H]".

Para la sintesis de la tetramida 139 partimos del tetrabromuro de pentaeritritilo (136)
comercial, haciéndolo reaccionar con azida de sodio en DMF a 80 °C para obtener la tetraazida
137, con un rendimiento del 92%. A continuacion, llevamos a cabo la reduccion de los grupos
azida de 137 mediante una hidrogenacion catalizada por Pd/C, usando metanol como disolvente
y una atmosfera de presion de Hz, lo que condujo a la amina 138. Esta amina no se purifico y
se hizo reaccionar directamente con un exceso de D-glucolactona (57) en DMF a 80 °C, en
presencia de DIPEA, para obtener la tetraamida esperada 139 con un rendimiento del 12% (dos
ultimas etapas).
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Br

N3
Br\/E/\ NaNs NS/E/\ Pd/C, H, HZN\/&/\ HO/\QTjO
Br  DMF N3 MeOH NHy +
Br 80°C, 24 h NS ta.24 h HO OH
137

0,
136 92 % 138

DIPEA

80°C, 24 h
12%

OH
139

Esquema 31. Esquema general de sintesis de la tetraamida 139.

La tetramida 139 también se caracterizo de acuerdo con sus propiedades espectroscopicas
y espectrométricas, de las que destacan: dos singletes de 4 protones cada uno que aparecen a
2.91 y 3.17 ppm en su espectro de RMN-'H y que corresponden a los cuatro grupos metileno
contiguos a los cuatro nitrogenos de amida de la molécula. La féormula molecular C20Hs7N4O24
fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucidon, que muestra una sefial con
una relacion m/z = 845,3272 (m/z tedrico = 845,3284) correspondiente al ion [M+H]".

Una vez sintetizadas las dos poliamidas objetivo 135 (Glu-X3-CH3) y 139 (Glu-X4)
llevamos a cabo con ellas el ensayo de inhibicion de recristalizacion de hielo, obteniendo los
siguientes resultados.

Tabla 4. Datos de actividad IRl para las moléculas 135y 139, y para la molécula de referencia 9b.

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
135 (Glu-X3-CH;s) 69,74 22 mM
139 (Glu-X4) 58,17 22 mM
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Resultados
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Figura 49. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 135y 139, y para la molécula de
referencia 9b.

Como podemos observar, ambas moléculas presentan una actividad de inhibicion de la
recristalizacion del hielo muy moderada. La amida tetramérica 139 (Glu-X4) presentd un
crecimiento relativo del 58.17% a una concentracion de 22 mM, por lo que debe considerarse
un agente IRI débil, mientras que la triamida 135 (Glu-X3-CH3) presentd un crecimiento
relativo del 69.74% a una concentracion de 22 mM, casi en el limite de la inactividad.

Este resultado hace pensar que la perdida de la anfifilia o la bolanfifilia de las moléculas
contribuye negativamente a la actividad IRI.

3.1.1.4 Amidas y bisamidas alquilicas derivadas de hexosas parcialmente
deshidratadas

El siguiente de nuestros subobjetivos especificos 2.1.1.4 se centra en el estudio de la
deshidroamida anfifilica 50 y la deshidrobisamida bolaanfifilica 51, constituidas por una o dos
cadenas polihidroxiladas, con los grupos hidroxilo alternados con grupos metileno, unidas a la
n-octilamina (40) o a la 1,8-octildiamina (45), respectivamente.

Para preparar las amidas 50 y 51 partimos del aldehido 48 comercial, que se sometid a una
reaccion de reduccion en su grupo aldehido, empleando NaBH4 como reductor y etanol como
disolvente, para obtener el alcohol 140 con un rendimiento del 85%. Continuamos con una
reaccion de hidrolisis basica con NaOH del éster de ferc-butilo, empleando una mezcla de agua
y metanol 1:1, para obtener el correspondiente acido, seguida de una reaccion de hidrolisis del
grupo acetonido en medio &cido, que fue acompafiada de una reaccion de lactonizacidon para
dar lugar a la lactona 49.

La lactona 49 no se aislo y se hizo reaccionar directamente con un exceso de la n-octilamina
(40), empleando DIPEA como base, metanol como disolvente y calentando a reflujo, para
obtener la amida 50, con un rendimiento del 37% (en los tres Gltimos pasos).
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o>(o o) o>(o o 1) NaOH, MeOH, H,0
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DIPEA
MeOH
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37%
OH OH O
HO AN NN
N

H
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Esquema 32. Esquema general de sintesis de la deshidroamida anfifilica 50.

La amida 50 se caracteriz a partir de sus propiedades espectroscopicas y espectrométricas,
entre las que destacan: en su espectro de RMN-'H, un cuartete de 2 protones a 3.01 ppm que
corresponde al CH; alfa al grupo amida, asi como las sefiales a 0.86 ppm correspondientes al
CHj3 terminal de la cadena alifatica y las sefiales entre 3.26 y 4.73 correspondientes a los OCH
y OH de la parte hidroxilada de la molécula, asi como un multiplete entre 7.69 y 7.81
correspondiente al NH. Su espectro de RMN-!3C muestra sefiales caracteristicas a 65.82, 66.16
y 69.56 correspondientes a los carbonos alfa a hidroxilo y la sefial a 170.58 correspondiente al
carbonilo del grupo amida. La formula molecular C14H30NO4 fue confirmada mediante su
espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 276.2172
(m/z tedrico = 276.2169) correspondiente al ion [M+H]". Finalmente, su espectro de IR muestra
bandas caracteristicas a 1634 (CO) y 3313 (NH y OH).

Para preparar la bisamida 51, hicimos reaccionar dos equivalentes de la lactona 49 descrita
anteriormente con un equivalente de 1,8-octildiamina (45), empleando DIPEA como base,
metanol como disolvente y calentando a reflujo, lo que permitié obtener la bisamida 51 con un
rendimiento del 20%.

(0]

o OH OH O H
. HZN/\/\/\/\/NHQ DIPEA HOM /\/\/\/\/N
45 reflujo, 24 h 51 O OH OH
OH 49 20%

Esquema 33. Esquema general de sintesis de la deshidrobisamida bolaanfifilica 51.

La bisamida 51 se caracterizO también a partir de sus propiedades espectroscopica y
espectrométricas: en su espectro de RMN-'H, un cuartete de 4 protones a 3.01 ppm que
corresponde a los dos CH: alfa al grupo amida, asi como las senales a 1.24 ppm
correspondientes a la cadena hidrocarbonada y las sefiales entre 3.26 y 4.73 correspondientes a
los OCH y OH de la parte hidroxilada de la molécula, asi como un triplete de 2 protones
correspondiente a los NH. Su espectro de RMN-!*C muestra sefiales caracteristicas a 65.82,
66.14 y 69.55 correspondientes a los carbonos alfa a hidroxilo y la sefial a 170.59
correspondiente a los carbonilos del grupo amida. La férmula molecular C20H41N2Og fue
confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucién, que muestra una sefial con una
relacion m/z = 437.2854 (m/z tedrico = 437.2857) correspondiente al ion [M+H]". Finalmente,
su espectro de IR muestra bandas caracteristicas a 1635 (CO) y 3321 (NH y OH).

Una vez preparadas la amida 50 y la bisamida 51 procedimos a evaluar su actividad IRI,
obteniendo los resultados que mostramos en la siguiente tabla.
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Tabla 5. Datos de actividad IRl para las moléculas 50 y 51, y para la molécula de referencia 9b.

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
50 (Pva-C8) 57,02 22 mM
51 (Pva-C8-Pva) 81,62 22 mM
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Figura 50. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 50 y 51,
y para la molécula de referencia 9b.

Como podemos observar, las dos moléculas presentan una actividad muy inferior a su
analoga, la molécula modelo 9b (10% a 0.5 mM), siendo la deshidroamida 50 la tinica activa
de las dos, con un crecimiento relativo del 57.02%, y la deshidrobisamida 51 inactiva, con un
crecimiento relativo del 81.62%.

Esta considerable disminucion en la actividad puede deberse tanto a la pérdida de dos
hidroxilos cruciales en la parte hidrofilica de la molécula, lo que previene una interaccion con
las caras del hielo, o a la disposicidn espacial de estos dos hidroxilos, que de la misma manera
pueden prevenir una interaccion con la cara del hielo similar a la de las moléculas activas 9b y
94b.

3.1.1.5 Amidas polihidroxiladas arilicas

Continuamos con los subobjetivos de este capitulo de la Tesis relativos a las amidas
polihidroxiladas arilicas, en los que tomaremos como modelo la fenilamida 52 (Ph-Glu),
estudiada por el Prof. Ben, que presenta una actividad IRI del 66% a una concentracion de 22
mM y su derivada fluorada 4-fluorofenilamida 53 (4-F-PhGlu), que con un simple pequefio
cambio en su estructura alcanza una actividad del 10% a una concentracion de 11 mM. Para
realizar los estudios de estos subapartados, mantendremos la parte polar de las moléculas de
referencia 52 y 53 e introduciremos cambios en su parte apolar de dos formas: modificando el
espaciador que une la unidad hidrocarbonada con el anillo aromadtico y también los sustituyentes
en el mencionado anillo.
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Por lo tanto, empezamos con el subobjetivo 2.1.1.5 estudiando la modificacion del
espaciador de unidon entre la unidad hidrocarbonada de D-glucosa y el anillo aromatico,
introduciendo los grupos (-CH»-) 58, (-CH(CH3)-) 59 y (-CH2-CH>-) 60. Su sintesis se llevo a
cabo haciendo reaccionar un exceso de D-gluconolactona (57) con bencilamina (54),
I-feniletilamina (55) y 2-feniletilamina (56) comerciales, empleando DIPEA como base,
metanol como disolvente y calentando a reflujo, lo que condujo a las arilamidas esperadas S8,
59 y 60 con rendimientos de 96%, 60% y 49% respectivamente.

OH
R o. 0o R O OH OH
DIPEA NJ\(H/VOH
NINHy o+ . . —_— Ny
HO' ‘OH MeOH OH OH
OH reflujo, 24 h

54: R=H, n=1 57 58: R= H, n=1, 96%
55: R= Me, n=1 59: R= Me, n=1, 60%
56: R= H, n=2 60: R=H, n=2, 49%

Esquema 34. Esquema de sintesis de las amidas arilicas 58, 59 y 60.

La arilamida 58 se caracterizé por comparacion de sus datos espectroscopicos con los de
la bibliografia que resultaron idénticos.'!’

Las dos arilamidas 59 y 60 fueron caracterizadas de acuerdo con sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, de las que podemos destacar:

Para la amida 59 un doblete de 3 protones que aparecen a 1.39 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus tres protones metilicos en el sustituyente del espaciador. La
formula molecular Ci14H21NOs fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 300.1445 (m/z teérico = 300.1445)
correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 60) un multiplete de 2 protones que aparecen entre 3.33 y 3.44 ppm en su
espectro de RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno del grupo
amida. La formula molecular C14H21NOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 300.1444 (m/z tedrico = 300.1444)
correspondiente al ion [M+H]".

A continuacion, procedimos a realizar el ensayo de inhibicion de la recristalizacion del
hielo de las amidas anteriormente sintetizadas: 58 (Bn-Glu), 59 (1-Bn-1-Me-Glu) y 60
(PhEt-Glu) y compararlas con la amida de referencia en este caso 52 (Ph-Glu), obteniendo los
siguientes resultados:
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Resultados

Tabla 6. Datos de actividad IRl de las moléculas 52, 58, 59 y 60.

% Crecimiento mM
52 (Ph-Glu) 66,00 22 mM
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
59 (1-Bn-1-Me-Glu) 94,03 22 mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
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Figura 51. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl de las moléculas 52, 58, 59 y 60.

Como podemos observar, la introduccion de un grupo metileno y de un grupo etileno entre
el anillo aromaético y la cadena hidrocarbonada de la amida de referencia 52 (Ph-Glu) mejora
la actividad IRI, que pasa de 66% a 22 mM en la molécula modelo a un 40% a 22mM para la
amida 58 y 50,18% a 22mM para la amida 60. Sin embargo, la introduccion de un grupo
metileno sustituido hace que la actividad IRI se pierda totalmente, siendo de 94% a 22 mM para
la amida 59.

Continuamos dentro del mismo subobjetivo, estudiando como afecta la introduccion de
sustituyentes en el anillo aromaticos de las dos amidas anteriormente estudiadas en las que
observamos aumento de la actividad IRI: 58 y 60. Para ello empezamos estudiando el efecto de
la introduccién de uno o dos atomos de fluor en el anillo aromatico de la benzamida 58,
sintetizando las arilamidas 64, 65, y 66, con sustituyente fllior en orto, para y orto-para
respectivamente. Estas amidas se sintetizaron haciendo reaccionar un exceso de D-
gluconolactona con la 2-fluorbencilamina (61), la 4-fluorbencilamina (62) y la 2,4-
difluorbencilamina (63) comerciales, empleando metanol como disolvente y calentando a
reflujo. Se obtuvieron de esta forma las arilamidas fluoradas 64, 65, y 66 con rendimientos del
55%, 76% y 77% respectivamente.
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O OH OH
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H  MeOH OH OH
reflujo, 24 h R
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61: R= 2-F 57 64: R= 2-F, 55%
62: R=4-F 65: R= 4-F, 76%
63: R=2,4-F 66: R= 2,4-F, 77%

Esquema 35. Esquema general de sintesis de las amidas anfifilicas 64, 65 y 66.

Las tres arilamidas fluoradas 64, 65 y 66 fueron caracterizadas de acuerdo con sus
propiedades espectroscopicas y espectrométricas, de las que podemos destacar:

Para la amida 64 un singlete de 2 protones que aparece a 3.50 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones bencilicos. La formula molecular C13H19FNOs
fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con
una relacion m/z = 304.1188 (m/z tedrico = 304.1191) correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 65 un doblete de 2 protones que aparece a 3.50 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones bencilicos. La formula molecular C13H19FNQOs
fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con
una relacion m/z = 304.1188 (m/z tedrico = 304.1191) correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 66 un multiplete de 3 protones que aparece a 3.57 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones bencilicos y a uno de los protones alfa a un
hidroxilo de la cadena hidrocarbonada. La féormula molecular Ci13Hi1sF2NOg fue confirmada
mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefal con una relaciéon m/z
=322.1097 (m/z tedrico = 322.1097) correspondiente al ion [M+H]".

Como en los demas casos una vez sintetizadas las amidas objetivo 64 (2-F-Bn-Glu), 65
(4-F-Bn-Glu) y 66 (2,4-F-Bn-Glu) pasamos a estudiar su capacidad de inhibicién de la
recristalizacion del hielo, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 7. Datos de actividad IRl para las moléculas 58, 64, 65 y 66.

% Crecimiento mM
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
64 (2-F-Bn-Glu) 26,58 22 mM
65 (4-F-Bn-Glu) 30,28 22 mM
66 (2,4-F-Bn-Glu) 32,21 22 mM
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Resultados
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Figura 52. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 58, 64, 65 y 66.

Como podemos observar en el grafico, las tres amidas fluoradas mejoran la actividad IRI
respecto a la bencilamida 58 sin sustitucion en el anillo aromatico, con actividades inferiores
en todos los casos: de 30.28% para 65 (4-F-Bn-Glu), 32.21% para 66 (2,4-F-Bn-Glu) y 26.58%
para 64 (2-F-Bn-Glu), siendo la sustitucion con fliior en la posicion orto la que mas hace
mejorar el resultado.

Continuamos nuestro trabajo estudiando coémo afectan los sustituyentes en el anillo
aromatico de feniletilamida 60, para lo que preparamos las arilamidas 73, 74, 75, 76, 77 y 78,
sustituidas por un atomo de fliior en posicidn orto, meta y para, un atomo de cloro y un 4&tomo
de bromo en posicidon para y también dos atomos de oxigeno en posiciones meta y para,
respectivamente.

Para su sintesis, hicimos reaccionar un exceso de D-gluconolactona (57) con la 2-
fluorofeniletilamina (67), la 3-fluorofeniletilamina (68), la 4-fluorofeniletilamina (69), la 4-
clorofeniletilamina (70), la 4-bromofeniletilamina (71) y la 3,4-dimetoxifeniletilamina (72)
comerciales, empleando metanol como disolvente y calentando a reflujo. Esto nos permitio
obtener las arilamidas esperadas 73, 74, 75, 76, 77 y 78 con rendimientos del 60%, 40%, 86%,
69%, 87% y 85% respectivamente.

~eon @N b
e z
reflujo, 24 h K 0 OH OH

73: R= 2-F, 60%
74: R= 3-F, 40%
75: R= 4-F, 86%
76: R= 4-Cl, 69%
77: R=4-Br, 87%
78: R= 3,4-OMe, 85%

Esquema 36. Esquema general de sintesis de las amidas anfifilicas 73, 74, 75, 76, 77 y 78.

Todas ellas fueron caracterizadas a partir de sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas, de las que destacan.
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La amida 73 presenta un singlete de 2 protones que aparecen a 3.45 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno de amida. La formula
molecular Ci14H>1FNOs fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 318.1349 (m/z tedrico = 318.1347) correspondiente
al ion [M+H]".

La amida 74 presenta un multiplete de 2 protones que aparecen entre 3.32 y 3.40 ppm en
su espectro de RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrégeno de amida.
La formula molecular Ci4H21FNOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 318.1349 (m/z tedrico = 318.1347)
correspondiente al ion [M+H]".

La amida 75 presenta un singlete de 2 protones que aparecen a 3.47 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno de amida. La formula
molecular C14H21FNOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra
una sefial con una relacion m/z = 318.1349 (m/z tedrico = 318.1347) correspondiente al ion [M+H]".

La amida 76 presenta un singlete de 2 protones que aparecen a 3.47 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno de amida. La férmula
molecular C14H21CINOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra
una sefial con una relacion m/z = 334.1043 (m/z tedrico = 334.1052) correspondiente al ion [M+H]".

La amida 77 presenta un doblete de 2 protones que aparecen a 3.47 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno de amida. La férmula
molecular C14H21BrNOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra
una sefial con una relacion m/z = 378.0545 (m/z tedrico = 378.0547) correspondiente al ion [M+H]".

La amida 78 presenta un multiplete de 2 protones que aparecen entre 3.35 y 3.41 ppm en
su espectro de RMN-'H y que corresponde a sus dos protones contiguos al nitrogeno de amida.
La formula molecular CisH2sNOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 360.1653 (m/z teérico = 360.1580)
correspondiente al ion [M+H]".

Una vez obtenidas las amidas anteriormente descritas: 73 (2-F-PhEt-Glu), 74 (3-F-PhEt-
Glu), 75 (4-F-PhEt-Glu), 76 (4-CI1-PhEt-Glu), 77 (4-Br-PhEt-Glu), y 78 (3,4-OMe-PhEt-
Glu), procedimos a realizar el ensayo de su capacidad para inhibir la recristalizacion del hielo,
obteniendo los siguientes resultados.
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Resultados

Tabla 8. Datos de actividad IRl para las moléculas 60, 73, 74 'y 75.

% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
73 (2-F-PhEt-Glu) 45,55 22 mM
74 (3-F-PhEt-Glu) 52,57 22 mM
75 (4-F-PhEt-Glu) 48,85 22 mM
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Figura 53. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 60, 73, 74 y 75.

La introduccion de un atomo de fltor en el anillo aromatico de la molécula de referencia
60 (50,18% a 22 mM) no parece tener una influencia notable en la actividad IRI, ya que la
mejora levemente para el caso de la sustitucion en orto 73 (45.55% a 22 mM) y para 75 (48.85%

a 22 mM) y la empeora también levemente en el caso de la sustitucion en meta 74 (52.57% a
22 mM).

Tabla 9. Datos de actividad IRl para las moléculas 60, 75, 76, 77 y 78.

% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
75 (4-F-PhEt-Glu) 48,85 22 mM
76 (4-CI-PhEt-Glu) 70,45 11 mM
77 (4-Br-PhEt-Glu) 71,40 11 mMm
78 (3,4-OMe-PhEt-Glu) 84,17 22 mM
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Figura 54. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 60, 75, 76, 77 y 78.

Sin embargo, la introduccién de otros sustituyentes distintos del fluor tiene un efecto
claramente disruptor sobre la actividad IRI de la molécula de referencia 60 (50,18% a 22 mM),
disminuyéndola enormemente hasta casi hacerla desaparecer para el caso de un atomo de cloro
posicion para 76 (70,45% a 22 mM) o de un atomo de bromo posicion para 77 (71.40% a 22
mM). Siendo este efecto todavia més negativo para el caso de la introduccion de dos atomos de
oxigeno en las posiciones meta y para 78 (84.17% a 22 mM).

De manera general podemos concluir que la decoracion en el anillo aromatico con
sustituyente haldogeno y oxigeno tiene influencia en la actividad IRI de las moléculas objeto de
estudio, siendo los sustituyentes flor los Unicos que contribuyen positivamente a esta
actividad, mejorandola en casi todos los casos, mientras que los sustituyentes cloro y bromo
contribuyen negativamente a la actividad IRI, disminuyéndola en todos los casos, e incluso
haciéndola desaparecer por completo en el caso de los sustituyentes oxigenados.

3.1.1.6 Bisamidas polihidroxiladas arilicas

Continuando con el siguiente subobjetivo 2.1.1.6 planteamos la sintesis y estudio de la
actividad IRI de las bisamidas polihidroxiladas dibencilarilicas 82, 83 y 84, para lo que
tomamos como base la estructura de la amida polihidroxilada bencilarilica 58, estudiada
anteriormente, e introducimos ahora dos unidades de la misma cadena polihidroxilada derivada
de D-Glucosa unidas a un espaciador arilico de dibencilamina, en las tres orientaciones posible
orto, meta 'y para.

La sintesis de estas bisamidas se llevd a cabo haciendo reaccionar un exceso de D-
gluconolactona (57) con 1,2-dibencilamina (79), 1,3-dibencilamina (80), 1,4-dibencilamina
(81) comerciales, empleando metanol como disolvente, DIPEA como catalizador basico y
calentando a reflujo, lo que nos permiti6 obtener las amidas deseadas 82, 83 y 84 con
rendimientos del 91%, 30% y 64% respectivamente.
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Esquema 37. Esquema general de sintesis de las bisamidas bolaanfifilicas 82, 83 y 84.

Las tres amidas asi sintetizadas fueron caracterizadas a partir de sus propiedades
espectroscopica y espectrométricas, entre las que destacamos:

La bisamida 82 presenta en su espectro de RMN-'H un multiplete de 4 protones entre 3.33
y 3.43 ppm que corresponde a sus dos grupos metileno contiguos al nitrogeno del grupo amida.
La féormula molecular C20H32N2012 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 493.2028 (m/z tedérico = 493.1955)
correspondiente al ion [M+H]".

La bisamida 83 presenta en su espectro de RMN-'H un multiplete de 4 protones entre 3.36
y 3.43 ppm que corresponde a sus dos grupos metileno contiguos al nitrégeno del grupo amida.
La férmula molecular C20H32N2012 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 493.2031 (m/z tedrico = 493.1955)
correspondiente al ion [M+H]".

La bisamida 84 presenta en su espectro de RMN-'H un multiplete de 4 protones entre 3.36
y 3.43 ppm que corresponde a sus dos grupos metileno contiguos al nitrogeno del grupo amida.
La féormula molecular C20H32N2012 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 493.2027 (m/z tedrico = 493.1955)
correspondiente al ion [M+H]".

Como en los casos anteriores una vez sintetizadas las amidas objeto de estudio 82 (1,2-Bn-
Glu) 83 (1,3-Bn-Glu) y 84 (1,4-Bn-Glu), procedimos a realizar el ensayo de su capacidad de
inhibicion de la recristalizacion del hielo, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 10. Datos de actividad IRl para las moléculas 58, 82, 83 y 84.

% Crecimiento mM
58 (Bn-Glu) 40,00 22 mM
82 (1,2-Bn-Glu) 59,14 22 mM
83 (1,3-Bn-Glu) 58,49 22 mM
84 (1,4-Bn-Glu) 29,16 11 mMm
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Figura 55. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 58, 82, 83 y 84.

En este caso observamos que solo la bisamida 84, con disposicion para de sus unidades
hidroxiladas, presenta una actividad IRI (29,16%, 11 mM) que aumenta considerablemente la
capacidad de inhibicion de la amida polihidroxilada arilica 58 (40%, 22 mM). Sin embargo,
para el caso de las otras dos disposiciones espaciales tanto la bisamida 83, con disposicion meta
de sus unidades hidroxiladas, como la bisamida 82, con disposicion orfo de sus unidades
hidroxiladas, diminuyen de una forma notable la capacidad de inhibicién de la amida 58,
presentando actividades IRI de (58,49%, 22 mM) y (59,14%, 22 mM) respectivamente.

Hemos observado que la influencia en la actividad IRI de dos sustituyentes polares, en el
caso de estas arilamidas, depende en gran medida de la posicion de estos, puesto que las
posiciones orfo y meta hacen disminuir la actividad, mientras que la posicion para la aumenta
notablemente.

Nuestro siguiente objetivo es estudiar también el caso de las bisamidas con dos unidades
de la cadena polihidroxilada derivada de D-glucosa unidas por un espaciador arilico de
dibenciletilamina, en lugar de un espaciador arilico de dibencilamina, pero en este caso, a la
vista de los resultados anteriores, solo estudiamos el caso de la bisamida 86 con disposicion
para de sus unidades polihidroxiladas.

Para la sintesis de la bisamida 86 partimos de la diamina 85 que preparamos a partir del
teraphtaldehido 141 comercial como se indica en el Esquema 38 siguiendo un procedimiento
descrito en la bibliografia.!*® Esta amina se hizo reaccionar con un exceso de D-glucolactona
en DMF, empleando DIPEA como base y calentando a 80 °C, lo que condujo a la bisamida
esperada 86 con un rendimiento del 30%.
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Esquema 38. Esquema general de sintesis de la bisamida bolaanfifilica 86.

La bisamida 86 pudo ser caracterizado de acuerdo con sus propiedades espectroscopicas y

espectrométricas, de las que destacamos: en su espectro de RMN-'H, un singlete de 4 protones
a 3.57 ppm que corresponde a los dos grupos metileno contiguos al nitrogeno de amida. La
formula molecular C2H37N2O12 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 521.2307 (m/z tedérico = 521.2302)
correspondiente al ion [M+H]".

Los resultados del estudio de la actividad IRI de la bisamida 86 (1,4-PhEt-Glu) aparecen

reflejados a continuacion.

Tabla 11. Datos de actividad IRl para las moléculas 60 y 86.

% Crecimiento mM
60 (PhEt-Glu) 50,18 22 mM
86 (1,4-PhEt-Glu) 63,60 11 mM
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Figura 56. Representacion grdfica de los datos de actividad IRl para las moléculas 60 y 86.

Como puede verse, la actividad IRI de la bisamida 86 (63,60%, 11 mM) muestra que la
introduccion de una segunda cadena polihidroxilada sobre la amida 60 disminuye la actividad
IRI de esta (50,18%, 22 mM).

La pérdida de actividad de esta molécula 86 respecto a la modelo 60 puede deberse en gran
medida a la baja solubilidad de la molécula 86 en agua o a que el espaciador apolar presenta
una longitud muy grande.

3.1.1.7 Poliamidas polihidroxiladas arilicas

Para finalizar con el estudio de las amidas polihidroxiladas arilicas, decidimos estudiar el
efecto que sobre la actividad IRI tiene la presencia en una molécula de mas de dos unidades de
la cadena polihidroxilada derivada de D-glucosa unidas a un nucleo arilico. Para ello elegimos
la triamida 89 que incorpora tres unidades de la cadena polihidroxilada derivada de D-glucosa
unidas y con un espaciador arilico de tribencilamina.

La sintesis de la poliamida 89 se llevo a cabo partiendo del hidrocloruro 88 que preparamos
a partir del triol 87 comercial como se indica en el Esquema 39, siguiendo un procedimiento
descrito en la bibliografia.'?® Este hidrocloruro se hizo reaccionar con un exceso de D-
gluconolactona en metanol, empleando DIPEA como base y calentando a reflujo, para
finalmente obtener la poliamida deseada 89, con un rendimiento del 67%.
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Esquema 39. Esquema general de sintesis de la triamida anfifilica 89.

La triamida 89 se caracterizO a partir de sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas, de las que destacamos: en su espectro de RMN-'H un multiplete de 6 protones
entre 3.47 y 3.65 ppm que corresponde a los tres grupos bencilo unidos al nitrégeno de amida.
La férmula molecular del compuesto C27HasN3015.fue confirmada mediante su espectro de
masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 700,2689 (m/z teodrico
=700,2698) correspondiente al ion [M+H]".

El resultado de la actividad IRI de esta triamida 89 (1,3,5-Bn-Glu) puede verse a
continuacion.
Tabla 12. Datos de actividad IRl para las moléculas 58 y 89.

% Crecimiento mM
58 (Bn-Glu) 40 22 mM
89 (1,3,5-Bn-Glu) 58,32 22 mM
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Figura 57. Datos de actividad IRl para las moléculas 58 y 89.

La triamida 89 present6 un resultado de actividad de inhibicidon de la recristalizacion del
hielo bajo (58.15%, 22 mM), lo que demuestra que la presencia de mas de dos unidades de
cadenas de D-glucosa sobre el nucleo arilico de bencilamina empeora el resultado de la
actividad IRI con respecto a la presencia de una sola cadena en 58 (40%) y sobre todo a la
presencia de dos cadenas en 84 (29.16%), lo que coincide con los datos obtenidos en secciones
anteriores, en los que la perdida de anfifilia o bolaanfifilia de la molécula se correlacionaba con
una pérdida de actividad IRI.

106



Resultados

3.1.2 Alquilamidas y alquilbisamidas derivadas del acido (-)-shikimico

De acuerdo con el plan de trabajo establecido en esta Tesis, abordamos a continuacion la
sintesis y estudio de la inhibicion de la recristalizacion del hielo de una biblioteca de amidas
anfifilicas y bisamidas bolaanfifilicas similares a las sintetizadas anteriormente, en las que en
las que cambiaremos el extremo o extremos polares derivados de hexosas por el acido
(-)-shikimico (24).

3.1.2.1 Amidas polihidroxiladas anfifilicas

De acuerdo con el subobjetivo especifico 2.1.2.1 estudiando las cuatro amidas de caracter

anfifilico 90a, 90b, 90c y 90d, constituidas por una molécula del acido (-)-shikimico (24) unida

por un enlace amida a una cadena de alquilamina de diferente longitud, representadas en la
Figura 58.

O
HO,
" N
N
HO"

OH 90a: n=2
90b: n=6
90c: n=10
90d: n=14

Figura 58. Amidas anfifilicas (90a, 90b, 90c y 90d) derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

La sintesis de estas amidas se llevo a cabo acoplando el 4cido (~)-shikimico (24) comercial
con n-butilamina (41), n-octilamina (40), n-dodecilamina (42) y n-hexadecilamina (43),
también comerciales, empleando PyBOP como agente acoplante, DIPEA como base y DMF
como disolvente, a temperatura ambiente. Esto nos permitio obtener las amidas esperadas 90a,
90b, 90c y 90d con rendimientos del 96%, 30%, 60% y 28% respectivamente.
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OH OH
24 41:n=2 90a: n =2, 96%
40:n=6 90b: n = 6, 30%
42:n=10 90c: n =10, 60%
43:n =14 90d: n = 14, 28%

Esquema 40. Sintesis de las amidas anfifilicas (90a, 90b, 90c y 90d) derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

Las amidas asi sintetizadas pudieron ser caracterizadas a partir de sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, de las que cabe destacar:

Para la amida 90a, un triplete de 2 protones en su espectro de RMN-'H que aparece a 3.22
ppm y corresponde al grupo metileno contiguo al nitrogeno de amida. También su férmula
molecular Ci1H20NO4 confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 230.1387 (m/z tedrico = 230.1387) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la amida 90b, un doblete de tripletes de 2 protones en su espectro de RMN-'H que
aparece a 3.05 ppm y corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. Su formula
molecular CisH2sNO4 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
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muestra una sefial con una relaciéon m/z = 286.2013 (m/z tedrico = 286.2010) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la amida 90c, un multiplete de 2 protones en su espectro de RMN-'H que aparece
entre 2.98 y 3.09 ppm y corresponde al grupo metileno contiguo al nitrogeno de amida. También
su formula molecular Ci9H36NO4 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 342.2639 (m/z teoérico = 342.2636)
correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 90d, un doblete de 2 protones en su espectro de RMN-'H que aparece a 3.03
ppm y corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. También su formula
molecular C23H44NO4 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 398.3265 (m/z tedrico = 398.3267) correspondiente
al ion [M+H]".

El estudio de la capacidad de inhibicion de la recristalizacion del hielo (ensayo de Splat-
cooling) de las amidas anfifilicas anteriormente sintetizadas: 90 (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90¢
(Shi-C12), y 90d (Shi-C16) arrojo los resultados que podemos ver en la figura y tabla
inferiores.

Tabla 13. Datos de la actividad IRI de las moléculas 90a, 90b, 90c y 90d, y para la molécula de referencia 9b.

% Crecimiento mM
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
90a (Shi-C4) 56,51 22 mM
90b (Shi-C8) 74,82 6,5 mM
90c (Shi-C12) 82,65 1mM

90d (Shi-C16) = =
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Figura 59. Representacion grdfica de los datos de la actividad IRl de las moléculas 90a, 90b, 90c y 90d,
y para la molécula de referencia 9b.

Con excepcion de la amida 90a (Shi-C4) que resultd ser soluble y mostro una actividad
IRI baja (56.51%, 22 mM), las otras tres amidas mostraron solubilidades bajas. La amida 90d
(Shi-C16) no fue posible solubilizarla, por lo que no se pudo realizar la medida. Las otras dos
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amidas 90b (Shi-C8) y 90c¢ (Shi-C12) pudieron solubilizarse a concentraciones muy bajas y a

estas concentraciones mostraron ser inactivas con valores IRI de (74,82%, 6,5 mM) y (82,65%,
1 mM) respectivamente.

De nuevo, la longitud de cadena parece un factor clave para que una molécula presente
buena actividad IRI, observando en este caso el mejor resultado para la longitud de cadena de
4 carbonos Shi-C4, aunque el bajo valor de actividad para Shi-C8 y Shi-C12 pueda deberse a
la baja solubilidad de estas moléculas, y, por lo tanto, la baja concentracion a la que pudieron
ser estudiadas.

3.1.2.2 Bisamidas polihidroxiladas bolanfifilicas

Continuamos ahora con el subobjetivo especifico 2.1.2.2 estudiando las amidas
bolaanfifilicas 91a, 91b, 91¢ y 91d con dos unidades del acido (-)-shikimico (24) unidas por un
enlace amida con cadenas alquilicas de diferente longitud representadas en la Figura 60.
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91c: n=10
91d: n=14

Figura 60. Bisamidas bolaanfifilicas (91a, 91b, 91c y 91d) derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

La sintesis de estas bisamidas se llevo a cabo como en casos anteriores acoplando el acido
(-)-shikimico comercial (24) con 1,8-octanodiamina (45), 1,12-dodecildiamina (46)
comerciales y con 1,16-hexadecildiamina (47), cuya sintesis se describié anteriormente,
empleando PyBOP como agente acoplante, DIPEA como base y DMF como disolvente, a
temperatura ambiente. Esto nos permitio obtener las bisamidas deseadas 91b, 91¢ y 91d con
rendimientos del 94%, 93% y 32% respectivamente.
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Esquema 41. Sintesis de las bisamidas bolaanfifilicas (91a, 91b, 91c y 91d) derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

Las bisamidas 91b, 91¢ y 91d se caracterizaron a partir sus propiedades espectroscopicas
y espectrométricas, entre las que destacamos que:

La bisamida 91b muestra en su espectro de RMN-'H, un cuartete de 4 protones a 3.23 ppm
que corresponde a sus dos grupos metileno unido al nitrégeno de amida. La férmula molecular
C22H37N»05 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucidon, que muestra una
sefial con una relacion m/z =457.2537 (m/z tedrico = 457.2537) correspondiente al ion [M+H]".

109



Pablo Lopez Carracedo

La bisamida 91¢ muestra en su espectro de RMN-'H, un cuartete de 4 protones a 3.06 ppm
que corresponde a sus dos grupos metileno unido al nitrogeno de amida. La férmula molecular
C26HasN20g fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una
sefial con una relacion m/z=513.3170 (m/z tedrico = 513.3170) correspondiente al ion [M+H]".

La bisamida 91d muestra en su espectro de RMN-'H, un triplete de 4 protones a 3.22 ppm
que corresponde a sus dos grupos metileno unido al nitrogeno de amida. La férmula molecular
C30Hs53N20s fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una
sefial con una relacion m/z = 569,3733 (m/z tedrico = 569,373 1) correspondiente al ion [M+H]".

Sin embargo, la sintesis de la bisamida 91a no pudo realizarse de la misma manera debido
a que el 1,4-butildiamina 44 es un compuesto indeseable para el trabajo, como ya se comento
anteriormente. Fue necesario entonces hacerlo de una manera indirecta partiendo del N-Boc-
1,4-butildiamina (100) comercial, que se acoplo con el acido (-)-shikimico (24) comercial
empleando PyBOP como agente acoplante, DIPEA como base y DMF como disolvente, a
temperatura ambiente para dar el uretano 103a con un rendimiento del 48%. La monoamida asi
obtenida se sometid a una reaccion de hidrélisis para desproteger el grupo carbamato de terc-
butilo de su grupo amino terminal. Para ello se empled TFA, empleando diclorometano como
disolvente, lo que permiti6 obtener la amina 104a con un rendimiento del 99%. Esta amina se
acoplo con acido (-)-shikimico (24), en las condiciones anteriores, para obtener asi la bisamida
deseada 91a, con un rendimiento del 31%.
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Esquema 42. Sintesis de la bisamida bolaanfifilica 91a.

La bisamida 91a se caracterizo por comparacion de sus datos espectroscopicos con los de
la bibliografia que resultaron idénticos.?°

Las amidas intermedias 103a y 104a se caracterizaron a partir sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, entre las que destacamos que:

La amida 103a muestra en su espectro de RMN-'H, un triplete de 2 protones a 3.05 ppm
que corresponde a sus dos grupos metileno unido al nitrégeno de amida, ademas de un singlete
de 9 protones a 1.43 ppm correspondiente a los tres metilos del grupo uretano. La formula
molecular C16H20N20O¢ fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 345.2021 (m/z tedrico = 345.2020) correspondiente
al ion [M+H]".

La amida 104a muestra en su espectro de RMN-'H, un doblete de 2 protones a 3.22 ppm
que corresponde a sus dos grupos metileno unido al nitrogeno de amida. La formula molecular
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C11H21N204 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una
sefial con una relacion m/z = 245.1494 (m/z tedrico = 245.1496) correspondiente al ion [M+H]".

Una vez obtenidas las bisamidas 91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi), 91¢ (Shi-C12-Shi),
y 91d (Shi-C16-Shi) procedimos a realizar el ensayo de inhibicion de la recristalizacion del
hielo (ensayo de Splat-cooling), obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 14. Datos de la actividad IRl de las moléculas 91a, 91b, 91c y 91d, y para la molécula de referencia 9b.

% Crecimiento mMv
9b (Glu-C8) 10,00 0,5 mM
91a (Shi-C4-Shi) 61,87 22 mM
91b (Shi-C8-Shi) 68,16 11 mM
91c (Shi-C12-Shi) 49,74 2 mM

91d (Shi-C16-Shi) - -

% Crecimiento
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Figura 61. Representacion grdfica de los datos de la actividad IRl de las moléculas 91a, 91b, 91c y 91d,
y para la molécula de referencia 9b.

Las bisamidas bolaanfifilicas estudiadas ahora, al igual que las amidas anfifilicas
estudiadas en el apartado anterior, mostraron un patron de solubilidad similar. De nuevo la
bisamida con cadena alquilica de cuatro 4&tomos de carbono Shi-C4-Shi fue soluble y mostro
una actividad IRI baja (61.87%, 22 mM) y la amida con cadena de dieciséis atomos de carbono
Shi-C16-Shi resultd insoluble y por lo tanto no fue posible su estudio. Por su parte, las
bisamidas Shi-C8-Shi y Shi-C12-Shi mostraron actividades IRI también relativamente bajas
(68,16%, 11mM) y (49,74%, 2m M) respectivamente.

De todas ellas es destacable la actividad IRI de la amida con cadena alquilica de doce
atomos de carbono Shi-C12-Shi que muestra una actividad moderada, pero a concentracion muy baja.

Observamos nuevamente que la longitud de cadena influye enormemente en la actividad
IRI de las moléculas, y que de forma general las moléculas bolaanfifilicas tienden a presentar
una actividad IRI mayor que sus analogas anfifilicas, como en los casos estudiados
anteriormente.
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Como reflexion general de los resultados de IRI anteriormente mostrados, tomado como
referencia la N-octil-D-gluconamida (9b), la molécula de bajo peso molecular con menor
actividad IRI reportada hasta que empezamos esta Tesis (10% a 0.5 mM), hemos sintetizado un
total de 40 moléculas con 16 estructuras diferentes.

Los resultados de actividad IRI encontrados para estas moléculas han sido muy variados y
como recapitulacion de todos ellos hemos encontrado una molécula que presenta actividad IRI
mas baja que la molécula modelo, 94b (8.15% a 2 mM), que pasa por lo tanto a ser la molécula
de bajo peso molecular con mayor actividad IRI descrita hasta la fecha.

En el aspecto estructural 1o mas relevante que hemos observado es que las estructuras de
tipo bolaanfifilico presentan siempre mejores propiedades IRI que sus andlogas anfifilicas,
como puede observarse para el caso de la molécula modelo 9b comparandola con la molécula
94b o el de la molécula 58 comparandola con la molécula 84 (ver Figura 62). También que las
estructuras angulares o ramificadas no favorecen esta actividad.

y OH OH OH OH y ©OH OH
N ~ ~ N N < z
/(/)6\/ MOH HO/\;/H/Hf \/ﬁa\/ MOH
O OH OH OH OH O O OH OH
Glu-C8 (9b) 10% a 0.5 mM Glu-C8-Glu (94b) 8.15% a 2 mM
OH OH O
OH OH no. A AN
©\/H : 3 Y N y OH OH
MOH OH OH NW\‘/\OH
O OH OH :
O OH OH
Bn-Glu (58) 40% a 22 mM 1,4-Bn-Glu (84) 29.16% a 11 mM
HO
HO HO™ N\ .o
HO" "\ ~0H HO OH
HO OH O
NH 5 oW oH
© ~_OH
NH o OH OH HO HO HXH)H/H/\/
H “_OH /\)\8\( OH OH
HO HO N\ﬁ(\”)%/\/ / S HN
m OH OH Ho" o, OH 0
/ o] HO
HO &y OH OH
HO
Glu-X3 (135) 69.74% a 22 mM 10H
OH

Glu-X4 (139) 58.17% a 22 mM

Figura 62. Estructuras de las moléculas 9b, 94b, 58, 84, 135 y 139 y datos de su actividad IRI.

Esto podria interpretarse como que la estructuracion de estas moléculas, en la superficie de
los cristales de hielo o en la interfase entre los mismos, para interferir el libre transito de las
moléculas de agua entre ellos, es similar y que las estructuras de tipo monoamida tienen mas
dificultades para estructurarse o bien que su estructuracion es menos eficaz que las de tipo
diamida, como se esquematiza a continuacion.
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Figura 63. Representacion de la hipdtesis de estructuracion y union a las caras del cristal de hielo de las moléculas 9b y 94b.

Esta hipdtesis debe ser estudiada con mas detalle y en este momento estamos trabajando
en ello mediante modelizaciones de la estructuracion de estos compuestos en modelo de
agua/hielo, lo que esperamos pueda abrir luz sobre el mecanismo de la inhibicién de la

recristalizacion del hielo.
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3.2 Sintesis y estudio de la capacidad de gelificacion de alquilamidas y
alquilbisamidas derivadas de hexosas y del acido (-)-shikimico

De acuerdo con el plan de trabajo establecido en el segundo objetivo de esta tesis doctoral,

llevaremos a cabo la sintesis y el estudio de la capacidad de gelificacion de tres series de amidas
y bisamidas.

En la primera serie estudiaremos la capacidad de gelificacion de las amidas anfifilicas y
bisamidas bolaanfifilicas derivadas de hexosas (constituidas por una o dos cabezas polares

derivada de hexosas unida a una cadena apolar hidrocarbonada), cuya sintesis se describié en
los apartados 3.1.1.1 y 3.1.1.2.

H OH OH OH OH H H OH OH
N N N
R T e e e S
O OH OH OH OH O O OH OH

9a: n=2, D-gluco 94a: n=2, D-gluco
9b: n=6, D-gluco 94b: n=6, D-gluco
92: n=6, D-gulo 94c: n=10, D-gluco

93: n=6, L-ldo 94d: n=14, D-gluco
9c¢: n=10, D-gluco

9d: n=14, D-gluco

Figura 64. Estructuras de las amidas anfifilicas y bisamidas bolaanfifilicas derivadas de hexosas.

En la segunda serie estudiaremos la capacidad de gelificacion de las amidas anfifilicas y
bisamidas bolaanfifilicas derivadas del acido (-)-shikimico (24) (constituidas por una o dos
cabezas polares derivadas de acido (-)-shikimico (24) unidas a los extremos de una cadena
hidrocarbonada), cuya sintesis se describi6 en los apartados 3.1.2.1y 3.1.2.2.

0 HO i 0
HO, OH
. N
HO HO - “oH
OH OH OH
90a: n=2 91a: n=2
90b: n=6 91b: n=6
90c: n=10 91c: n=10
90d: n= 14 91d: n=14

Figura 65. Estructuras de las amidas anfifilicas y bisamidas
bolaanfifilicas derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

En la tercera y ultima serie de este apartado, estudiaremos la sintesis y la capacidad de
gelificacion de las amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del 4cido (-)-shikimico (24)
(constituidas por una cabeza polar derivada del &cido (-)-shikimico (24) y otra cabeza polar de

tipo éster, acido carboxilico, uretano o amina, unidas a los extremos de una cadena
hidrocarbonada).
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(0]
HO,
O, ”/WR
HO
OH

98a: n=1, R=COOMe 103a: n=2, R=NHBoc
98b: n=5, R=COOMe 103b: n=6, R=NHBoc
98c: n=9, R=COOMe 103c: n=10, R=NHBoc
99a: n=1, R=COOH 104a: n=2, R=NH,
99b: n=5, R=COOH 104b: n=6, R=NH,
99c¢: n=9, R=COOH 104c: n=10, R=NH,

Figura 66. Estructuras de las bolaanfifilicas asimétricas
derivadas del dcido (-)-shikimico (24).

Una vez obtenidos los compuestos planteados como objetivo, procedimos a realizar los
ensayos de su capacidad de gelificacion en 14 disolventes que cubren un rango amplio de
polaridades: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de etilo,
tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo y agua,
ordenados por orden creciente de su constante dieléctrica, asi como de disolucion PBS.

El método experimental llevado a cabo para estudiar las propiedades gelificantes de las
moléculas sintetizadas es el ““test de inversion de vial”. Para ello partimos de 5 mg de cada uno
de los compuestos y 0.1 mL de disolvente. (La razoén de empezar con estas cantidades es que
estd comunmente aceptado que una sustancia es un agente gelificante si forma un gel a
concentraciones inferiores a 50 mg/mL, un buen gelificante si los forma por debajo de 20
mg/mL y un supergelificante si los forma a concentraciones inferiores a 2 mg/mL).

A continuacién, mezclamos la amida y el disolvente y si se disuelven facilmente se
considera que la amida no forma el gel, por lo que no es un agente gelificante de ese disolvente.

Si la amida y el disolvente no se disuelven, calentamos hasta ebullicion, y si en estas
condiciones no se disuelve se considera que la amida es insoluble en ese disolvente.

Si al calentar hasta ebullicion la amida se disuelve, sometemos el vial a sonicacion durante
un minuto y después observamos si se formo6 un gel, invirtiendo el vial con la mezcla y
comprobando que no fluye (test de inversion). En el caso de que fluya, pero lo haga con
dificultad, se considera que se ha formado un gel parcial.

e o
.

Figura 67. Representacion grdfica del cambio entre el estado sol y gel de un agente gelificante en agua.

Si al someter la mezcla a sonicacién no observamos la formacion de un gel, se calienta de
nuevo hasta ebullicion, la disolucién obtenida se deja enfriar a temperatura ambiente y al cabo
de 10 minutos observamos si se formo el gel.

Una vez comprobado que la amida forma un gel en un determinado disolvente, a la
concentracion de 50 mg/mL, procedemos a diluir la mezcla hasta encontrar la concentracion
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minima a la que la amida gelifica ese disolvente, lo que se conoce como concentracion minima
de gelificacion (cmg).

Para aquellos casos en los que la amida no se disuelva a 50 mg/mL buscamos la
concentracion a la que se disuelve y si a esa concentracion gelifica, vamos disminuyendo la
concentracion hasta encontrar la cmg.

Una vez encontrada la concentracion minima de gelificacion se almacena el gel durante
tres meses y al cabo de este tiempo de comprueba si se mantiene estable, de nuevo mediante la
inversion de vial.

3.2.1 Estudio de gelificacion de amidas y bisamidas derivadas de hexosas

De acuerdo con el subobjetivo 2.1 de este capitulo de la Tesis comenzamos el estudio de
gelificacion con las amidas anfifilicas 9b (Glu-C8); 92 (Gulo-C8) y 93 (Ido-C8), constituidas
por una cadena alquilica de n-octano unida mediante un enlace amida a una unidad de hexosa
con estereoquimica de D-glucosa, D-gulosa y L-idosa respectivamente, cuya sintesis se llevo a
cabo como se indico en el capitulo anterior (apartado 3.1.1.1).

y OH OH y OH OH y OH OH
S SN : : SN : SN : :
: OH <Y ToH Y Y oH
O OH OH O OH OH O OH OH
9b 92 93

Figura 68. Estructuras de las amidas anfifilicas 9b (Glu-C8), 92 (Gulo-C8) y 93 (Ido-C8).

Los disolventes empleados para el estudio de gelificacion fueron: hexano, 1,4-dioxano,
tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de etilo, tetrahidrofurano, diclorometano,
isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo y agua, ordenados por orden creciente de su
constante dieléctrica, y también una disolucion PBS.

Los resultados obtenidos aparecen representados en la siguiente tabla y también en forma
de diagrama de barras.
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Tabla 15. Datos del estudio de gelificacion para las moléculas 9b (Glu-C8), 92 (Gulo-C8) y 93 (Ido-C8).
S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

Producto Glu-C8 Gulo-C8 Ido-C8

hexano i i i
1,4-dioxano pg i i
tolueno i i i
Et,O i i i
CHCI3 i i i
AcOEt pg S i
THF S S S
DCM i i i
iPr-OH S S S
acetona 20 i i
EtOH S S S
MeOH S S S
CHsCN 20 S S

H20 25 pg 25

PBS 30 pg pg

Glu-C8 S Gulo-C8
i Pg i i i Pg i i i i i i i i Pg P8
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Figura 69. Representacion grdfica de los datos del estudio de gelificacién para las moléculas 9b (Glu-C8), 92 (Gulo-C8) y 93
(Ido-C8). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

Como era de esperar para esta serie de compuestos en los que modificamos la
estereoquimica de los grupos hidroxilos, el comportamiento es muy similar entre las tres
moléculas, siendo la capacidad de solubilizacion casi idéntica en todos los casos, exceptuando:
el acetato de etilo, donde 9b (Glu-C8) forma un gel parcial, 93 (Ido-C8) es insoluble y 92
(Gulo-C8) es soluble; la acetona, en donde 9b (Glu-C8) forma un gel a 20 mg/mL mientras
que 93 (Ido-C8) y 92 (Gulo-C8) son insolubles; y el acetonitrilo, en el que 9b (Glu-C8) forma
un gel a 20 mg/mL y de nuevo tanto 93 (Ido-C8) como 92 (Gule-C8) son totalmente solubles.
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Por lo que respecta a su comportamiento como gelificantes del agua, es similar en los tres
casos: 9b (Glu-C8) forma un gel a concentracion de 25 mg/mL, 93 (Ido-C8) forma un gel a
concentracion de 25 mg/mL y 92 (Gulo-C8) solo forma geles parciales.

También probamos el comportamiento de estas moléculas en mezclas de agua/etanol, con
proporciones de etanol menores del 50% (2:1, 3:1 y 4:1), ya que, si se formasen geles, estos
podrian considerarse hidrogeles.

Tabla 16. Datos de gelificacion en mezclas de agua/etanol para las moléculas 9b (Glu-C8), 92 (Gulo-C8) y 93 (Ido-C8).
S:soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

H,O/EtOH Glu-C8 Gulo-C8 Ido-C8
2:1 S S S
3:1 S S S
4:1 S S S
H,O/EtOH
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5 5 5 S S S 5 5 S 5
0
Glu-C8 Ido-C8 Gulo-C8

H2:1 W31 n41

Figura 70. Representacion grdfica de los datos de gelificacién en mezclas de agua/etanol para las moléculas 9b (Glu-C8), 92
(Gulo-C8) y 93 (Ido-C8). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacién) en mg/mL.

El comportamiento observado, como puede verse en la Figura 70 y la Tabla 16, es idéntico
en todos los casos, resultando ser las tres moléculas solubles para cualquier proporcion de
agua/etanol empleadas.
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Continuamos nuestro estudio con las amidas anfifilicas 9a (Glu-C4), 9b (Glu-C8), 9¢
(Glu-C12) y 9d (Glu-C16), constituidas por una unidad de D-glucosa unida mediante un enlace
amida a cadenas alquilicas de n-butano, n-octano, n-dodecano y n-hexadecano respectivamente,
cuya sintesis se llevé a cabo como se indic6 en el capitulo anterior (apartado 3.1.1.2).

OH OH y OH OH
; : SN NSNS SN : :
\/\/N : OH \n/\;/\‘/\OH
O OH OH O OH OH
9%a 9d
OH OH g ©OH OH
SN : : RN N N N : :
T on “ oM
O OH OH O OH OH
9b 9¢c

Figura 71. Estructuras de las amidas anfifilicas moléculas 9a (Glu-C4), 9b (Glu-C8), 9¢ (Glu-C12) y 9d (Glu-C16).

Los disolventes empleados, ordenados de menor polaridad a mayor, son los mismos que
en el caso anterior: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de etilo,
tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo, agua y
también en disolucion PBS.

Los resultados obtenidos puedes verse en la Tabla 17 y la Figura 72:

Tabla 17. Datos del estudio de gelificacion para las moléculas moléculas 9a (Glu-C4), 9b (Glu-C8), 9¢ (Glu-C12) y 9d (Glu-
C16). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentraciéon minima de gelificacion) en mg/mL.

Producto Glu-C4 Glu-C8 Glu-C12 Glu-C16

hexano i i i i
1,4-dioxano S pPg 13 i
tolueno S i 14 i
Et-0 i i i i
CHCI3 i i i i
AcOEt i pg i i
THF S S pg i
DCM i i i i
iPr-OH S S pg 50
acetona i 20 pg i
EtOH S S pg 25
MeOH S S 35 15
CHsCN i 20 S i
H20 S 25 25 i
PBS S 30 pg i
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Figura 72. Representacion grdfica de los datos del estudio de gelificacion para las moléculas 9a (Glu-C4), 9b (Glu-C8), 9¢
(Glu-C12) y 9d (Glu-C16). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacién) en mg/mL.

Como era de esperar, la solubilidad de los compuestos aumenta al disminuir la longitud de
la cadena, siendo 9a (Glu-C4) el compuesto soluble en més disolventes y 9d (Glu-C16) el mas
insoluble.

La capacidad de gelificacion, por el contrario, alcanza su maximo en un punto intermedio,
siendo 9b (Glu-C8) y 9¢ (Glu-C12) los compuestos que mas disolventes gelifican. Destacan
los alcoholes (etanol, isopropanol y metanol), en los cuales los compuestos de cadena mas corta
9a (Glu-C4) y 9b (Glu-C8) son totalmente solubles, pero a medida que la longitud de la cadena
aumenta, pierden solubilidad y acaban formando geles en 9¢ (Glu-C12) y 9d (Glu-C16). A su
vez, se observa el efecto contrario en la acetona, donde disminuye la solubilidad a medida que
la cadena se hace cada vez més corta, formandose un gel solo para 9b (Glu-C8).

Los resultados obtenidos tanto en agua como en disolucion PBS muestran que el aumento
de la longitud de la cadena alquilica causa una disminuciéon de la solubilidad, siendo 9a
(Glu-C4) soluble y 9d (Glu-C16) insoluble. Para los casos de cadenas con longitud intermedia
se observa la gelificacion de agua en los dos casos 9b (Glu-C8) y 9¢ (Glu-C12) y la gelificacion
de PBS para 9b (Glu-C8), formandose un gel parcial para 9d (Glu-C16).

A la vista de los resultados positivos obtenidos con estas moléculas para la gelificacion de
agua y disolucion PBS, expuestos anteriormente, decidimos probar también la capacidad de
gelificacion de estas cuatro moléculas en mezclas de agua/etanol, con proporciones de etanol
menores del 50% (2:1, 3:1 y 4:1). Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.
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Tabla 18. Datos de gelificacion en mezclas de agua/etanol para las moléculas 9a (Glu-C4), 9b (Glu-C8), 9¢ (Glu-C12) y 9d
(Glu-C16). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

H.O/EtOH Glu-C4 Glu-C8 Glu-C12 Glu-Cl16

2:1 S S pg pg
3:1 S S 20 20
4:1 S S pPg i
H,0/EtOH
P8 pPg pg 1
50
45
40
35
30
25 20 20
20
15
10
5 S S S S 5 S
0
Glu-C4 Glu-C8 Glu-C12 Glu-C16

m2:1 m31 w4l

Figura 73. Representacion grdfica para los datos de gelificacion en mezclas de agua/etanol para las moléculas 9a (Glu-C4),
9b (Glu-C8), 9c (Glu-C12) y 9d (Glu-C16). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion)
en mg/mL.

Como puede verse los resultados de gelificacion en mezclas de etanol agua son, en general,
peores que los de gelificacion en agua pura, salvo para el caso de la mezcla con un 25% de
etanol. En este caso desaparece la capacidad de gelificacion para 9b (Glu-C8), pero mejora
ligeramente para 9¢ (Glu-C12) (que pasa de cmg 25 mg/mL a 20 mg/mL) y se forma un gel en
el caso de 9d (Glu-C16).

Como ultima parte de este subobjetivo (2.2.1) estudiamos las moléculas 94a (Glu-C4-
Glu), 94b (Glu-C8-Glu), 94c¢ (Glu-C12-Glu) y 94d (Glu-C16-Glu), anélogas a las moléculas
9a-d pero con una unidad mas de D-glucosa en el extremo de su cadena alquilica.

w g OH OH OH OH O L OH OH
HO 7 7 NWNMOH Ho\/k/\)LN/\/\/\/\/NY\/\‘/\OH
= = H = M H :

OH OH O OH OH &4 6n H S5 6H OH

94a 94b

OH OH O y OH OH
H - AN : :
°© NN v OH

oH on H O OH OH
94c
OH OH © y OH OH
HOMH/\/\/\/\/\/\/\/\/NMOH
OH OH O OH OH

94d

Figura 74. Estructuras de las bisamidas bolaanfifilicas 94a (Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-Glu),
94c (Glu-C12-Glu) y 94d (Glu-C16-Glu).
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Los disolventes que empleamos para el estudio son los mismos que en los dos apartados
anteriores: hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de etilo,
tetrahidrofurano, diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo, agua y
también en disolucion PBS. Y los resultados obtenidos pueden verse en la tabla y los graficos
de barras siguientes.

Tabla 19. Datos del estudio de gelificacion para las moléculas 94a (Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-Glu), 94c (Glu-C12-Glu) y 94d
(Glu-C16-Glu). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacion) en mg/mL.

Producto Glu-C4-Glu Glu-C8-Glu Glu-C12-Glu Glu-C16-Glu
hexano i i i i
1,4-dioxano
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Et,O
CHCI3 i i
AcOEt i i i
THF i i i
DCM i i i
iPr-OH i i i
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Figura 75. Representacion grdfica de los datos del estudio de gelificacion para las moléculas 94a (Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-
Glu), 94c (Glu-C12-Glu) y 94d (Glu-C16-Glu). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de
gelificacién) en mg/mL.
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Estas amidas bolaanfifilicas resultaron ser compuestos generalmente muy insolubles y solo
fue posible solubilizarlas calentando en agua y disolucion PBS para el caso de 94a
(Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-Glu) y 94¢ (Glu-C12-Glu).

La molécula 94d (Glu-C16-Glu) result6 ser ligeramente mas soluble, disolviéndose en los
alcoholes (etanol, isopropanol, metanol), y formando un gel débil en agua (cmg 20 mg/mL).

Los resultados obtenidos, que implican la formacion de un gel en agua para el caso de 94d
(Glu-C16-Glu), nos llevaron a probar también la capacidad de gelificacion de nuestras
moléculas bolaanfifilicas en mezclas de agua/etanol, con proporciones de etanol menores del
50% (2:1, 3:1 y 4:1). Los resultados obtenidos aparecer recogidos en la tabla y los graficos de
barras siguientes, siendo bastante satisfactorios con respecto a los resultados de gelificacion de
las mismas moléculas en agua pura.

Tabla 20. Datos de gelificacion en mezclas de agua/etanol para las moléculas 94a (Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-Glu), 94c (Glu-
C12-Glu) y 94d (Glu-C16-Glu). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en mg/mL.

H,O/EtOH Glu-C4-Glu Glu-C8-Glu  Glu-C12-Glu Glu-C16-Glu

2:1 S S S ]
3:1 S S 5 S
4:1 S S S 10
H,O/EtOH
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5
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. [ |
Glu-C4-Glu Glu-C8-Glu Glu-C12-Glu Glu-C16-Glu
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Figura 76. Representacion grdfica de los datos del estudio de gelificacion en mezclas de agua/etanol para las moléculas 94a
(Glu-C4-Glu), 94b (Glu-C8-Glu), 94c (Glu-C12-Glu) y 94d (Glu-C16-Glu). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg
(concentracion minima de gelificacion) en mg/mL.

Las moléculas de cadena corta 94a (Glu-C4-Glu) y 94b (Glu-C8-Glu) resultaron solubles
en todas las proporciones de agua/etanol ensayadas, al igual que en agua pura. Pero la molécula
94c¢ (Glu-C12-Glu), que también era soluble en agua pura, gelifica bien una mezcla de
H>O/etanol con un 25% de etanol (cmg 5 mg/mL). Por ltimo, la molécula 94d (Glu-C16-Glu)
mejora su capacidad de gelificacion de una mezcla de H>O/etanol con un 25% de etanol (cmg
10 mg/mL) con respecto al agua pura (cmg 20 mg/mL), aunque estos geles no son demasiado
estables y se desmoronan con facilidad.
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3.2.2 Estudio de gelificacion de amidas y bisamidas simétricas derivadas del acido (-)-
shikimico
De acuerdo con el subobjetivo 2.2.2 de este segundo capitulo de la Tesis, estudiaremos

ahora la capacidad de gelificacion de las amidas derivadas del acido (-)-shikimico (24)
sintetizadas en los apartados 3.1.2.1 y 3.1.2.2.

Comenzamos con el estudio de la capacidad de gelificacion de las moléculas anfifilicas
90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90c (Shi-C12) y 90d (Shi-C16), todas ellas constituidas por una
unidad de 4cido (-)-shikimico (24) unida por medio de un enlace amida a cadenas alquilicas de
diferente longitud.

H H
OEN\/\/ OEN\/\/\/\/\/\/\/\/
HOY ™ “OH HO" ™ “OH
OH OH
90a 90d
H H
OEN\/\/\/\/ O%'\l\/\/\/\/\/\/
HO" ™ “OH HO" ™" “OH
OH OH
90b 90c

Figura 77. Estructuras de las amidas anfifilicas 90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90c (Shi-C12) y 90d (Shi-C16).

También ahora los disolventes empleados son los mismos que en los casos anteriores:
hexano, 1,4-dioxano, tolueno, éter dietilico, cloroformo, acetato de etilo, tetrahidrofurano,
diclorometano, isopropanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo, agua y disolucién PBS.

Los resultados obtenidos del correspondiente test de gelificacion pueden verse a
continuacion.
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Tabla 21. Estudio de gelificacion de amidas anfifilicas 90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90c (Shi-C12) y 90d (Shi-C16) derivadas del
dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

Producto Shi-C4  Shi-C8  Shi-C12 Shi-C16
hexano i i i i
1,4-dioxano S S S S
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Figura 78. Estudio de gelificacion de amidas anfifilicas 90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90c (Shi-C12) y 90d (Shi-C16) derivadas del
dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

Como en el apartado anterior, la solubilidad en disolventes polares aumenta al disminuir el
tamafio de la cadena, mientras que en disolventes apolares aumenta ligeramente al aumentar el
tamafio de la cadena. Este comportamiento resulta totalmente logico dado el cambio de
polaridad de la molécula al variar la longitud de la cadena.
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En cuanto a su capacidad de gelificacion, tan solo la molécula 90d (Shi-C16) es capaz
gelificar dos disolventes apolares y con una cmg alta: cloroformo (25 mg/mL) y acetona (20
mg/mL).

Sin embargo, la molécula 90b (Shi-C8) mostrd un comportamiento mas interesante siendo
capaz de formar hidrogeles en agua y en disolucion PBS con c¢mg buenas: HO (14 mg/mL) y
PBS (20 mg/mL).

También en el caso de estas moléculas estudiamos su capacidad para formar hidrogeles en
en mezclas de agua/etanol, con proporciones de etanol menores del 50% (2:1, 3:1 y 4:1). Los
resultados obtenidos aparecer recogidos en la tabla y los graficos de barrras siguientes, siendo
de nuevo bastante satisfactorios con respecto a los resultados de gelificacion de las mismas
moléculas en agua pura.

Tabla 22. Estudio de gelificacion en agua/etanol de las amidas anfifilicas 90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8), 90c (Shi-C12) y 90d (Shi-

C16) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en
mg/mL.

H-O/EtOH Shi-C4 Shi-C8  Shi-C12  Shi-C16

2:1 S S pg pg
3:1 S S 15 20
4:1 S S pg i
H,O/EtOH .
Pg Pg Pg i
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Figura 79. Representacion grdfica de los datos de gelificacion en agua/etanol para las moléculas 90a (Shi-C4), 90b (Shi-C8),
90c (Shi-C12) y 90d (Shi-C16). S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en mg/mL.

En estas mezclas de agua y etanol la molécula 90b (Shi-C8) pierde la capacidad de
gelificacion que presentaba en agua y disolucién PBS en todas las proporciones ensayadas,
haciéndose soluble.

Sin embargo, se consigui6 que las moléculas 90c¢ (Shi-C12), y 90d (Shi-C16) formen
hidrogeles en mezclas de agua y etanol 3:1 con cmg aceptables, de (15 mg/mL) y (20 mg/mL)
respectivamente. Adicionalmente estas moléculas también forman geles parciales en mezclas
de agua y etanol del 2:1 y 4:1 para 90c (Shi-C12) y 2:1 para 90d (Shi-C16).

Continuamos con el estudio de la capacidad de gelificacion de las moléculas bolaanfifilicas
91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi), 91¢ (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-C16-Shi), constituidas
ahora por dos unidades de 4cido (-)-shikimico (24) unidas por medio de dos enlaces amida a
los extremos de cadenas alquilicas de diferente longitud.
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Figura 80. Estructuras de las bisamidas bolaanfifilicas 91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi),
91c (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-C16-Shi).
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El estudio de gelificacion para estas cuatro bisamidas se llevé a cabo también mediante el
test de inversion y en los mismos disolventes que en los casos anteriores. Los resultados
obtenidos aparecen reflejados en la tabla y figura siguientes.

Tabla 23. Estudio de gelificacion de bisamidas 91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi), 91c (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-C16-Shi)
derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en

mg/mL.
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Figura 81. Estudio de gelificacion de bisamidas 91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi), 91c (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-C16-Shi)
derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en
mg/mL.

La solubilidad de las cuatro bisamidas en disolventes polares aumenta al disminuir el
tamafio de la cadena, mientras que en disolventes apolares, no se aprecia ningun cambio
significativo.

Solamente la bisamida 91¢ (Shi-C12-Shi) es capaz de formar un gel en isopropanol y con
una cmg muy alta (40 mg/mL).

Sin embargo, obtuvimos resultados excelentes en cuanto a la capacidad de estos
compuestos para dar lugar a hidrogeles, tanto 91¢ (Shi-C12-Shi) como 91d (Shi-C16-Shi)
formaron hidrogeles en agua y en disolucion PBS. Esto geles presentaron una cmg modesta
para el caso de 91d (Shi-C16-Shi): agua (20 mg/mL) y PBS (25 mg/mL). Siendo lo mas
destacable el comportamiento de gelificacion de 91c¢ (Shi-C12-Shi) que resulto ser muy bueno
para la disolucion PBS (5 mg/mL) y excelente para el agua (1.8 mg/mL), pudiendo considerarse
este compuesto el primero de los agentes supergelantes de esta Tesis.

Esto resultados nos animaron a probar también la capacidad de gelificacion de estas
bisamidas en mezclas de agua/etanol, con proporciones de etanol menores del 50% (2:1, 3:1y
4:1). Sin embargo, los resultados obtenidos que aparecen recogidos en la tabla y la figura
siguientes, fueron totalmente insatisfactorios ya que los cuatro compuestos resultaron ser
solubles en todas las proporciones de agua y etanol ensayadas
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Tabla 24. Estudio de gelificacion de bisamidas 91a (Shi-C4-Shi), 91b (Shi-C8-Shi), 91c (Shi-C12-Shi) y 91d (Shi-C16-Shi)
derivadas del dcido (-)-shikimico (24) en mezclas de agua/etanol. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion
minima de gelificacién) en mg/mL.

H>.O/EtOH  Shi-C4-Shi Shi-C8-Shi  Shi-C12-Shi  Shi-C16-Shi

2:1 S S S S
3:1 S S S S
4:1 S S S S
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Figura 82. Representacion grdfica de los datos de gelificacién en agua/etanol para las moléculas 91a, 91b, 91c y 91d.
S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacién) en mg/mL.

3.2.3 Sintesis de amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del acido (-)-shikimico

De acuerdo con el subobjetivo 2.2.3 de esta Tesis Doctoral continuamos nuestro trabajo
con la sintesis y el estudio de la capacidad de gelificacion de las doce amidas bolaanfifilicas
asimétricas 98a-c, 99a-c, 103a-c y 104a-c.

Su estructura mantiene, como en el caso de las amidas bolaanfifilicas simétricas
anteriormente estudiadas, una unidad de &cido (-)-shikimico (24) unida por medio de un enlace
amida a una cadena alquilica de distinta longitud e introducimos como novedad un grupo polar
en el otro extremo da la cadena alquilica, que puede ser: éster, acido carboxilico, carbamato de
terc-butilo o amina.
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Figura 83. Amidas bolaanfifilicas derivadas del dacido (-)-shikimico con extremo éster metilico,
dcido carboxilico, carbamato de terc-butilo y amina.

Para sintetizar las amidas bolaanfifilicas con un residuo éster metilico, llevamos a cabo un
acoplamiento entre el acido (-)-shikimico (24) y 3 alquilaminas comerciales de diferente
longitud de cadena: 4-aminobutanoato de metilo (95), 8-aminooctanoato de metilo (96) y 12-
aminododecanoato de metilo (97). El acoplamiento se llevd a cabo empleando PyBOP como
agente acoplante, DIPEA como base y DMF como disolvente, a temperatura ambiente. Esto
nos permitié obtener las correspondientes amidas con rendimientos moderados: 98a (40%), 98b
(40%), 99¢ (43%).

(o) o (0] O
HO,, HO,
' OH PYBOP, DIPEA g NA(\j)J\OMe
: + HzN/\(\aJ\OMe —EER 0 H ‘n
HO" n DMF Ho™
ta., 24 h
OH OH
95: n=2 98a: n=2, 40%
24 96: n=6 98b: n=6, 40%
97: n=10 98c: n=10, 43%

Esquema 43. Sintesis de amidas bolaanfifilicas derivadas del dcido (-)-shikimico (98a, 98b y 98c) con extremo éster metilico.

Las amidas asi sintetizadas pudieron ser caracterizadas a partir de sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, de las que cabe destacar:

Para la amida 98a un cuartete de 2 protones que aparecen a 3.24 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La formula
molecular C12H20NOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 274.1213 (m/z tedrico = 274.1212) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la amida 98b un cuartete de 2 protones que aparecen a 3.06 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La férmula
molecular C1sH2sNOs fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 330.1911 (m/z tedrico = 330.1910) correspondiente
al ion [M+H]".
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Para la amida 98c un triplete de 2 protones que aparecen a 3.22 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La formula
molecular C20H36NOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefal con una relacion m/z = 386.2542 (m/z tedrico = 386.2537) correspondiente
al ion [M+H]".

Las amidas bolaanfifilicas con un extremo acido carboxilico 99a, 99b y 99¢ se obtuvieron
a partir de las anteriormente descritas 98a, 98b y 98¢ mediante una reaccion de hidroélisis basica.
Esta se llevo a cabo utilizando NaOH como base en una mezcla de agua/metanol 1:1 a una
temperatura de 60 °C. Esto nos permitié obtener los acidos carboxilicos deseados 99a, 99b y
99c¢ con rendimientos del 80%, 98% y 87% respectivamente.

(0} (0} (e} (0}
HO,, HO,
: NAHJ\OMe NaOH - NAHJ\OH
. H n —_— H n
HO" H,O/MeOH 1:1 HOY
0,
OH 60°C, 4 h OH
98a: n=2 99a: n=2, 80%
98b: n=6 99b: n=6, 98%
98c: n=10 99¢: n=10, 87%

Esquema 44. Sintesis de amidas bolaanfifilicas derivadas del dcido (-)-shikimico (99a, 99b y 99c) con extremo dcido
carboxilico.

Las amidas 99a, 99b y 99c¢ asi sintetizadas pudieron ser caracterizadas también a partir de
sus propiedades espectroscopicas y espectrométricas, de las que cabe destacar:

Para la amida 99a un cuartete de 2 protones que aparecen a 3.23 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrogeno de amida. La formula
molecular C11H17NOs fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 282.1062 (m/z tedrico = 259.1056) correspondiente
al ion [M+23 Na]".

Para la amida 99b un multiplete de 2 protones que aparecen entre 3.15 y 3.37 ppm en su
espectro de RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La
formula molecular Ci1sHsNOgs fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relaciéon m/z = 316.1752 (m/z tedrico = 316.1755)
correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 99¢ un doblete de 2 protones que aparecen a 3.06 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La formula
molecular Ci9H34NOg fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 372.2381 (m/z teérico = 372.2377) correspondiente
al ion [M+H]".

La sintesis del siguiente grupo de amidas bolaanfifilicas 103a, 103b y 103¢, con un grupo
terminal carbamato de terc-butilo, se llevo a cabo mediante un acoplamiento entre el 4cido (-)-
shikimico y tres carbamatos de diferente longitud de cadena: (4-aminobutil) carbamato de terc-
butilo (100), (8-aminooctil) carbamato de terc-butilo (101) y (12-aminododecil) carbamato de
terc-butilo (102), el primero de ellos comercial y los dos siguientes preparados por reaccion de
la 1,8-octanodiamina (45) y la 1,12-dodecildiamina (46) comerciales con di-ferc-butil
dicarbonato, con buenos rendimientos: 101 (58%) y 102 (59%) como se muestra en el Esquema 45.
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La sintesis de la amida 103a se describio en la seccion anterior (apartado 3.1.2.2). La
sintesis de las amidas 103b y 103c se llevo a cabo acoplando el acido (-)-shikimico (24) con
los aminouretanos 101 y 102, empleando PyBOP como agente acoplante, DIPEA como base y
DMF como disolvente, a temperatura ambiente. Esto condujo las amidas esperadas con
rendimientos moderados: 103b (48%) y 103c¢ (40%) respectivamente.

0
HO,
g OoH
HO™
OH
24 Q
HO,
Boc,0 PYBOP, DIPEA - N NHBoc
e
HZN/\Hn/\NH2 cHer, HZN/\Hn/\NHBoc —b—>DMF . H ‘/n
ta.,12h ta. 24 h o I
45: n=6 101: n=6 (58%) .
46:n=10 102: n=10 (59%) 103b: n=6, 48%

103c: n=10, 40%

Esquema 45. Sintesis de amidas bolaanfifilicas derivadas del
dcido (-)-shikimico con extremo carbamato de terc-butilo 103b y 103c.

El aminouretano 101 se caracteriz6 por comparacion de sus datos espectroscopicos con los
de la bibliografia que resultaron idénticos.?!

El aminouretano 102 y las amidas 103b y 103c¢ pudieron ser caracterizadas a partir de sus
propiedades espectroscopicas y espectrométricas, de las que cabe destacar:

Para el aminouretano 102 un doblete de 13 protones que aparecen a 1.43 ppm en su espectro
de RMN-'H y que corresponde a los 9 protones de los tres metilos del uretano, y a 2 metilenos
de la cadena hidrocarbonada. La férmula molecular C17H36N20:2 fue confirmada mediante su
espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 300.2822
(m/z tedrico = 300.2819) correspondiente al ion [M]".

Para la amida 103b un multiplete de 2 protones que aparecen entre 2.99 y 3.11 ppm en su
espectro de RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La
formula molecular C20H37N206 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta
resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 401.2651 (m/z tedrico = 401.2646)
correspondiente al ion [M+H]".

Para la amida 103¢ un triplete de 2 protones que aparecen entre 3.22 ppm en su espectro
de RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrogeno de amida. La formula
molecular C24H45N20¢ fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 457.3220 (m/z teérico = 457.3211) correspondiente
al ion [M+H]".

El Gltimo grupo de amidas de amidas bolaanfifilicas asimétricas 104a, 104b y 104c¢ se
prepard por reaccion de hidrolisis 4cida del grupo carbamato de ferc-butilo de las amidas 103a,
103b y 103c¢ respectivamente.

La sintesis de la amida 104a se describe en el apartado 3.1.2.1 y la de las amidas 104b y
104c se llevo a cabo sometiendo los carbamatos 103b y 103¢ a una reaccion de hidrolisis &cida,
utilizando TFA como acido, diclorometano como disolvente y a temperatura ambiente. Esto nos
condujo a las amidas 104b y 104c esperadas con rendimientos variables: 99% y 50%
respectivamente.
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Esquema 46. Sintesis de amidas bolaanfifilicas derivadas del dcido (-)-shikimico con extremo amina 104b y 104c.

Las amidas 104b y 104c¢ pudieron ser caracterizadas a partir de sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, de las que cabe destacar:

Para la amida 104b un triplete de 2 protones que aparecen entre 3.18 ppm en su espectro
de RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La formula
molecular Ci15sH290N>04 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefal con una relacion m/z = 301.2124 (m/z teorico = 301.2119) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la amida 104¢ un triplete de 2 protones que aparecen entre 3.11 ppm en su espectro
de RMN-'H y que corresponde al grupo metileno contiguo al nitrégeno de amida. La formula
molecular C19H37N204 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 357.2714 (m/z tedrico = 357.2706) correspondiente
al ion [M+H]".

3.2.4 KEstudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del acido
(-)-shikimico

Una vez obtenidas las 12 amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del &acido
(-)-shikimico (24), tal y como acabamos de describir, se realizé un estudio de gelificacion en
los 14 disolventes utilizados en todos los casos anteriores, con el objetivo de establecer una
relacion entre su capacidad de gelificacion, la longitud de su cadena alquilica y la
funcionalizacion en el extremo terminal de ésta.

Los resultados de este estudio para las amidas 98a (Shi-C3-COOMe), 98b (Shi-C7-
COOMe) y 98¢ (Shi-C11-COOMe), con longitudes de cadena de 4, 8 y 12 4tomos de carbono
y un grupo éster metilico en su extremo terminal, estdn recogidos en la Tabla y la figura
siguientes.
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Tabla 25. Estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 98a (Shi-C3-COOMe),
98b (Shi-C7-COOMe) y 98c (Shi-C11-COOMe) derivadas del dcido (-)-shikimico.
S:soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracién minima de gelificacién) en mg/mL.

Producto Shi-C3-COOMe  Shi-C7-COOMe Shi-C11-COOMe
hexano i i i
1,4-dioxano i i 50
tolueno i i
Et,O i i

CHCl3 i

AcOEt
THF
DCM

iPr-OH

acetona
EtOH
MeOH
CH3CN

H20
PBS

n nun 0o nnunnnuonon n
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| H s s H H s s H 5 s s
()
&

G E N R R RSO @
& T IEG FEE TS

i 50 i 50 i i

50
45 40
0
35
30
25
20
15
10

5 S S S S S S S S

0

o O
&

Figura 84. Representacion grdfica del estudio de gelificacion de las amidas 98a (Shi-C3-COOMe), 98b (Shi-C7-COOMe) y 98¢
(Shi-C11-COOMe) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de
gelificacion) en mg/mL.

También en este caso la solubilidad en disolventes polares aumenta al disminuir el tamafo
de la cadena, mientras que, en disolventes menos polares, la solubilidad aumenta al aumentar
la longitud de cadena.
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Estas amidas presentaron malas propiedades gelificantes y solo la amida 98¢ (Shi-C11-
COOMe) present6 capacidad de gelificar 1,4-dioxano, acetato de etilo y acetonitrilo con unas
cmg demasiado altas: (50 mg/mL), (40 mg/mL) y (50 mg/mL) respectivamente.

Continuamos con el estudio para las amidas 99a (Shi-C3-COOH), 99b (Shi-C7-COOH)
y 99¢ (Shi-C11-COOH), con longitudes de cadena de 4, 8 y 12 4&tomos de carbono y un grupo
acido carboxilico en su extremo terminal. Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla y
la figura siguientes.
Tabla 26. Estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 99a (Shi-C3-COOH), 99b (Shi-C7-COOH) y 99c (Shi-C11-COOH)

derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en
mg/mL.

Producto Shi-C3-COOH  Shi-C7-COOH  Shi-C11-COOH

hexano i i i
1,4-dioxano i i pg
tolueno i i i
Et,0 i i i
CHCl3 i i i
AcOEt i i pg
THF i i pg
DCM i i i
iPr-OH S S S
acetona i i i
EtOH S S S
MeOH S S S
CHsCN s i i
H>O S S 20
PBS S S i
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Figura 85. Representacion grdficastudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 99a (Shi-C3-COOH), 99b (Shi-C7-COOH) y
99c (Shi-C11-COOH) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de
gelificacion) en mg/mL.

Estas amidas resultaron, en general, solubles en disolvente polares e insolubles en
disolventes apolares.

De todas ellas solo la amida 99¢ (Shi-C11-COOH) mostro capacidad gelificante. Fue
capaz de gelificar agua y con una cmg moderada (20 mg/mL), formando un gel poco estable
que se desmorona con facilidad. También formo geles parciales en 1,4-dioxano, acetato de etilo
y tetrahidrofurano, que no presentaban ninguna estabilidad y se desmoronaban al poco tiempo
de formarse.

Para el caso del estudio de las amidas 103a (Shi-C4-NHBoc), 103b (Shi-C8- NHBoc) y
103c (Shi-C12- NHBoc), con longitudes de cadena de 4, 8 y 12 4tomos de carbono y un grupo
carbamato de terc-butilo en su extremo terminal, los resultados obtenidos aparecen recogidos
la Tabla y la figura siguientes.
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Tabla 27. Estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 103a (Shi-C4-NHBoc), 103b (Shi-C8- NHBoc) y 103c (Shi-C12-
NHBoc) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion)
en mg/mL.

Producto Shi-C4-NHBoc Shi-C8-NHBoc  Shi-C12-NHBoc
hexano i i i
1,4-dioxano S i i
tolueno i i i
Et.0O i i i
CHCI3 i
AcOEt
THF
DCM
iPr-OH
acetona
EtOH
MeOH
CHsCN

H20
PBS

B2 B 7, B V) B 7))

n nu nuonunuonon-—-unoun
- n n
n nu u
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Figura 86. Representacion grdfica del estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 103a (Shi-C4-NHBoc), 103b (Shi-C8-
NHBoc) y 103c (Shi-C12- NHBoc) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion
minima de gelificacién) en mg/mL.

Observamos un aumento de la solubilidad en disolventes polares cuanto menor es el
tamafio de la cadena, y a la inversa, un aumento de solubilidad en disolventes apolares cuando
la cadena es mayor, en consonancia con los dos casos anteriores.
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En este caso solo present6 capacidad de gelificacion el compuesto 103b (Shi-C8-NHBoc),
que formo6 geles en diclorometano y disolucion PBS con cmg moderadas: (18 mg/mL) y (20
mg/mL) respectivamente. Es especialmente relevante que este compuesto formé un gel en agua
con una buena cmg (10 mg/mL), aunque en todos los casos los geles formados no son muy
estables, desmoronandose facilmente.

Por ultimo, estudiamos las amidas 104a (Shi-C4-NHz), 104b (Shi-C8-NH2) y 104c¢
(Shi-C12-NH23), con longitudes de cadena de 4, 8 y 12 atomos de carbono y un grupo amina en
su extremo terminal. Los resultados obtenidos en el estudio aparecen recogidos la Tabla y la
figura siguientes.

Tabla 28. Estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 104a (Shi-C4-NH;), 104b (Shi-C8-NH;) y 104c (Shi-C12-NH;)

derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de gelificacion) en
mg/mL.

Producto Shi-C4-NH, Shi-C8-NH; Shi-C12-NH,
hexano i i i
1,4-dioxano i i i
tolueno i i i
Et.O i i i

CHCI3

AcOEt
THF
DCM

iPr-OH

acetona
EtOH
MeOH
CHsCN

H.O
PBS

v v n —n = - —
wovwonnn == - = —
0w W= === = = =
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Figura 87. Representacion grdfica del estudio de gelificacion de amidas bolaanfifilicas 104a (Shi-C4-NH,), 104b (Shi-C8-NH;)
y 104c (Shi-C12-NH,) derivadas del dcido (-)-shikimico. S: soluble, i: insoluble, pg: gel parcial, cmg (concentracion minima de
gelificacion) en mg/mL.

Observamos nuevamente que la solubilidad de los compuestos en disolventes polares es
mayor para los compuestos con una cadena alquilica mas corta, mientras que en disolventes
mas apolares no hubo un cambio significativo en la solubilidad.

Sin embargo, en esta serie ninguno de los compuestos fue capaz de formar geles en ninguno
de los disolventes empleados.
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3.2.5 Estudios mas avanzados sobre la capacidad de las alquilamidas y alquilbisamidas
derivadas de hexosas y del acido (-)-shikimico para gelificar agua

Una vez llevado a cabo el estudio de gelificacion de todas las alquilamidas y
alquilbisamidas sintetizadas, que acabamos de describir, concluimos que solo unas cuantas son
capaces de formar hidrogeles, bien en agua pura, en mezclas de agua y etanol o en disolucién
PBS. De todas ellas solo la amida 91¢ (Shi-C12-Shi) fue capaz de gelificar agua con una
concentracion minima de gelificacion que permite clasificarla como un agente supergelificante
(1.8 mg/mL).

Por ello decidimos centrarnos en esta amida y estudiar su mecanismo de estructuracion, asi
como su posible aplicacion como agente de absorcion y liberacion de tintes.

La morfologia de las muestras de nuestros hidrogeles de 91¢, tanto en el caso del hidrogel
obtenido con choque térmico como en el del hidrogel obtenido bajo sonicacion, se analizo a
partir de sus xerogeles por microscopia electronica de barrido (SEM)

Para preparar las muestras, formamos dos geles de 91¢ a una concentracion de 10 mg/mL
en agua, calentando hasta total disolucion del compuesto, sonicando la disolucion en un caso y
enfriando empleando un bafo de agua/hielo en el otro caso. Tras dejar reposar durante un dia
los geles obtenidos, liofilizamos las dos muestras empleando un liofilizador Buchi tras
congelarlas bajo nitrégeno liquido, y las observamos mediante microscopia SEM, depositando
una pequefia cantidad del xerogel obtenido sobre un wafer de silicio.

e

EHT = 3.00 kv Signal A= SE2 Brightness = 50.3 % EHT = 3.00 kV Signal A= SE2 Brightness = 50.7 % ZEISS|
WO = 2.8 mm Mag= 5000KX Contrast = 37.8 % — WD = 28mm Mag= G5000K X Contrast= 37.9%

Figura 88. Izquierda: imagen de SEM de la muestra 91c (10 mg/mL) sonicada, después de 1 dia de reposo y liofilizcidn.
Derecha: imagen de SEM de la muestra 91c (10 mg/mL) obtenida mediante choque térmico, después de 1 dia de reposoy
liofilizacion.

Pudo observarse en ambos xerogeles la presencia de fibras con una morfologia similar, si
bien las fibras en el caso del gel obtenido por choque térmico (Figura 88, B) parecen mas anchas
(El didmetro de las fibras oscila de 50 a 150 nm) y més desordenadas que la obtenidas sonicando
(Figura 88, A) (el diametro de las fibras oscila de 10 a 20 nm).

Para poder conocer con méas detalle la morfologia de nuestros hidrogeles se analizaron por
TEM disoluciones de nuestro agente gelificante 91¢ de concentracién menor que la cmg. En
nuestro caso fueron analizadas disoluciones de 1 mg/mL de concentracion, dadas las
limitaciones técnicas del experimento de microscopia TEM, en el que se necesita una
concentracion elevada de muestra para poder observar las estructuras.
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Las muestras se prepararon depositando una gota de 5 pL de disolucion de 91¢ a 1 mg/mL
sobre una rejilla de Cu/Rh, dejandola reposar durante un dia en una cdmara humeda para que la
gota no se secase. Tras ese tiempo, se realizd un proceso de bloating (retirar el exceso de
disolucion de la rejilla con un papel adsorbente) y se midieron en un microscopio electronico
de transmision, obteniendo los siguientes resultados:

Figura 89. Imagen de TEM de las fibras en disolucién para una muestra de 91c a 1 mg/mL en agua.

En la disoluciéon pudimos observar también (ver Figura 89) la presencia de fibras formadas
por agregados de nuestro agente gelificante, de menor tamafio (8-12 nm) y menos abundantes
que las presentes en el gel.

Figura 90. Ampliacion de la imagen anterior.
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En una ampliacion de la imagen anterior podemos observar como las fibrillas conformadas
por unidades estructurales de nuestra molécula empiezan a agregarse para formar fibras mas
grandes.

De lo cual podemos concluir que nuestro agente gelificante, de forma similar a como lo
hacen otros agentes gelificantes bolaanfifilicos, se ordena en agregados supramoleculares que
se asocian entre si dando lugar a fibrillas. Estas contintian el proceso de agregacion para dar
lugar a las fibras, las cuales se entrecruzan y a partir de una concentraciéon determinada (cmg)
son capaces de inmovilizar el liquido de la disolucion dando lugar al gel.
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3.2.6 Estudio de absorcion y liberacion de tintes

El estudio de la capacidad de los hidrogeles de 91c¢ (Shi-C12-Shi) para absorber y liberar
tintes lo hicimos con geles de concentraciéon 10 mg/mL en agua pura, lo que conduce a un gel
de alta estabilidad, que resulta sencillo de manejar y no se desmorona al depositar disoluciones
sobre el mismo.

Los tintes empleados son el azul de metileno (145) y el naranja de metilo (146) (Figura
91). La razon de uso de estos tintes es tanto su buena sefial de absorbancia en ultravioleta, como
su estructura, siendo el azul de metileno un colorante cationico y el naranja de metilo un
colorante anidnico, lo que permite comparar la diferencia de absorcion para compuestos con
diferente carga electronica. Las concentraciones empleadas para el estudio de absorcion y
liberacion de azul de metileno y naranja de metilo se decidieron tras hacer una recta de calibrado
con ambos tintes, escogiendo la concentracion mas alta sin llegar a superar el limite establecido
por la ley de Lambert-Beer, siendo 2.5 mg/mL para el azul de metileno y 5 mg/mL para el

naranja de metilo.
0
N »
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Figura 91. Estructura del Azul de metileno (145) y del Naranja de metilo (146), tintes empleados en este estudio.

3.2.6.1 Estudio de absorcion de azul de metileno y naranja de metilo

Para realizar el experimento de absorcion de tintes, se formé un gel de 91¢ (Shi-C12-Shi)
en H>O con un volumen de 0.5 mL, disolviendo 5 mg de 91¢ (Shi-C12-Shi) en 0.5 mL de H,O
destilada, calentando hasta total disolucion de la mezcla y sonicando para obtener un gel estable.
Esto se repitid 2 veces y sobre los geles formados se depositaron 0.5 mL de una disolucion de
azul de metileno a 2.5 mg/mL o una disolucion de naranja de metilo a 5 mg/mL, todas ellas en
H>O destilada. Tras dejarlas reposar y observar que el gel no se desmoronaba, se procedio a
tomar una alicuota de 10 pL del sobrenadante a diferentes tiempos (1, 2, 4, 6, 8, 24, 48 y 168
horas (7 dias)), se diluyo en 1 mL de H>O destilada, y se midi6 su absorbancia por ultravioleta.

Los datos obtenidos para la absorcion del azul de metileno se recogen en las siguientes
graficas.

Absorcién Azul de metileno Absorcién Azul de metileno
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Figura 92. Izquierda: Grdficas de absorbancia del sobrenadante en funcién del tiempo para el tinte azul de metileno (145);
Derecha: Grdfica de porcentaje de absorcion en funcion del tiempo para el tinte azul de metileno (145).

Como puede observarse en las gréficas, la absorcion es muy répida al principio, llegando
a un 50% de absorcion en las primeras 10 horas, punto tras el cual se empieza a alcanzar el
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equilibrio y se hace mas lenta. El gel llega a su maxima capacidad de absorcion a las 48 h,
tiempo tras el cual se alcanza el equilibrio y la concentracion en el sobrenadante se mantiene
constante, con una absorcion final del 67%.

Los datos obtenidos para la absorcion del naranja de metilo se recogen en las siguientes
gréficas.

Absorcidn Naranja Absorcion Naranja
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Figura 93. Izquierda: Grdficas de absorbancia del sobrenadante en funcion del tiempo para el tinte naranja de metilo (146);
Derecha: Grdfica de porcentaje de absorcion en funcion del tiempo para el tinte naranja de metilo (146).

De nuevo la absorcion del tinte por parte del gel es rapida en las primeras horas tras la
deposicion del tinte sobre el gel y comienza a estabilizarse a partir de las 10h. El méximo de
absorcion se alcanza a las 48h, tiempo a partir del cual se establece un equilibrio y la
concentracion de tinte en el sobrenadante se mantiene constante. La capacidad maxima de
absorcion del gel de la molécula 91¢ (Shi-C12-Shi) para naranja de metilo es de 70%.

De estos resultados podemos concluir que la capacidad de absorcion de la molécula 91¢
para los dos tintes empleados es excelente, con una absorcion muy rapida en las 10 primeras
horas que empieza a decrecer al cabo de 24 horas, y termina por estabilizarse al cabo de 48
horas.

3.2.6.2 Estudio de liberacion de azul de metileno y naranja de metilo

El estudio de la capacidad de liberacion de los hidrogeles de 91¢ (Shi-C12-Shi) en agua se
realizé de forma andloga al experimento de absorcion, empleando un gel de 10 mg/mL, como
explicamos anteriormente, debido a la alta estabilidad que presenta y lo sencillo que resulta
para manejarlo.

Para realizar este estudio, se formo un gel de 91¢ (Shi-C12-Shi) en H>O con un volumen
de 0.5 mL, disolviendo 5 mg de 91c¢ en 0.5 mL de una disolucién de 2.5 mg/mL de azul de
metileno 5 mg/mL de naranja de metilo en H>O, calentando hasta total disolucion de la mezcla
y sonicando para obtener un gel estable. Esto se repitio empleando una disolucion de 5 mg/mL
de naranja de metilo. Sobre los geles formados se depositaron 0.5 mL de H>O destilada. Tras
dejarlas reposar y observar que el gel no se desmoronaba, se procedid a tomar una alicuota de
10 pL del sobrenadante a diferentes tiempos (1, 2, 4, 6, 8, 24, 48 y 72 horas), se diluyé en 1 mL
de H>O destilada, y se midio la absorbancia por ultravioleta.

Los datos de liberacion del azul de metileno se recogen en las siguientes graficas.
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Figura 94. Izquierda: Grdficas de absorbancia del sobrenadante en funcion del tiempo para el tinte azul de metileno (145);
Derecha: Grdfica de porcentaje de liberacion en funcién del tiempo para el tinte azul de metileno (145).

Se puede observar como la liberacion del azul de metileno al sobrenadante es rapida al
principio, pero va disminuyendo con el tiempo, debido a dos factores: la saturacion del
sobrenadante y la disminucion de concentracion en el gel. El maximo de liberacion se consigue
a las 48 h, a partir del cual la concentracion de azul de metileno en el sobrenadante se mantiene
constante. El porcentaje de liberacion obtenido es de un 77%.

Los datos de liberacion del naranja de metilo se recogen en las siguientes graficas.
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Figura 95. Izquierda: Grdfica de absorbancia del sobrenadante en funcion del tiempo para el tinte naranja de metilo (146);
Derecha: Grdfica de porcentaje de liberacion en funcion del tiempo para el tinte naranja de metilo (146).

En el estudio de liberacion de naranja de metilo observamos un patrén similar al de la
liberacion de azul de metileno, obteniendo una liberacion répida en las primeras horas que se
estabiliza con el tiempo. El maximo de liberacion en este estudio se obtuvo a 24 h, a partir del
cual se mantiene constante. El porcentaje de liberacion obtenido para el naranja de metilo es de
un 34%.

De estos resultados podemos concluir que la capacidad de liberacion de la molécula 91¢ es
excelente para el tinte azul de metileno, con una liberaciéon maxima del 77% al cabo de 48 h,
mientras que la liberacion del naranja de metilo es menor, con una liberacion méaxima del 34%
al cabo de 24 horas. Esto puede ser debido a la mayor afinidad de nuestra molécula 91¢ por el
naranja de metilo, debido a su naturaleza anionica, que establece unas interacciones mas fuertes
con nuestro gel y por lo tanto queda mas retenido.
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3.3 Sintesis y estudios de inhibicion de las neuraminidasas de amidas derivadas
del oseltamivir

De acuerdo con el plan de trabajo establecido en el tercer objetivo de esta tesis doctoral,
planteamos la sintesis y el estudio de inhibicion de neuraminidasas de una biblioteca de amidas
primarias, secundarias y lactamas derivadas del oseltamivir (34).

Para ello, decidimos utilizar la ventaja que ofrecen las reacciones multicomponente,
capaces de generar multiples enlaces en un tnico paso de reaccion y la posibilidad de obtener
un gran numero de compuestos variando inicamente un reactivo de partida.

Con la amina de partida, fosfato de oseltamivir (34), y el acido de partida, acido 2-
(hidroximetil)benzoico (106) fijados, procedimos a seleccionar los aldehidos e isonitrilos que
emplearemos en la reaccion multicomponente, cuyas varias posibles combinaciones nos
llevaran a nuestra biblioteca de compuestos.

Seleccionamos para ello tres isonitrilos (ver Figura 96). La razon de la seleccion de estos
3 isonitrilos es que tanto el terc-butilisonitrilo (147) como el bencilisonitrilo (148) dan lugar a
amidas secundarias muy voluminosas, siendo la derivada del terc-butilisonitrilo muy rigida y
la derivada del bencilisonitrilo mas flexible. El tltimo isonitrilo (2,4-dimetoxibencilisonitrilo
(107)) se selecciono debido a que es conocido como un isonitrilo convertible, el cual permite
una fécil transformacion de su producto de reaccion de amida secundaria a amida primaria tras
tratarlo con medio 4cido.

®//C@ ®//Ce
o N~ N~
®.c
XN MeO
OMe
147 148 107

Figura 96. Estructura de los isonitrilos seleccionados para la reaccion multicomponente de UGI.

A continuacién, seleccionamos seis aldehidos (ver Figura 97). Estos aldehidos fueron
seleccionados basdndonos en los estudios previos mencionados anteriormente (ver pagina 56),
puesto que varios ya se han incorporado a la estructura del oseltamivir y probado con resultados
satisfactorios, mientras que otros son aldehidos con pequefias variaciones sobre los ya

mencionados.
oy H H
O & a OMe
S S

149 151 153
o o)
P ’ )

H

O oS X OMe

150 152 154

Figura 97. Estructura de los aldehidos seleccionados para la reaccion multicomponente de UGI.
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Las amidas que obtendremos a partir de estos reactivos se pueden dividir en dos series. En
la primera de ellas mantendremos una amida secundaria en su estructura, con un sustituyente
de terc-butilo o de bencilo, y variaremos los sustituyentes aromaticos derivados de los aldehidos
descritos en la Figura 97.

‘,Iﬁi °J5L C(gf&@

155y 156 159 y 160 163y 164
Q Oy, OH
N 0/5\ Ji/ N\/O
H Y (0] O /E /j\ Ji/ Ji/
O HN\]%O O
157 y 158 161y 162 165y 166

Figura 98. Amidas secundarias derivadas del oseltamivir (34) propuestas para la primera parte de este estudio.

En la segunda serie emplearemos el isonitrilo 107 para conseguir una estructura de amina
primaria (Figura 99), y solo variaremos el sustituyente aromatico empleando de nuevo todos
los aldehidos descritos en la Figura 97.

Os_OH Oy OH Os_OH
“El M& X
HN._O
B S5 OMe \f
\s

167 y 168 171y 172 175y 176
Oy OH Os_OH
HN. O EE Ji/ HN. O HoN O Ji/
N0
HN.__O
a OMe \f
S
169 y 170 173y 174 177 y 178

Figura 99. Amidas primarias derivadas del oseltamivir (34) propuestas para la segunda parte de este estudio.

Para finalizar, planteamos también la sintesis de dos lactamas (179 y 180) derivadas del
Oseltamivir (34), empleando quimica similar a la descrita por nuestro grupo de investigacion
para el acido (-)-shikimico (24) en publicaciones anteriores (Figura 100).1%2
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Figura 100. Lactamas biciclicas derivavas del oseltamivir (34) propuestas para la tercera parte de este estudio.

3.3.1 Sintesis de amidas secundarias derivadas del oseltamivir

De acuerdo con el subobjetivo 2.3.1 comenzamos realizando la sintesis de la primera serie
de amidas secundarias derivadas de oseltamivir: 155 y 156, 157 y 158, 159 y 160, 161 y 162,
163 y 164, 165 y 166, mostradas en la Figura 101.

155y 156 159y 160 163 y 164

‘,”I‘E e ik

157 y 158 161y 162 165y 166
Figura 101. Estructuras de las amidas secundarias derivadas del oseltamivir (34).

De acuerdo con el plan de trabajo establecido fue necesario en primer lugar preparar los
precursores no comerciales necesarios para las reacciones multicomponente.

Teniendo en cuenta que el fosfato de oseltamivir (34), el 4cido 2-(hidroximetil)benzoico
(106), los isonitrilos de terc-butilo 147 y de bencilo 148 y los aldehidos 149 y 150 (Figura 97)
son productos comerciales, solo fue necesario preparar los aldehidos 151, 152, 153 y 154.

6 o}
Pd(PPh3),
HO,
H, "™goon K,CO4 H
Br R R, DMSO Rj R,
reflujo, 12 h
179: Ry= H 181: R,= tiofen-2-il 151: Ry=H, R=tiofen-2-il, 78%
180: R;= OMe 182: R,= tiofen-3-il 152: R4=H, R,=tiofen-3-il, 80%

153: R{=0OMe, R,=tiofen-2-il, 91%
154: R,=OMe, R,=tiofen-3-il, 92%

Esquema 47. Esquema general de sintesis de los aldehidos 151, 152, 153 y 154.

La sintesis de estos aldehidos se llevd a cabo siguiendo el método ilustrado en el esquema
general de sintesis anterior, empleando el aldehido correspondiente (179 o 180) y el acido
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borénico deseado (181 o 182), realizando una reaccion de Suzuki entre ambos empleando
K>CO3 como base, Pd(PPh3)s como catalizador y DMSO como disolvente, calentando a reflujo
en una atmosfera inerte y desgasificada. Este procedimiento nos permiti6 obtener los aldehidos
151 (78%), 152 (80%), 153 (91%) y 154 (92%) tras una purificacion cromatografica.

Los aldehidos 151 y 152 se caracterizaron comparando sus propiedades espectroscopicas
con las descritas en la bibliografia.1?® 124

Los aldehidos 153 y 154 se caracterizaron de acuerdo con sus propiedades espectroscopicas
y espectrométricas, entre las que destacan:

Para el aldehido 152 un singlete de 1 protdon que aparece a 10.44 ppm en sus espectros de
RMN-'H y que corresponde al proton del grupo aldehido. La formula molecular C12H1102S fue
confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una
relacion m/z = 219.0434 (m/z tedrico = 219.0435) correspondiente al ion [M+H]".

Para el aldehido 153 un singlete de 1 protdon que aparece a 10.48 ppm en sus espectros de
RMN-'H y que corresponde al proton del grupo aldehido. La férmula molecular C12H;;0,S fue
confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una sefial con una
relacion m/z = 219.0434 (m/z tedrico = 219.0435) correspondiente al ion [M+H]".

A continuacion, se llevd a cabo sintesis de los compuestos derivados de oseltamivir con
una amida secundaria como grupo funcional siguiendo un procedimiento general comun
consistente en dos pasos:

- Una reacciéon multicomponente de UGI, empleando el fosfato de oseltamivir (34), el
acido 2-(hidroximetil)benzoico (106), el isonitrilo (147 o 148) y el aldehido (149, 150,
151 o 152, ver Figura 97), para generar los productos de UGI correspondientes en cada
caso en forma de un par de diasteroisémeros.

- Una hidrolisis basica del grupo éster de este par de diasteroisomeros para obtener los
correspondientes 4cidos carboxilicos, también como un par de diasteroisomeros (ver

Tabla 29).
(@) OH
NHAC
HN O
* * I _ LIOH
j\ " MeOH “THFH,0 N o
t.a., 48 h Ro Y
o ﬁ,R.] R H NHAC ta, 24 h H RHAG
¢ 149: R, = [1,1"-bifenil]-4-il 183 a 194 155 a 166
147: R, = terc-butilo 1901 Rz = dibenzo[b,d]tiofen-2-i
148: R, = Bencilo 151: R, = 4-(tiofen-2-il)

152: R, = 4-(tiofen-3-il)

Esquema 48. Esquema general de sintesis via reaccion de Ugi de los compuestos 155 a 166.
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Tabla 29. Compuestos obtenidos en las reacciones descritas en el Esquema 48.

Compuesto R1 R2 Rendimiento
183y 184 terc-butil [1,1'-bifenil]-4-il 48%
185y 186 bencil [1,1'-bifenil]-4-il 46%
187 y 188 terc-butil dibenzo[b,d]tiofen-2-il 36%
189y 190 bencil dibenzo[b, d]tiofen-2-il 35%
191y 192 bencil 4-(tiofen-2-il)-il 42%
193y 194 bencil 4-(tiofen-3-il)-il 38%
155y 156 terc-butil [1,1'-bifenil]-4-il 96%
157 y 158 bencil [1,1'-bifenil]-4-il 89%
159y 160 terc-butil dibenzo[b,d]tiofen-2-il 79%
161y 162 bencil dibenzo[b,d]tiofen-2-il 73%
163y 164 bencil 4-(tiofen-2-il)-il 82%
165y 166 bencil 4-(tiofen-3-il)-il 77%

Para ello se mezclaron los 4 compuestos de partida empleando un equivalente de cada uno
de ellos, excepto para el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) del que se emplearon 0.9
equivalentes. Se utilizé metanol o una mezcla de metanol/tetrahidrofurano 1:1 como disolvente,
dependiendo de la solubilidad de los reactivos, y la reaccion se dejo bajo agitacion a temperatura
ambiente en un agitador orbital durante 3 dias. Tras la elaboracion y purificacion por columna
cromatografica, se aislaron las mezclas de diateroisomeros 183 a 194 y se procedio a realizar
la hidrdlisis basica del grupo éster de éstas, empleando hidroxido de litio en una mezcla de
tetrahidrofurano/agua 5:1 y calentando a 50 °C. Tras esta reaccion fue necesaria otra
purificacién por cromatografia que nos permiti6 obtener los 12 compuestos: 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 163, 164, 165 y 166 puros (ver Tabla 29).

Todos los compuestos obtenidos se caracterizaron de acuerdo con sus propiedades
espectroscopicas (RMN-'H, RMN-!3C y DEPT) y espectrométricas, de las que destacamos:

Para los compuestos 155 y 156: ambos diasteroisdmeros muestran un singlete de 1 proton
que aparece a 4.35 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponde al protén contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrégeno de la amina. La formula molecular C32H44N3Os5 fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacién
m/z = 550.32 (m/z tedrico = 550.32) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 6.112 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 7.322 min.

Para los compuestos 157 y 158: un diasteroisomero muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.50 ppm y el otro diasteroisomero muestra un singlete de 1 proton que aparece a
4.48 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al proton contiguo al carbonilo de
la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular C3sH42N30s fue confirmada mediante
su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion m/z = 584.30 (m/z
teorico = 584.30) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de un diasteroisobmero
es 6.126 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 7.288 min.

Para los compuestos 159 y 160: un diasteroisomero muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.48 ppm y el otro diasteroisdmero muestra un singlete de 1 proton que aparece a
4.52 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al carbonilo de
la amida y al nitrogeno de la amina.. La formula molecular C3;H42N30sS fue confirmada
mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion m/z =
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580.28 (m/z tedrico = 580.28) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de un
diasteroisomero es 6.192 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 6.238 min.

Para los compuestos 161 y 162: un diasteroisomero muestra un singlete de 1 protéon que
aparece a 4.65 ppm y el otro diasteroisomero muestra un singlete de 1 protdén que aparece a
4.64 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al carbonilo de
la amida y al nitrégeno de la amina. La formula molecular C3sH4oN3OsS fue confirmada
mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion m/z =
614.26 (m/z tedrico = 614.26) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de un
diasteroisémero es 6.343 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 7.221 min.

Para los compuestos 163 y 164: un diasteroisomero muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.46 ppm y el otro diasteroisémero muestra un singlete de 1 proton que aparece a
4.45 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al proton contiguo al carbonilo de
la amida y al nitrogeno de la amina. La féormula molecular C33HsN3OsS fue confirmada
mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion m/z =
590.26 (m/z tedrico = 590.26) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencién de un
diasteroisémero es 5.747 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 6.081 min.

Para los compuestos 165 y 166: un diasteroisdmero muestra un singlete de 1 protén que
aparece a 4.46 ppm y el otro diasteroisémero muestra un singlete de 1 proton que aparece a
4.45 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al carbonilo de
la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular C33H40N3OsS fue confirmada
mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion m/z =
590.26 (m/z tedrico = 590.26) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de un
diasteroisémero es 5.768 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 7.291 min.

3.3.2 Sintesis de amidas primarias derivadas del oseltamivir

Abordamos a continuacion el segundo de los subobjetivos de este capitulo de la Tesis
doctoral 2.3.2 planteado la sintesis de amidas primarias derivadas de oseltamivir: 167 y 168,
169y 170,171y 172,173 y 174,175 y 176, 177 y 178, mostradas en la Figura 102.
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Figura 102. Estructuras de las amidas primarias derivadas del oseltamivir.
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De forma similar al caso anterior, fue necesario preparar los precursores no comerciales
necesarios para poder obtener los compuestos deseados mediante la reaccion multicomponente.

Teniendo en cuenta que tanto el fosfato de oseltamivir (34) como el 4acido
2-(hidroximetil)benzoico (106) y los aldehidos 149 y 150 (Figura 97) son productos
comerciales. Y también que la preparacion de los aldehidos 151, 152, 153 y 154 se describi6 en
el apartado anterior, tan solo fue necesario preparar el isonitrilo convertible 107 (2,4-dimetoxi-
bencilisonitrilo), mediante un procedimiento descrito en la bibliografia.'?®

OMe OMe

NH, _Ac,O/HCOOH )k _POCl3, EtsN N®\
THF DCM NS
MeO t.a., 24h 78°C, 1h  MeO
195 80% 80% 107

Esquema 49. Esquema general de sintesis del isonitrilo convertible 107.

Partiendo de la 2,4-dimetoxibencilamina (195) comercial, formamos la formilamida 196
tratando 195 con 4cido formico y anhidrido acético, empleando THF como disolvente y a
temperatura ambiente, lo que nos permitid obtener 196 con un rendimiento del 80%. A
continuacion, se llevé a cabo una deshidratacion de la formilamida 196 empleando POCI; y
EtsN, a -78 °C en DCM anhidro, lo que nos permitido obtener el isonitrilo 107 con un
rendimiento del 80% después de una purificacion cromatografica.

Una vez sintetizado el isonitrilo 107, continuamos con la sintesis de los compuestos
objetivo (derivados de oseltamivir con una amida primaria como grupo funcional) siguiendo el
siguiente procedimiento general comun (ver Esquema 50), consistente en tres pasos:

- Una reaccion multicomponente de UGI, empleando fosfato de oseltamivir (34), acido
2-(hidroximetil)benzoico (106), el isonitrilo 107 y el aldehido correspondientes (149,
150, 151, 152, 153 6 154, ver Figura 97), para generar los productos de UGI
correspondiente en cada caso en forma de un par de diasteroisomeros.

- Una hidrélisis acida de la unidad 2,4-dimetoxibencil amida de cada par de
diastereoisomeros, empleando TFA como catalizador 4cido y DCM como disolvente, y
calentando a 50 °C, para obtener las correspondientes amidas primarias también como
par de diasteroisomeros.

- Una hidrdlisis basica del grupo éster etilico de cada par de diasteroisdmeros para
obtener los acidos carboxilicos objetivo, también como un par de diasteroisomeros.
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/(/ MeO
OH

NHAG
34 . 106 HN\/O
10) MeOH
OMe ta., 48 h N
N@ RZ)LH Ho RHac
C) 149: R, = [1,1'-bifenil]-4-il 197 a 208
MeO 150: R, = dibenzo[b,d]tiofen-2-il

107 151: R, = 4-(tiofen-2-il)
152: R, = 4-(tiofen-3-il)
153; R, = 2-metoxi-4-(tiofen-2-il) TFA
154: R, = 2-metoxi4-(tiofen-3-il) DCM
50°C, 14 h
HoN o LIOH FaN \/o
;{ TH F/H20
L 24h
NHAc NHAc
167 a 178 209 a 220

Esquema 50. Esquema general de sintesis via reaccion de UGI de los compuestos 167 a 178.

Tabla 30. Compuestos obtenidos de las reacciones descritas en el Esquema 50.

Compuesto R2 % Rendimiento
197 y 198 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido 28%
199y 200 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido 22%
201y 202 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 25%
203y 204 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 26%
205y 206 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 23%
207 y 208 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 23%
209y 210 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido -
211y 212 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido -
213y 214 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido -
215y 216 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido -
217y 218 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido -
219y 220 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido -
167 y 168 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido -
169y 170 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido -
171y 172 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido -
173y 174 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido -
175y 176 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido -
177y 178 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido -

Ademés de los bajos rendimientos obtenidos en la reaccién de Ugi (ver Tabla 30), esta ruta
dio lugar a un inesperado problema, puesto que la reaccion de hidrélisis de la amida convertible,
descrita en la bibliografia empleando TFA/DCM 1:3 a 50 °C no funciond. Y cuando tratamos
de forzar las condiciones de reaccion, empleando TFA/DCE 1:1 a 80 °C, observamos la
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degradacion de la molécula de partida en muchos subproductos ninguno de los cuales era el
esperado.'?

Por ello, planteamos una nueva ruta para esta serie de amidas, sustituyendo la reaccion de
UGI, que lleva directamente a una amida secundaria, por la reaccion de Strecker, que permite
la obtencion de un nitrilo sin la necesidad de emplear un 4cido en la reaccion. Esto, ademas de
permitirnos obtener los compuestos deseados tras realizar una hidrolisis del nitrilo a amida,
mejora enormemente la economia atdomica de la reaccion, ya que para obtener las estructuras
planteadas necesitdbamos usar un acido suicida que no se incorporase a la estructura, y en la
reaccion de Strecker este acido ya no es necesario.

(o) o~ N % o~
If
/5\ Ji/ ’ i oo }\ /K/
HNT >0 . =0

Py MeOH RN
z H ta., 48 h N
NHAG 2 NHAc
149: R, = [1,1-bifenil]-4-il 221 3 232
34 150: R, = dibenzob,d]tiofen-2-il
151: R, = 4-(tiofen-2-il) H.0,. K,CO
152; R, = 4-(tiofen-3-il) 2-2 T2e s
153: R, = 2-metoxi-4-(tiofen-2-il) DMSO, MeOH
154 R, = 2-metoxi-4-(tiofen-3-il) ta,24h
Os_OH Ox O
e g e e
THF/H,0 /<
R N T © ta. 24 h R N T ©
NHAC NHAc
167 a 178 209 a 220

Esquema 51. Esquema general de sintesis via reaccion de Strecker de los compuestos 167 a 178.
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Tabla 31. Compuestos obtenidos de las reacciones descritas en el Esquema 51.

Compuesto R2 % Rendimiento
221y 222 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido 71%
223y 224 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido 56%
225y 226 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 74%
227y 228 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 65%
229y 230 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 67%
231y 232 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 72%
209y 210 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido 41%
211y 212 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido 42%
213y 214 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 43%
215y 216 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 41%
217y 218 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 40%
219y 220 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 39%
167 y 168 [1,1'-bifenil]-4-carbaldehido 83%
169y 170 dibenzo[b,d]tiofen-2-carbaldehido 75%
171y 172 4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 76%
173y 174 4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 80%
175y 176 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)-benzaldehido 76%
177y 178 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)-benzaldehido 78%

De esta manera, se llevd a cabo sintesis de los compuestos derivados de oseltamivir
objetivo (con una amida primaria como grupo funcional) siguiendo un procedimiento general
comun consistente en tres pasos:

- Una reaccion multicomponente de Strecker, empleando: fosfato de oseltamivir (34),
cianuro potasico y el aldehido correspondiente (149, 150, 151, 152, 153 6 154, ver
Figura 97), para generar los productos de Strecker correspondiente en cada caso en
forma de un par de diasteroisdémeros.

- Una oxidacidn del nitrilo de cada par de diasteroisomeros en presencia de peroxido de
hidrégeno, para obtener las correspondientes amidas primarias también como par de
diasteroisdmeros.

- Unahidro6lisis basica del grupo éster etilico de este par de diasteroisomeros para obtener
los &cidos carboxilicos objetivo, también como un par de diasteroisdémeros.

Para ello se mezclaron los 3 compuestos de partida empleando un equivalente de cada uno
de ellos. Se utilizdo metanol o una mezcla de metanol/tetrahidrofurano 1:1 como disolvente,
dependiendo del caso, y la reaccion se dejo bajo agitacion a temperatura ambiente en un
agitador orbital durante 2 dias. Tras la elaboracion y purificacion por columna cromatografica
se aislaron las mezclas de diastereoisomeros 221 a 232, y se realiz6 una oxidacion del grupo
nitrilo de estas, empleando perdxido de hidrogeno y K2COs3 como base, en una mezcla de MeOH
y DMSO 1:1 a temperatura ambiente. Tras la correspondiente elaboracion y purificacion por
columna se aislaron las mezlcas de diastereoisomeros 209 a 220, y se realizd sobre estas la
hidrolisis basica del grupo éster, empleando hidroxido de litio en una mezcla de
tetrahidrofurano/agua 5:1 y calentando a 50 °C. Tras esta reacciéon fue necesaria otra
purificacion por cromatografia que nos permitio obtener los 12 compuestos: 167, 168, 169, 170,
171, 172,173,174, 175, 176, 177 y 178 puros (ver Tabla 31).
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Todos los compuestos obtenidos se caracterizaron de acuerdo con sus propiedades
espectroscopicas (RMN-'H, RMN-!*C y DEPT) y espectrométricas, de las que destacamos:

Para los compuestos 167 y 168: uno de los diasteroisdémeros muestra un singlete de 1 proton
que aparece a 4.33 ppm y otro de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.44 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrégeno de la amina. La formula molecular CsH3sN3Os fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacién
m/z = 494.22 (m/z tedrico = 494.22) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisémero es 4.862 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisdémero es 5.110 min.

Para los compuestos 169 y 170: ambos diasteroisomeros muestran un singlete de 1 proton
que aparece a 4.58 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al proton contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular CosH34N30sS fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacién
m/z = 524.21 (m/z tedrico = 524.21) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 4.987 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisémero es 5.202 min.

Para los compuestos 171 y 172: uno de los diasteroisdmeros muestra un singlete de 1 proton
que aparece a 4.41 ppm y otro de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.40 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al proton contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular CasH34N3OsS fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacién
m/z = 500.21 (m/z tedrico = 500.21) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 4.745 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisémero es 4.968 min.

Para los compuestos 173 y 174: uno de los diasteroisdémeros muestra un singlete de 1 proton
que aparece a 4.42 ppm y otro de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.41 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular CosH34N305S fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion
m/z = 500.21 (m/z tedrico = 500.21) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 4.730 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisémero es 4.958 min.

Para los compuestos 175 y 176: uno de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton
que aparece a 4.62 ppm y otro de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.47 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al protén contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular C27H36N306S fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacion
m/z = 530.22 (m/z tedrico = 530.22) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 4.736 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisémero es 4.950 min.

Para los compuestos 177 y 178: uno de los diasteroisdémeros muestra un singlete de 1 proton
que aparece a 4.62 ppm y otro de los diasteroisomeros muestra un singlete de 1 proton que
aparece a 4.49 ppm en sus espectros de RMN-'H y que corresponden al proton contiguo al
carbonilo de la amida y al nitrogeno de la amina. La formula molecular C27H36N306S fue
confirmada mediante su espectro de masas (HPLC-MS), que muestra una sefial con una relacién
m/z = 530.22 (m/z tedrico = 530.22) correspondiente al ion [M+H]". El tiempo de retencion de
un diasteroisomero es 4.639 min. y el tiempo de retencion del otro diasteroisomero es 4.905 min.
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3.3.3 Sintesis de lactamas derivadas del oseltamivir

De acuerdo con el tercer subobjetivo de este capitulo de la Tesis Doctoral, 2.3.3,
planteamos la sintesis de las lactamas biciclicas 111 y 112 derivadas del oseltamivir (34) (Figura
103), con el objetivo de potenciar la actividad de este farmaco manteniendo un peso molecular
reducido.

o) o)
NH N\—NH
N A
H2NiioL A
HNY

HNY

o
111 112

Figura 103. Estructura de lactamas biciclicas 111 y 112 derivadas de oseltamivir (34).

La formacion de lactamas a partir del acido (-)-shikimico (24) es un procedimiento sintético
que ha descrito nuestro grupo de investigacion, como hemos comentado anteriormente.'?* La
estructura del oseltamivir (34), cuya sintesis se lleva a cabo a partir del acido (~)-shikimico (24),
conserva todavia el grupo &cido carboxilico conjugado con un doble enlace del acido
(-)-shikimico, lo convierte en un compuesto facilmente transformable en lactamas.

Por ello, planteamos la sintesis de las lactamas biciclicas 111 y 112 a partir del oseltamivir
(34), de acuerdo con el Esquema 52.
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/
/i/ CH3NO,, TBAF /(/ Ni raney, H,
BocHN Y O :
HNT( Y

THF
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110:* =S, 34% 234:* =S, 60%
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CH,Cl,
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1M1:* =R, 45%
112:* =S, 58%

Esquema 52. Esquema general de sintesis de las lactamas 111 y 112 a partir del oseltamivir (34).

Partiendo del fosfato de oseltamivir (34), realizamos una proteccion de su grupo amino
libre empleando di-ferc-butildicarbonato, utilizando un procedimiento descrito en la
bibliografia, para obtener el oseltamivir protegido como carbamato de terc-butilo (108).12
Sobre el carbamato 108 realizamos una reaccion de adicion de Michael empleando nitrometano
y fluoruro de tetrabutilamonio, THF seco como disolvente, atmosfera de argdn y calentando a
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reflujo. Esto nos permitié6 obtener dos compuestos, 109 (32%) y 110 (34%), que son
diastereoisomeros. La formacion de estos dos productos es debida a que el ataque del nitronato
de nitrometano sobre el doble enlace del sistema o, 3-insaturado solo se produce por una de las
caras, ya que la otra se encuentra muy impedida estéricamente por el grupo funcional éter
contiguo, pero la protonacion final del carbono contiguo al éster etilico se produce por ambas
caras. Sobre los compuestos 109 y 110 realizamos una reaccion de hidrogenacion catalitica
empleando Ni-Raney como catalizador, metanol como disolvente y presion de hidrogeno de
una atmosfera a temperatura ambiente, que transforma el grupo nitro en amino, pero esta amina
formada reacciona espontaneamente con el grupo éster en el propio medio de reaccion, dando
lugar a las lactamas 233 (60%) y 234 (60%). Finalmente, una hidrolisis acida empleando
TFA/DCM 1:1 para desproteger el grupo carbamato de terc-butilo de 233 y 234 permitio
obtener los compuestos objetivo 111 (45%) y 112 (58%), con rendimientos moderados.

El compuesto 108 se caracterizé por comparacion de sus datos espectroscopicos con los de
la bibliografia que resultaron idénticos.'?

Todos los compuestos obtenidos se caracterizaron a partir sus propiedades
espectroscopicas y espectrométricas, entre las que destacamos que:

Para el nitro derivado 109, un multiplete de un protén que aparece entre 4.48 y 4.62 ppm
y un multiplete de un protén que aparece entre 4.74 y 4.83 ppm en su espectro d¢ RMN-'H y
que corresponden al metileno en posicion alfa al grupo nitro. También la aparicion de una senal
a75.73 ppm en su espectro de RMN-'3C que corresponde al mismo grupo metileno. La formula
molecular C22H40N30s fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 474.2770 (m/z tedrico = 474.2771) correspondiente
al ion [M+H]".

Para el nitro derivado 110, un multiplete de un protén que aparece entre 4.49 y 4.61 ppm y
un doblete de un protén que aparece a 4.76 ppm en su espectro de RMN-'H y que corresponden
al metileno en posicion alfa al grupo nitro. También la aparicion de una sefial a 75.16 ppm en
su espectro de RMN-'3C que corresponde al mismo grupo metileno. La formula molecular
C22H40N30g fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que muestra una
sefial con una relacion m/z=474.2770 (m/z tedrico =474.2771) correspondiente al ion [M+H]".

Para la lactama 233, la desaparicion de los protones pertenecientes al éster etilico, asi como
la aparicion de un multiplete de 2 protones que aparece entre 3.10 y 3.24 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponden al metileno en posicién alfa al nitrégeno de amida. La formula
molecular C20H36N30s5 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 398.2611 (m/z tedrico = 398.2610) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la lactama 234, la desaparicion de los protones pertenecientes al éster etilico, asi como
la aparicion de un multiplete de 2 protones que aparece entre 3.30 y 3.38 ppm en su espectro de
RMN-'H y que corresponden al metileno en posicién alfa al nitrégeno de amida. La formula
molecular C0H36N30s5 fue confirmada mediante su espectro de masas de alta resolucion, que
muestra una sefial con una relacion m/z = 398.2611 (m/z tedrico = 398.2610) correspondiente
al ion [M+H]".

Para la lactama 111, la desaparicién de los protones pertenecientes al carbamato de ferc-
butilo, asi como la aparicion de un multiplete de 2 protones que aparece entre 3.19 y 3.28 ppm
en su espectro de RMN-'H y que corresponden al metileno en posicion alfa al nitrégeno de
amida. La formula molecular C15sH23N30;3 fue confirmada mediante su espectro de masas de
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alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 298.2126 (m/z tedrico =
298.2125) correspondiente al ion [M+H]".

Para la lactama 112, la desaparicion de los protones pertenecientes al carbamato de ferc-
butilo, asi como la aparicién de un multiplete de 2 protones que aparece entre 3.34 y 3.43 ppm
en su espectro de RMN-'H y que corresponden al metileno en posicion alfa al nitrogeno de
amida. La féormula molecular Ci1sH23N303 fue confirmada mediante su espectro de masas de
alta resolucion, que muestra una sefial con una relacion m/z = 298.2127 (m/z tedrico =
298.2125) correspondiente al ion [M+H]".

3.3.4 Estudio de inhibicion de las neuraminidasas de los derivados de oseltamivir
sintetizados.

Una vez obtenidas las moléculas deseadas, se estan llevando a cabo los ensayos de
actividad farmacoldgica para comprobar su capacidad de inhibicion de neuraminidasas y poder
demostrar asi que nuestra hipotesis inicial (ver pagina 76).
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Se ha logrado la sintesis de una quimioteca de 32 amidas, bisamidas y poliamidas
derivadas de hexosas, mediante reacciones sencillas y econdémicas cuyo paso clave
es la apertura de una lactona derivada de una hexosa con una amina, diamina o

poliamina, alquilica o arilica.

Se ha logrado la sintesis de una quimioteca de 8 amidas y bisamidas derivadas del

acido (-)-shikimico (24), mediante reacciones sencillas cuyo paso clave es una

reaccion de acoplamiento entre el 4cido (-)-shikimico (24) con una amina o diamina

alquilica.

Se ha estudiado la actividad IRI de los 32 compuestos derivados de hexosas, y de

los 8 compuestos derivados del acido (-)-shikimico (24). Los resultados obtenidos

nos han permitido llegar a una primera aproximacion entre la estructura de estos

compuestos y su actividad IRI.
Para los compuestos derivados de hexosas:

- De las cuatro estereoquimicas estudiadas modificando la parte polar de la
molécula (D-gluco, D-galacto, D-gulo y L-ido), la estereoquimica de la D-glucosa
es la que presenta una mayor actividad, por lo que se consider6 como la
estereoquimica adecuada para emplear en el resto de moléculas derivadas de

hexosas.

- La modificacién de la longitud de cadena apolar tiene un gran peso en la actividad

IRI de las moléculas, siendo la cadena de ocho dtomos de carbono la que presenta

mejor actividad.

- Las bisamidas tienden a presentar una mejor actividad en comparacioén con sus
monoamidas analogas con la misma longitud de cadena. Entre ellas, cabe destacar
la bisamida 94b (Glu-C8-Glu), que presenta una actividad mayor (8.15%) que la
amida modelo 9b (10%), aunque pierde su actividad a una concentraciéon mayor (2

mM frente a 0.5 mM)

- Las poliamidas tienden a perder su actividad respecto a las monoamidas y
bisamidas, probablemente debido a la perdida de la anfifilia/bolaanfifilia en su

estructura.
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- La sustitucion de la cadena de alcano por una cadena con un anillo aromatico y
un conector alquilico presenta resultados claramente favorables solo cuando el
conector presenta un grupo metileno, tanto en la forma anfifilica como

bolaanfifilica.

- Los sustituyentes en el anillo aromadtico tienen una gran influencia en la actividad
de estas moléculas. Los sustituyentes flior tienden a aumentar la actividad,
mientras que sustituyentes cloro, bromo y oxigeno hacen que se reduzca la

actividad casi hasta hacerla desaparecer.

Para los compuestos derivados del acido (-)-shikimico (24):

- Las moléculas derivadas del acido (-)-shikimico (24) aunque presentan todas
menores actividades que sus andlogas derivadas de hexosas, contintian con las
mismas tendencias, siendo las bisamidas mas activas que sus andlogas monoamida

de misma longitud de cadena.

Se ha logrado la sintesis de una biblioteca de 12 amidas bolaanfifilicas asimétricas
derivadas del 4cido (-)-shikimico (24), mediante reacciones sencillas cuyo paso
clave es un acoplamiento entre el acido (-)-shikimico (24) y una amina alquilica
sustituida en uno de sus extremos por un grupo éster, acido carboxilico, carbamato

0 amina.

Se ha estudiado la capacidad de gelificacion de 10 compuestos derivados de

hexosas, y de 20 compuestos derivados del acido (-)-shikimico (24) en 14

disolventes de distinta constante dieléctrica, en mezclas de etanol/agua y disolucion

PBS y de los resultados obtenidos se puede concluir que:

- Las amidas anfifilicas y las bisamidas bolaanfifilicas derivadas de hexosas
mostraron en general una baja solubilidad y una baja capacidad de gelificacion,
siendo lo mas destacable la capacidad de gelificacion entre buena y moderada de:
agua, disolucion PBS y mezclas de agua y etanol para algunas de ellas, aunque estos

geles mostraron ser muy débiles.

- Las amidas anfifilicas y las bisamidas bolaanfifilicas simétricas derivadas del
acido (-)-shikimico (24) presentaron una capacidad de gelificacion también muy

limitada, debido a la baja solubilidad de las primeras y a la alta solubilidad de las
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segundas en la mayoria de los disolventes empleados. Sin embargo, también
mostraron una buena capacidad de gelificacion de: agua, disolucion PBS y mezclas
de agua y etanol para alguna de ellas, siendo especialmente relevante el caso de la
capacidad para gelificar agua de la bisamida 91¢ (Shi-C12-Shi) (cmg, 1.8 mg/mL),

lo que hace que pueda considerarse un agente supergelificante de agua.

- Las amidas bolaanfifilicas asimétricas derivadas del 4cido (-)-shikimico (24) tanto
en su forma de éster, como de acido, de carbamato o de amina, al contrario que las
amidas bolaanfifilicas simétricas, mostraron una gran solubilidad y ningun

resultado de gelificacion relevante.

- Los estudios estructurales llevados a cabo con nuestro agente supergelificante de
agua 91c¢ (Shi-C12-Shi), mediante experimentos de microscopia electronica SEM
y TEM, revelan dos tipos de estructuraciones en las fibras del gel, dependientes del
proceso de formacién del mismo. Experimentos adicionales de cryoTEM nos
permitieron observar las fibrillas formadas por el compuesto en el paso previo a la

estructuracion macroscopica.

- Los geles formados por nuestro agente hidrogelante 91c¢ (Shi-C12-Shi) son
capaces de absorber moléculas con diferentes estructuras, como los colorantes azul
de metileno (cationico) y el naranja de metilo (anionico). Esta capacidad es
excelente para la absorcion en ambos casos y para la liberacion del azul de metileno,

siendo moderada para la liberacion del naranja de metilo.

Se ha logrado la sintesis de una quimioteca de 12 amidas secundarias, 12 amidas
primarias y 2 lactamas derivadas del oseltamivir (34), mediante reacciones

multicomponente de Ugi, Strecker y adicion de Michael.

La actividad farmacologica de los 26 compuestos sintetizados a partir de
oseltamivir (34), disefiadas como posibles inhibidores de neuraminidasas, esta

siendo investigada.
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5.1 Técnicas Experimentales

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Varian 300 (300 MHz para 'Hy
75 MHz para *C) en CDCls, salvo que se especifique lo contrario. Se utiliz6 TMS como
referencia interna y los desplazamientos quimicos vienen dados en la escala 6 (ppm).

Los espectros de RMN de 'H, '3C y DEPT que se incluyen fueron procesados con el
software MestreNova.

Los espectros de masas de alta resolucion se realizaron en un espectrometro VG Autospect
20-250 mediante insercion directa, usando la técnica de electrospray.

Los espectros IR se realizaron en un espectrofotometro PerkinElmer® FT- IR.

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro digital JASCO P- 2000, empleando
una lampara de sodio (589 nm) y una cubeta de 1 cm. El valor de la rotacion Optica es la media
de 10 valores tomados durante 15 seg. de integracion cada uno. Los valores de concentracion
de la muestra se dan en mg/mL.

Las cromatografias en columna se hicieron sobre gel de silice 60 Merck®. 230-400 mesh
(flash, 0.04-0.063) y las ccf se realizaron sobre gel de silice 60 GF2s4 Merck®.

Como reveladores se utilizaron una ldmpara de UV (A: 254 y 360 nm) y las mezclas
Hanessian, Ninhidrina y Permanganato de potasio.

Los filtrados sobre Celita® se llevaron a cabo utilizando Celita 545 Coarse de Fluka.

Las reacciones que se llevaron a cabo bajo atmdsfera de argon fueron realizadas en
matraces que previamente fueron secados a la llama con un mechero Biinchen mientras se
purgaban con argén.

Tanto para las concentraciones a presion reducida como a alto vacio se empled un rotavapor
Biichi, en el segundo caso con un condensador de dedo frio.

Los reactivos, disoluciones y disolventes secos se afiadieron via jeringa o canula.
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Disolucion Buffer PBS:

Se prepar6 disolviendo 8 g de NaCl en 800 mL de H>O destilada, tras lo que se afiadieron
sucesivamente: 0.2 g de KCl, 1.44 g de NaxHPO4 y 0.24 g de KH>POs. Tras la total disolucion
de los compuestos, se midio el pH con un pHmetro y se ajust6é a pH 7.4 empleando HCI 1M.
Por ultimo, se ajusté el volumen total de la disoluciéon a 1.000 L.
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5.2 Sintesis de amidas derivadas de hexosas
5.2.1 Sintesis de la (2R,35,4R,SR)-N-butil-2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida (9a)

, OH OH
N \/\/N ~ ~
\\\ "/ * NH2 MeOH H OH
reflujo, 2 h O OH OH
49% 9a

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argon se disuelve 57 (0.50 g,
2.80 mmol) en 3 ml de MeOH. Se afiade la n-butilamina (41) (0.30 ml, 3.00 mmol) y se deja
reaccionar a reflujo durante 2 horas. Se filtra el precipitado resultante, se lava con metanol frio
y se reprecipita en metanol, obteniéndose 9a como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento
del 49%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'!*
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5.2.2 Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-/NV-octilhexanamida (9b)

\/\/\/\/NHZ

OH OH
HO 00 40 H H H
> \/\/\/\/
HO\\, 'I/OH MeOH \"/\:/Y\OH
reflujo, 2 h (e} OH OH
OH o
64% 9b
57

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argon se disuelve 57 (2.00 g,
11.22 mmol) en 10 mL de MeOH. Se afiade la n-octilamina (40) (1.52 g, 11.78 mmol) y se deja
reaccionar a reflujo durante 2 horas. El precipitado se seca a vacio y se recristaliza en metanol,
obteniéndose 9b, como un solido cristalino, con un rendimiento del 64%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.''®
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5.2.3 Sintesis de la (2R,35,4R,SR)-N-dodecil-2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida (9¢)

0._0O
HO
HO OH
OH
57

NH
/% ’ OH OH
H = =
42 N : :
" - Xj}/ \n/\i/\‘/\OH
reflujo, 2 h 0 OH OH
89% 9
[

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argon se disuelve 57 (1.00 g,
5.61 mmol) en 10 mL de MeOH. Se anade la n-dodecilamina (42) (1.04 g, 5.61 mmol) y se deja
reaccionar a reflujo durante 2 horas. El precipitado se seca a vacio y se reprecipita en metanol,
obteniéndose 9¢, como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 89%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.

116
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5.2.4 Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-N-hexadecil-2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida (9d)

NH,
HO 00 /@Y H 9H OH
43 /WN : : OH
HO" “'OH MeOH 1 M
OH reflujo, 2 h © OH OH
96% od

57

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argon se disuelve 57 (2.00 g,
11.22 mmol) en 10 mL de MeOH. Se afiade la n-hexadecilamina (43) (2.97 g, 12.30 mmol) y
se deja reaccionar a reflujo durante 2 horas. Se filtra el precipitado y se lava con metanol frio.
El solido se seca a vacio, obteniéndose 9d, como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento

del 96%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!'®
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5.2.5 Sintesis de la  (3aR,3bS,6S5,6aR,7aR)-6-hidroxi-2,2-dimetiltetrahidrofuro
[2',3":4,5]furo[2,3-d][1,3]dioxol-5(3bH)-ona (115)

HO HQ
o Acetona, H,SO,4 OZQIO)
o . -
o/ "'OH ta,7h o~/ 9
O 67% /07‘/

En un matraz de fondo redondo se disuelve 113 (2.00 g, 11.35 mmol) en 30 mL de acetona,
se enfria a 0 °C y se afiaden 2 mL de H2SO4 conc. Se deja reaccionar durante 7 horas, se afiade
NaHCOs para detener la reaccion, se filtra y se concentra a sequedad. Se disuelve el residuo
resultante en 150 mL de AcOEty se lava con 50 mL de NaHCOs3 saturado y 50 mL de salmuera.
Se seca con NaxSO4 y se concentra a sequedad, obteniéndose 115, como un sélido anaranjado
amorfo, con un rendimiento del 67%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'?’
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5.2.6 Sintesis de la (5)-2-hidroxi-2-((3aR,5S,6S,6aR)-6-hidroxi-2,2-dimetiltetra-
hidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol-5-yl)-NV-octilacetamida (117)

ta., 12h
58%

HO OH
o~~~ NHy H
o 0 40 oSN O~.10
2 T —— )K(
o™~ MeOH o g
O/f/ HO
115 117

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdn se disuelve la

n-octilamina (40) (0.80 mL, 4.63 mmol) en 10 mL de MeOH. Se afiade poco a poco 115 (1.00
g,4.63 mmol) y se deja reaccionar a reflujo toda la noche. Se elimina el disolvente a vacio y se
purifica el crudo por cromatografia en columna (AcOEt/Hexano 1:1), obteniéndose 117, como
un solido marrén amorfo, con un rendimiento del 58%.
RMN-!H (300 MHz, CDCl3): 8 0.79 —0.95 (m, 3H, CHs3), 1.22 — 1.37 (m, 12H, 5XCH. + CHj3),
1.47 (s, 3H, CHa), 1.53 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 3.32 (q, J = 7.1 Hz, 2H, NCH), 4.16 — 4.29
(m, 2H, 2x OCH), 4.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H, OCH), 4.56 (d, J = 3.4 Hz, 1H, OCH), 5.98 (d, J =
3.5 Hz, 1H, OCH), 6.61 (s, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CDCl3): & 14.4 (CHs), 23.7 (CH2), 26.5 (CHs), 27.1 (CH3), 27.9 (CHo),
30.4 (CH2), 33.0 (CHz), 40.2 (CH2), 71.0 (OCH), 75.9 (OCH), 82.2 (OCH), 86.5 (OCH), 106.4
(OCH), 112.9 (C.), 174.4 (C=0).

IR (v, cm™): 3362 (OH y NH) 1650 (CO)
EMAR (ESI¥): calculado para C17H32NOs, 346.2224; encontrado, 346.2224.
[a]o??: -14.1 (c 9.8, MeOH)
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5.2.7 Sintesis de la (25,35,4R,55)-2,3.,4,5,6-pentahidroxi-/N-octilhexanamida (92)

1. TFA/H,0 1:1 OH OH

H H
~o~o SN
; : OH

QO/EtOH
ta.,1h 92
22% (2 pasos)

Se disuelve 117 (0.87 g, 2.51 mmol) en 16 mL de una mezcla de HO/TFA 1:1 y se deja
reaccionar durante 4 horas y media. Se comprueba el avance de la reaccion por ccf
(AcOEt/hexano 1:1, R¢: 0.2). Se elimina el disolvente a vacio, se lava con tolueno para eliminar
los restos de TFA y se concentra a sequedad. Se disuelve el solido resultante en 16 mL de una
mezcla de HO/EtOH 1:1, y se anaden 190 mg de NaBH4 (2 eq, 5 mmol) poco a poco. Se
comprueba el avance de la reaccion por capa fina. Se detiene la reaccion afiadiendo NH4Cl, se

filtra para eliminar las sales y se concentra a sequedad. Se purifica el residuo por columna
(CH2CI2/MeOH 88:12). Se obtiene 92 con un rendimiento del 22%.

RMN-IH (300 MHz, DMSO-ds): & 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 3H, CHa), 1.24 (s, 10H, CH2), 1.33 —
1.46 (M, 2H, CHy), 3.06 (q, J = 6.8 Hz, 2H, NCHy), 3.38 — 3.50 (m, 2H, 2xOCH), 3.54 (s, 1H,
OCH), 3.59 — 3.70 (m, 2H, OCH), 3.90 (t, J = 5.7 Hz, 1H, OCH), 4.38 — 4.60 (m, 3H, OH),
4.70 (s, 1H, OH), 5.52 (d, J = 6.4 Hz, 1H, OH), 7.85 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CD3OD): 8 14.4 (CHs), 23.6 (CH2), 28.0 (CHz), 30.1 (CHz), 30.4 (CH2),
32.8 (CH), 32.9 (CHy), 40.2 (CH2), 64.0 (OCHy), 70.9 (OCH), 73.3 (OCH), 74.5 (OCH), 74.6
(OCH), 175.5 (C=0).

IR (v, cm™?): 3351 (OH y NH) 1637 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C14H30NOs, 308.2068; encontrado, 308.2068.
[o]o?%: -10.9 (c 8.6, MeOH)
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5.2.8 Sintesis de la (R)-2-hidroxi-2-((3aR,5S5,6S,6aR)-6-hidroxi-2,2-dimetiltetra-
hidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)-N-octilacetamida (118)

= S~~~ NH, H OH
0 40 N~ P~ 10
ATy s %
0] s MeOH o) e}
/O/i/ reflujo, 4 h HO
116 118

99%

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argén se disuelve 116 (200
mg, 0.925mmol) en 2 mL de MeOH. Se afiade la n-octilamina (40) (0.15 mL, 0.925 mmol) y
se deja reaccionar a reflujo durante 4 horas. Se comprueba el avance de la reaccion por ccf
(CH2CI2/MeOH 98:2 Ry: 0.3). Se detiene la reaccion y se elimina el disolvente a vacio. Se
purifica por cromatografia en columna (AcOEt/hexano 1:1), obteniéndose 118 con un
rendimiento del 99%.
RMN-!H (300 MHz, DMSO-ds): 6 0.86 (t, 3H, CH3), 1.19 — 1.32 (m, 13H, 5XxCH2> + CHj3),
1.32-1.47 (m, 5H, CH2 + CH3), 3.08 (q, J = 6.7 Hz, 2H, NCHy), 4.00 — 4.04 (m, 2H, 2xOCH),
4.14 (m, 1H, OCH), 4.43 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OCH), 5.37 (s, 1H, OCH), 5.74 (d, J = 5.0 Hz, 1H,
OH), 5.86 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OH), 7.92 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CDCl3): 6 14.1 (CHs), 22.6 (CH2), 26.3 (CHs), 26.9 (CH3), 26.9 (CHo),
29.2 (CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy), 31.8 (CHy), 39.3 (CHy), 71.6 (OCH), 75.4 (OCH), 83.8
(OCH), 85.2 (OCH), 105.0 (OCH), 111.9 (C,), 171.4 (C=0).

IR (v, cm™?): 3358 (OH y NH) 1650 (Amida 1) 1539 (Amida I1)
EMAR (ESIY): calculado para C17H32NOs, 346.2224; encontrado, 346.2226.
[a]o?3: -0.5 (c 7.6, CHCls)
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5.2.9 Sintesis de la (2R,35,4R,5S5)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-N-octilhexanamida (93)

1. TFA/H,0 1:1 OH OH
__ta,4h H = =
>< 2. NaBH Tonesn, T T \[]/\:/\:/\OH
a 4 = =
H,O/EtOH 93 O OH OH

ta.,2h
70% (2 pasos)

Se disuelve 118 (300 mg, 0.925 mmol) en 10 mL de una mezcla de HoO/TFA 1:1 y se deja
reaccionar durante 4 h. Se comprueba el avance de la reaccion por ccf (AcOEt/hexano 1:1 Ry
0.1). Se detiene la reaccion y se elimina el disolvente a vacio, y se lava con tolueno para eliminar
restos de TFA. Se disuelve el crudo en 10 mL de una mezcla de HoO/EtOH 1:1 y se afade
NaBH4 (70 mg, 1.85 mmol) poco a poco. Se deja reaccionar durante 2 horas y se comprueba el
avance de la reaccion por ccf (CH2Cl,/MeOH 88:12, R¢: 0.25). Se afiade NH4Cl para detener la
reaccion, se concentra a sequedad y se purifica el crudo por cromatografia en columna
(CH2CI2/MeOH 88:12) preadsorbida en celita. Se obtiene 93 con un rendimiento del 70%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 0.81 — 0.92 (m, 3H, CHs), 1.24 (s, 10H, 2xCHy), 1.33 —
1.54 (M, 2H, CHy), 2.99 — 3.14 (m, 2H, NCHy), 3.56 (m, 2H, 2xOCH), 3.85 (t, J = 5.8 Hz, 1H,
OCH), 3.98 (d, J = 3.6 Hz, 1H, OCH), 4.08 — 4.17 (m, 2H, OCHy), 4.33 (d, J = 5.7 Hz, 1H,
OH), 4.39 (d, 1H, OH), 4.47 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.61 (d, J = 5.0 Hz, 1H, OH), 5.41 (d, J =
5.1 Hz, 1H, OH), 7.53 (t, J = 5.8 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CD3OD): 8 14.4 (CHs), 23.6 (CH2), 28.0 (CHz), 30.1 (CHy), 30.3 (CH2),
30.4 (CHy), 32.9 (CH2), 40.2 (CH2), 64.3 (OCH,), 72.7 (OCH), 72.8 (OCH), 73.3 (OCH), 73.4
(OCH), 175.0 (C=0).

IR (v, cm™): 3363 (OH y NH) 1654 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C14H30NOs, 308.2068; encontrado, 308.2068.
[o]p?%: +23.8 (c 4.8, MeOH)
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5.2.10 -Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-N-(4-((2-oxo0-2-fenil-112-
etil)amino)butil)hexanamida (125)

o 0._0O OH OH O
) ) + HoN NHCbz ————————» HO\/'\/'\)J\
HO oy /\M:\ MoOH i N/\M;\NHCbz
OH 124 reflujo, 2 h OH OH
90%
57 125

En un matraz de fondo redondo se disuelve 57 (100 mg, 0.56 mmol) en 3 mL de MeOH,
se aflade 124 (145 mg, 0.56 mmol) y DIPEA (0.1 mL, cat) y se deja reaccionando a reflujo. Tras
2 h de reaccion se concentra el disolvente a vacio, el crudo obtenido se precipita en CH2Cly, se
filtra y se lava con CH2Cl y éter etilico. Se obtiene 125 como un s6lido blanco amorfo con un
rendimiento del 90% que se usa en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.
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5.2.11 Sintesis de la (2R,3S,4R,5R)-N-(4-aminobutil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (126)
OH QH O OH OH O
HO - Pd/C, H, HO :
- ON NHCbz ———————2 3=
OH OH H/\M;\ MeOH - H/\M;\NHZ
ta, 12h OH OH
125 126

En un matraz de fondo redondo se disuelve 125 (150 mg, 0.37 mmol) en 4 mL de MeOH,
se desgasifica bajo argon, se anade Pd/C (100 mg, 0.037 mmol) y se deja reaccionando bajo
atmosfera de Hy. Tras 12 h de reaccion se observa la desaparicion del producto de partida
(AcOEt/MeOH/H>0 10:2:1, Ry: 0.5) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (Re: 0.1).
La disolucion se filtra sobre celita, se lava con MeOH y el filtrado se concentra a sequedad para
obtener 126 como un sdlido aceitoso que se usa en la siguiente reaccion sin purificacion
adicional.
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5.2.12 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S,4R,4'R,5R,5'R)-N,N'-(butano-1,4-diil)bis(2,3,4,5,6-
pentahidroxihexanamida) (94a)

QH OH O HO 00 DIPEA OH OH O O OH OH
HO\/K/\)L + HO\/'\/\)'L 2 OH
>N NH . -
o HAM;\ 2 ho OH MeOH I NAH;\N
OH reflujo, 2 h OH OH OH OH
126 57 90% 94a

En un matraz de fondo redondo se disuelve 126 (75 mg, 0.28 mmol) en 3 mL de MeOH,
se afiade 57 (60 mg, 0.33 mmol) y DIPEA (0.1 mL, cat) y se deja reaccionando a reflujo. Tras
2 h se comprueba mediante el test de Kaiser la desaparicion de la amina primaria, se concentra
el disolvente a vacio y el crudo obtenido se precipita en EtOH y se filtra, lavando sucesivamente

con CHxCly y éter etilico para obtener 94a como un so6lido blanco amorfo con un rendimiento
del 90%.

RMN-H (500 MHz, DMSO-de): & 1.39 — 1.49 (m, 4H, 2xCH>), 3.11 (d, J = 6.0 Hz, 4H,
2xNCHy), 3.39 — 3.46 (m, 2H, 2xOCH), 3.52 (q, J = 3.2, 2.5 Hz, 4H, 2xOCH5), 3.56 — 3.62 (m,
2H, 2xOCH), 3.89 (dd, J = 3.8, 2.1 Hz, 2H, 2xOCH), 4.01 (d, J = 3.8 Hz, 2H, 2xOCH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 25.78 (CHy>), 38.68 (CH>), 62.62 (OCH,), 70.34 (OCH), 71.11
(OCH), 72.21 (OCH), 73.44 (OCH), 174.15 (C=0).

IR (v, cm™?): 3298 (OH y NH) 1623 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C16H33sN2012, 445.2038; encontrado, 445.2033
[o]p?%: -15.48 (c 1.0, MeOH)
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5.2.13 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S,4R,4'R,5R,5'R)-N,N'-(octano-1,8-diil)bis(2,3,4,5,6-
pentahidroxihexanamida) (94b)

0._0O

HO OH OH O O OH OH
L aNT YO, ————— Ho L AN - _OH
HO' ‘OH 6 MeOH EO ”AM?”
OH 45 reflujo, 2 h OH OH OH OH
57 90% 94b

En un matraz de fondo redondo se disuelve 57 (100 mg, 0.56 mmol) en 4 mL de MeOH.
Se anade el 1,8-diaminooctano (45) (40.4 mg, 0.28 mmol) y se calienta a reflujo durante 2
horas. Tras ese tiempo se observa la aparicion de un sélido blanco. Se deja enfriar la disolucion,
se filtra y se lava con MeOH frio y éter etilico. Se seca el sélido a vacio para obtener el
compuesto 94b como un sélido blanco amorfo con un 90% de rendimiento.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-de): & 1.24 (s, 8H, 4xCH>), 1.40 (s, 4H, 2xCH5), 2.97 — 3.14 (m,
4H, 2XxNCHy), 3.51 (d, J = 31.4 Hz, 6H, 6xOCH), 3.92 (d, J = 22.6 Hz, 4H, 2xOCHy), 4.43 (dd,
J =437, 18.2 Hz, 8H, 8xOH), 5.35 (s, 2H, OH), 7.60 (s, 2H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 26.31 (CHz), 28.72 (CHy), 29.12 (CH2), 38.13 (CH:), 38.69
(CH2), 38.96 (CH), 39.24 (CHy), 39.52 (CHz), 39.80 (CH2), 40.08 (CH3), 40.36 (CHy), 63.30
(OCHy), 70.07 (OCH), 71.42 (OCH), 72.32 (OCH), 73.53 (OCH), 172.13 (C=0), 172.21
(C=0).

IR (v, cm™?): 3289 (OH y NH) 1620 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C20H41N2012, 501.2654; encontrado, 501.2653.
[a]o??: -13.94 (c 1.0, MeOH)
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5.2.14 Sintesis de la (2R,2'R,3S5,3'S,4R4'R,5R,5'R)-N,N'-(dodecano-1,12-diil)bis
(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (94c)

0._0

HO OH OH O O OH OH
. . + HoN NH, ——» Ho I A _OH
HO™ “OH 2 /\91/0\ 2 MeOH - - N/\M/\N)H/H/\/
L 46 reflujo, 2 h oH o6n M H o4 om
0,
57 80% 94c

En un matraz de fondo redondo se disuelve 57 (200 mg, 1.12 mmol) en 4 mL de MeOH.
Se afiade la 1,12-diaminododecano (46) (180 mg, 0.56 mmol) y se calienta a reflujo durante 2
horas. Tras ese tiempo se observa la aparicion de un sélido blanco. Se deja enfriar la disolucion,
se filtra y se lava con MeOH frio y éter etilico. Se seca el sélido a vacio para obtener el
compuesto 94¢ como un solido blanco amorfo con un 80% de rendimiento.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-de): 8 1.22 (s, 16H, 8xCH), 1.38 (s, 4H, 2xCH5), 3.04 (m, 4H,
2xNCHy), 3.32 (M, 8H, 4XOCH + 2xOCH}), 3.88 (d, J = 5.9 Hz, 2H, 2xOCH), 3.94 (d, J = 5.3
Hz, 2H, 2xOCH), 4.25 — 4.38 (m, 4H, 4xOH), 4.46 (d, J = 18.6 Hz, 4H, 4xOH), 5.30 (d, J = 5.0
Hz, 2H, 2xOH), 7.55 (t, J = 6.0 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 26.81 (CHz), 29.25 (CHy), 29.47 (CH2), 29.59 (CH:), 38.70
(CH2), 39.15 (CH), 39.43 (CHy), 39.71 (CHy), 39.98 (CH2), 40.26 (CH3), 40.54 (CHy), 40.82
(CH,), 63.83 (OCH2), 70.58 (OCH), 71.95 (OCH), 72.85 (OCH), 74.04 (OCH), 172.65 (C=0).

IR (v, cm™?): 3291 (OH y NH) 1623 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C24H49N2012, 557.3280; encontrado, 557.3280.
[a]o?%: -16.25 (c 1.0, MeOH)
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5.2.15 Sintesis del 1,16-hexadecanodiol (128)

o O

LiAH,
—_—
" OJ\H/U\ on T THF Ho/\QZ\OH
4 0°C, 24 h
127 95% 128

En un matraz de fondo redondo de dos bocas, purgado y bajo atmdsfera inerte de argdn se
disuelve 127 (1.0 g, 3.49 mmol) en 35 mL de THF seco. Se enfria a 0°C y se afiade LiAIH4 (270
mg, 6.98 mmol) poco a poco, manteniendo el balon bajo atmdsfera inerte. Tras 24 h de reaccion
se observa la desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:1, R¢: 0.1) y la aparicion de
un nuevo producto de reaccion (Rs: 0.3). Se afiaden 200 mg de Na>SO4 y 5 mL de H>O gota a
gota hasta que se observa una suspension blanca, se afiaden 100 mg de MgSOg y se filtra el
precipitado, lavando con CH2Cls. El filtrado se concentra a vacio y se purifica por columna
(AcOEt/Hex 1:1) para obtener 128 como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 95%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'?8
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5.2.16 Sintesis del 1,16-diyodohexadecano (129)
Ho/\(‘ij\OH Io, P—::; :;n'\i/ldFazoI I/\H/\I

14
0°C, 24 h 129

92%

128

En un matraz purgado y bajo atmdsfera inerte de argén se disuelve 128 (0.86 mg, 3.34
mmol) en 70 mL de THF seco, se afiaden unas gotas de DMF y se enfria a 0 °C. Se afiade I»
(4.3 g, 16.7 mmol), Imidazol (1.6 g, 23.1 mmol) y PPh3z (4.4 g, 16.7 mmol), se cubre el balon
con papel de aluminio y se deja reaccionando a 0°C. Tras 24 h de reaccidon se observa la
desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:1, Re: 0.3) y la aparicion de un nuevo
producto de reaccion (AcOEt/Hex 1:40, R¢: 0.7). Se afiaden 15 mL de MeOH, se concentra el
disolvente a vacio y el crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/Hex
1:40) para obtener 129 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 92%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'?°

193



Pablo Lopez Carracedo

5.2.17 Sintesis del 1,16-diazidohexadecano (130)
NaN
L owE T N NG

14
60°C, 3 h
129 82% 130

En un matraz de fondo redondo se disuelve 129 (1.40 g, 2.92 mmol) en 40 mL de DMF. Se
afiade NaNj3 (760 mg, 11.7 mmol) y se deja reaccionando a 60°C. Tras 3 h de reaccion se observa
la desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:20, R¢: 0.9) y la aparicion de un nuevo
producto de reaccion (R¢: 0.4). Se diluye con 100 mL de AcOEt, se lava con 50 mL de tiosulfato
sodico, 50 mL de H>O y 50 mL de salmuera, se concentra la fase orgéanica y se purifica por
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:20) para obtener 130 como un aceite transparente,
con un rendimiento del 82%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'?’
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5.2.18 Sintesis de la 1,16-hexadecanodiamina (47)
Ny TN, B N N,

14 THF, H,O
ta., 24 h
130 329% 47

En un matraz de fondo redondo se disuelve 130 (850 mg, 2.75 mmol) en 20 mL de una
mezcla THF/H>O 9:1. Se tapa el balon con papel de aluminio, se anade PPhs (1.6 g, 6.06 mmol)
y se deja reaccionando a t.a. Tras 24 h de reaccion se observa la desaparicion del producto de
partida (AcOEt/Hex 1:20, R¢: 0.4) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (Re: 0). Se
concentra el disolvente a vacio y se lava el crudo obtenido con AcOEt y éter dietilico, para
obtener 47 como un sélido blanco amorfo con un rendimiento del 32%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.
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5.2.19 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S,4R4'R,5R,5'R)-N,N'-(hexadecano-1,16-diil)bis
(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (94d)

HO 00 OH OH O O OH OH
, , — > no S AN ~_-OH
HO" OH HZNMNHZ MeOH S ”AM/\ﬂJ\A/H/\/

OH 47 reflujo, 20 h OH OH OH OH
%
57 27% 94d

En un matraz de fondo redondo se disuelve 57 (178 mg, 1.00 mmol) en 5 mL de MeOH.
Se anade la 1,16-diaminohexadecano (47) (103 mg, 0.40 mmol) y se calienta a reflujo durante
20 horas. Tras ese tiempo se observa la aparicion de un sélido blanco. Se deja enfriar la
disolucion, se filtra y se lava con MeOH frio y éter etilico. Se seca el s6lido a vacio para obtener
el compuesto 94d como un solido blanco amorfo con un 27% de rendimiento.

RMN-'H (500 MHz, DMSO-ds): 8 1.23 (d, J = 4.8 Hz, 28H, 14xCHy), 1.41 (p, J = 7.0 Hz,
4H, 2XCHy), 3.08 (td, J = 7.0, 5.5 Hz, 4H, 2xNCHy), 3.40 — 3.47 (m, 3H, 3xOCH), 3.49 — 3.57
(M, 4H, 2xOCHy), 3.57 — 3.62 (m, 2H, 2xOCH), 3.86 — 3.90 (M, 2H, 2xOCH), 4.00 (d, J = 3.8
Hz, 2H, 2xOCH).

RMN-13C (126 MHz, DMSO-ds): & 25.96 (CHy), 28.31 (CH2), 28.52 (CHy), 28.56 (CHa),
28.69 (CH2), 38.01 (CHy), 63.15 (OCH3), 70.14 (OCH), 71.43 (OCH), 72.23 (OCH), 73.14
(OCH), 171.77 (C=0).

IR (v, cm™?): 3307 (OH y NH) 1649 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C2gHs7N2012, 613.3906; encontrado, 613.3922.
[a]p??: -17.39 (c 1.1, MeOH)
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5.2.20 Sintesis de la (2R,2'R,3S,3'S,4R,4'R,SR,5'R)-N,N'-(2-hidroxipropano-1,3-diil)
bis(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (123)

o 0. .0 OH OH |, OH _, OH OH
HO H N o =
HO I OH reflujo, 12 h OH OH O O OH OH
122 92% 123

57

En un matraz de fondo redondo se disuelve 122 (100 mg, 1.11 mmol) en 5 mL de MeOH
(HPLC). Se afiade DIPEA (cat) y 57 (435 mg, 2.44 mmol), y se calienta a reflujo durante 12
horas. Tras ese tiempo se observa la aparicion de un sélido blanco. Se deja enfriar la disolucion,
se filtra y se lava con MeOH ftrio y éter etilico, y se seca el a vacio el precipitado obtenido. Se
obtiene el compuesto 123 como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 92%.
RMN-!H (300 MHz, DMSO-ds): & 3.13 (t, J = 5.8 Hz, 4H,2xNCHy), 3.39 (dd, J = 10.7, 5.0
Hz, 3H, 3xOCH), 3.49 (s, 4H, 2XxOCHy), 3.58 (d, J = 8.5 Hz, 3H, 3xOCH), 3.93 (s, 2H, 2xOCH),
4.02 (s, 2H, 2xOCH), 4.31 (d, J = 5.7 Hz, 2H, 2xOH), 4.38 — 4.58 (m, 6H, 6xOH), 4.98 (d, J =
4.8 Hz, 1H, OH), 5.45 (s, 2H,2x0OH), 7.64 (td, J = 6.1, 2.9 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 42.00 (CH.), 62.62 (OCH?>), 68.41 (OCH), 70.38 (OCH), 71.13
(OCH), 72.14 (OCH), 73.41 (OCH), 174.76 (C=0).

IR (v, cm™): 3302 (OH y NH) 1627 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C1sHz1N2013, 447,1748; encontrado, 447,1771.
[a]o?°: -104.81 (c 1.0, MeOH)
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5.2.21 Sintesis del 2-metil-2-((tosiloxi)methil)propano-1,3-diil bis(4-metil-
benzenosulfonato) (132)

OH OTs
TsCl, NaOH
HO OH THF, H20 TsO OTs
0°C, 12 h
131 21% 132

En un matraz de fondo redondo se disuelve 131 (500 mg, 4.16 mmol) en 3.5 mL de THF y
se enfria a 0°C. Sobre la disolucion anterior se afiade lentamente una disolucion de NaOH (830
mg, 20.8 mmol) en 2.5 mL de H20. Con ayuda de un embudo de adicion, se afiade gota a gota
una disolucion de TsClI (2.4 g, 12.48 mmol) en 2.5 mL de THF sobre la disolucion anterior, y
se deja agitando a 0°C. Tras 12 horas de reaccion se observa la desaparicion del producto de
partida (Rs: 0.1, AcOEt/Hex 1:1) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (Ry: 0.4). Se
afiaden 30 mL de H>O/hielo y se extrae con 5x20 mL de CH2Cla, se secan las fases organicas y
se concentra a vacio. Se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) para obtener
132 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 21%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'®!
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5.2.22 Sintesis del 1,3-diazido-2-(azidometil)-2-metilpropano (133)

0Ts Nj

OTs DMF Na
TsO 80°C.24h N3

132 % 133

En un matraz de fondo redondo se disuelve 132 (500 mg, 0.85 mmol) en 20 ml de DMF
HPLC, se afiade NaN3 (600 mg, 6.8 mmol) y se deja reaccionando a 80°C. Tras 24h de reaccioén
se observa la desaparicion del producto de partida (Rs: 0.1, AcOEt/Hex 1:2) y la aparicion de
un nuevo producto (Rf: 0.7). Se deja enfriar a t.a., se afladen 40 mL de AcOEt y se lava con
5x30 mL de H>O y 3x10 mL de salmuera. La fase orgéanica se seca con Na>SOs4, se concentra a
vacio y el crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:9). Se
obtiene 133 como un aceite transparente con un rendimiento del 71%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'®2

201



Pablo Lopez Carracedo

5.2.23 Sintesis del trihidrocloruro de 2-(aminometil)-2-metilpropano-1,3-diamina (134)

N3 NH2

PPh,
Nj N3  THF, H,0 9:1 H,N NH,
t.a., 24 h
133 68% 134

En un matraz de fondo redondo se disuelve 133 (120 mg, 0.78 mmol) en 3 mL de THF/H>O
(9:1). Se tapa el balon con papel de aluminio y se afiade PPh3 (680 mg, 2.58 mmol) y se deja
reaccionando a t.a. Tras 24 h de reaccion se observa la desaparicion del producto de partida (R
0.7 AcOEt/Hex 1:2) y la aparicién de un nuevo producto (R¢: 0.1). Se concentra el disolvente a
vacio, se redisuelve en 15 mL de AcOEt y se extrae con 15x2 mL de HCI 1M. Se juntan las
fases acuosas se juntan y se concentran a sequedad para obtener 134 como su sal de hidrocloruro
como un solido blanco amorfo, con un rendimiento del 68%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!*?
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5.2.24 Sintesis de la (2R,2'R,3S5,3'S.4R.4'R,5R,5'R)-N,N'-(2-metil-2-(((2R,3S,-4R,5R)-
2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamido)metil)propano-1,3-diil)bis-(2,3,4,5,6-
pentahidroxihexanamida) (135)

HO
HO'" OH
HO OH

T

0._0
HO o
\$<\NH : /\q DIIJPMEFA Qg
HoN 2 HO" “OH :
2 80°C, 24 h HQ N OH
OH o HO N N
134 ° OH OH
57 _ N

HO” = OH
OH 135

En un matraz de fondo redondo se disuelve 134 (108 mg, 0.48 mmol) en 3 mL de MeOH,
se afiade DIPEA (0.5 mL, 2.88 mmol) y 57 (338 mg, 1.90 mmol), y se deja reaccionando a
reflujo. Tras 24 h se realiza el test de Kaiser, confirmando que 134 se ha consumido totalmente.
Se afiade 1 mL de H>O, y EtOH hasta que aparece un precipitado blanco, que se filtra, se lava
con EtOH y Et;0, y se seca a vacio para obtener 135 como un sélido blanco amorfo, con un
rendimiento del 15%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 0.65 (s, 3H, CHs), 2.86 (dd, J = 16.0, 6.6 Hz, 6H, 3x CHa),
3.15 (d, J = 5.1 Hz, 6H, 3XNCH3), 3.47 (s, 6H, 6xOCH), 3.54 (d, J = 7.5 Hz, 3H, 3xOCH), 3.89
~3.98 (M, 3H, 3xOCH), 3.98 — 4.11 (M, 5H, 3xOCH), 4.33 (d, J = 5.9 Hz, 3H, 3xOH), 4.40 (d,
J=17.2 Hz, 3H, 3xOH), 4.48 (d, J = 4.4 Hz, 3H, 3xOH), 4.55 (s, 3H, 3xOH), 5.49 (d, J = 4.7
Hz, 3H, 3xOH), 8.16 (s, 3H, 3XNH).

RMN-1C (75 MHz, D20): & 18.16 (CHs), 41.09 (Cc), 42.18 (CH,), 62.44 (OCHy), 70.16
(OCH), 70.95 (OCH), 72.38 (OCH), 73.56 (OCH), 174.99 (C=0).

IR (v, cm™): 3327 (OH y NH) 1642 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C23HasN3O1s, 652,2698; encontrado, 652,2701.
[a]p?°: -27.6 (c 1.0, MeOH)
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5.2.25 Sintesis de la pentaeritritiltetraazida (137)

Br X Br NaN; N3~ X N3
Br Br DMF N3 N3
80°C, 24 h

136 92 % 137

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argon, se disuelve 136 (500
mg, 1.29 mmol) en 10 mL de DMF seca. Se afiade NaN3 (1 g, 15.48 mmol) y se deja
reaccionando a 80 °C. Tras 24 horas de reaccion, se observa la desaparicion del producto de
partida (R¢: 0.7, AcOEt/Hex 1:9) y la aparicion de un producto de reaccion (R 0.6). La reaccion
se diluye en 30 mL de H2O y se extrae con 3x20 mL de CH>Cls. Las fases orgénicas se juntan,
se secan con Na>xSQOg4 y se concentran a vacio. El crudo se purifica por cromatografia en columna
(AcOEt/Hex 1:25), para obtener el compuesto 137 como un aceite transparente, con un 92 %
de rendimiento.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'®3
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5.2.26 Sintesis de la pentaeritritiltetraamina (138)

N~ X N3 _PdC Hy _ HN X "NH,
N N3 MeOH

3 H2N NH2
ta.,24 h
137 138

En un matraz de fondo redondo se disuelve 137 (180 mg, 0,76 mmol) en 4 mL de MeOH
(HPLC), se desoxigena bajo argon y se afiade Pd/C (10%). Se desoxigena bajo argén y se deja
reaccionando bajo atmoésfera de H». Tras 24 horas se observa la desaparicion del producto de
partida (R¢: 0.6, AcOEt/Hex 1:9) y la aparicion de un nuevo producto (R¢: 0.1). Se filtra sobre
celita y se lava con abundante MeOH, se concentra a vacio para obtener 138 como un aceite
amarillento, que se usa en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!*’
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5.2.27 Sintesis dela (2R,2'R,35,3'S,4R,4'R,5R,5'R)-N,N'-(2,2-bis(((2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahidroxihexanamido)metil)propano-1,3-diil)bis(2,3,4,5,6-
pentahidroxihexanamida) (139)

HO,
HO"' OH
HO OH
o)
NH O OH OH
HQ H ~_-OH
0.__0 HQ N\ﬁi\ﬁ
HoN" 7< ‘NH, , HO DIPEA U OH OH
HoN NH, HO™ “on DMF Hoo - on © o
OH 80°C, 24 h OH H
12% 0
138 57 OH
HO!
21OH
OH
139

En un matraz de fondo redondo se disuelve 138 (70 mg, 0.53 mmol) en 4 mL de DMF, se

afiade DIPEA (0.38 mL, 2.12 mmol) y 57 (566 mg, 3.18 mmol), y se deja reaccionando a 80°C.
Tras 48 horas se realiza una medida de HPLC-MS del crudo de reaccion y se observa la
desaparicion del producto de partida y la aparicion de un tnico compuesto (Rs: 0.5 min) con la
masa de 845 (tetramero). Se deja enfriar la disolucion, se aiade CH2Cl, hasta que aparece un
precipitado blanco y se filtra. El precipitado se lava con CH2Cl,, MeOH y Et:O, y se seca a
vacio para obtener 139 como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 12%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 2.75 (s, 4H, 4xNCH), 2.92 (s, 4H, 4xNCH), 3.17 (s, 5H,
5xCH), 3.53 (d, J = 21.3 Hz, 15H, 15xOCH), 4.00 (s, 6H, 6xOCH), 4.08 (s, 6H, 6xOCH), 4.35
(s, 5H, 5xOH), 4.50 (s, 10H, 10xOH), 4.60 (s, 5H, 5xOH), 5.60 (s, 4H, 4xOH), 8.55 (s, 4H,
AXNH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 38.10 (CHy), 48.91 (Cc), 62.58 (OCHy), 70.31 (OCH), 71.15
(OCH), 72.55 (OCH), 73.65 (OCH), 175.59 (C=0).

IR (v, cm™): 3327 (OH y NH) 1642 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C29Hs7N4O24, 845,3284; encontrado, 845,3272.
[a]p?°: -21.2 (c 1.0, MeOH)
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5.2.28 Sintesis del acetato de 2-((4R,65)-6-(hidroximetil)-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4-il)-terc-
butilo (140)

o>(o 0 o>(o 0
NaBH,
o L L I do e XX Ik
48 ta.,3h 140
85%

En un matraz de fondo redondo se disuelve 48 (1.0 g, 3.87 mmol) en 15 mL de EtOH y se
afnade NaBH4 (280 mg, 7.40 mmol). Tras 3 h de reacciéon se observa la desaparicion del
producto de partida (R¢: 0.5 AcOEt/Hex 1:5) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion
(Rg: 0.4). Se afiade H>O gota a gota hasta que la mezcla deja de burbujear y el disolvente se
concentra a vacio. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/Hex
1:5) para obtener 140 como un aceite transparente, con un rendimiento del 85%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'**
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5.2.29 Sintesis de la (45,65)-4-hidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-ona (49)

> 1) NaOH, MeOH, H,0
o 9 60°C, 12 h 0
HO\)\)\)J\
(0] 2) HCI, H,0 OH
140 ta., 1h OH 49

En un matraz de fondo redondo se disuelve 140 (780 mg, 3.00 mmol) en 10 mL de una
mezcla de MeOH/H>O 1:1, se anade NaOH (800 mg, 30.00 mmol) y se deja reaccionando a 60
°C. Tras 12 h se observa por ccf la desaparicion del producto de partida (R¢: 0.4 AcOEt/Hex
1:5) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (R 0). Se concentra el disolvente a vacio,
el crudo obtenido se redisuelve en 10 mL de H2O, se afiaden 4 mL de HCI 37% y la mezcla se
deja agitando durante 1 h. Transcurrido este tiempo se concentra el disolvente a sequedad y el
crudo obtenido se redisuelve en EtOH, se filtra a gravedad y el filtrado obtenido se concentra
de nuevo a sequedad, para obtener 49 como un s6lido blanco que se usa en la siguiente reaccion
sin purificacion adicional.
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5.2.30 Sintesis de la (3R,55)-3,5,6-trihidroxi-/NV-octilhexanamida (50)

(0]

OH OH O
0 DIPEA AN N
+ HoN AN A . HO N/\/\/\/\
OH MeOH H
reflujo, 24 h
OH 40 37% 50

49

En un matraz de fondo redondo se disuelve 49 (200 mg, 1.37 mmol) en 4 mL de MeOH,

se afade 40 (232 mg, 1.8 mmol) y DIPEA (0.1 mL, cat) y se deja reaccionando a reflujo. Tras
24 h de reaccion se concentra el disolvente a vacio y el crudo obtenido se somete a
cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H20 10:2:1, R¢: 0.2) para obtener 50 como un sélido
blanco amorfo con un rendimiento del 37%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 6 0.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 1.24 (s, 9H, CH>), 1.37 (p, J
=7.7 Hz, 3H, 3xCH), 1.52 (dt, J = 13.9, 4.9 Hz, 1H, CH), 2.15 (h, J = 8.0, 7.4 Hz, 2H, 2xCH),
3.01 (g, J=6.6 Hz, 2H, NCHy), 3.26 (t, J = 5.5 Hz, 2H, 2xOCH), 3.57 (dt, J = 9.0, 4.8 Hz, 1H,
OCH), 3.97 (d, J = 5.8 Hz, 1H, OCH), 4.46 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.54 (d, J = 4.3 Hz, 1H,
OH), 4.73 (d, J =4.2 Hz, 1H, OH), 7.69 — 7.81 (m, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): 8 13.90 (CHz), 22.03 (CH2), 26.38 (CH>), 28.60 (CHs), 28.67
(CH2), 29.07 (CH2), 31.19 (CH), 38.33 (CHs), 40.61 (CHy), 43.46 (CH>), 65.82 (OCHs), 66.16
(OCH), 69.56 (OCH), 170.58 (C=0).

IR (v, cm™): 3313 (OH y NH) 1634 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C14H30NO4, 276.2169; encontrado, 276.2172.
[a]p??: -14.2 (c 1., MeOH)
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5.2.31 Sintesis de la (BR,3'R,58,5'S)-N,N'-(octano-1,8-diil)bis(3,5,6-trihidroxi
hexanamida) (51)

(0]

OH OH © H
o ¢ HNTS S SN N2 DIPEA HOMNWNWOH
oH MeOH N
45

reflujo, 24 h 51 O OH OH
OH 49 20%

En un matraz de fondo redondo se disuelve 49 (170 mg, 1.16 mmol) en 2 mL de MeOH,

se afade 45 (55 mg, 0.38 mmol) y DIPEA (0.1 mL, cat) y se deja reaccionando a reflujo. Tras
24 h de reaccion se concentra el disolvente a vacio y el crudo obtenido se somete a
cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H20 10:4:2, Ry: 0.3) para obtener 51 como un sélido
blanco amorfo con un rendimiento del 20%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 6 1.24 (s, 8H, 4xCH>), 1.37 (dt, J = 14.0, 7.9 Hz, 6H, 2xCH>
+ CHy), 1.52 (dt, J = 13.7, 4.9 Hz, 2H, CHy), 2.02 — 2.29 (m, 4H, 2xCH>), 3.01 (g, J = 6.5 Hz,
4H, 2xNCH?>), 3.26 (t, J = 5.2 Hz, 4H, 2xOCH), 3.56 (d, J = 9.2 Hz, 2H, 2xOCH), 3.97 (s, 2H,
2XxOCH), 4.45 (d, J = 5.9 Hz, 2H, 2xOH), 4.54 (d, J = 4.3 Hz, 2H, 2xOH), 4.73 (d, J = 4.2 Hz,
2H, 2xOH), 7.74 (t, J = 5.5 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 26.34 (CHz), 28.66 (CH2), 29.06 (CH2), 38.33 (CH3), 40.62
(CH2), 43.46 (CH>), 65.82 (OCHy), 66.14 (OCH), 69.55 (OCH), 170.59 (C=0).

IR (v, cm™): 3321 (OH y NH) 1629 (CO)
EMAR (ESI%): calculado para C20H41N2Os, 437.2857; encontrado, 437.2854.
[a]p??: -23.9 (¢ 1.0, MeOH)
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5.2.32 Sintesis de la (2R,35,4R,SR)-N-Bencil-2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida (58)

0._o0 OH OH
HO DIPEA @H "
HO

"’OH MeOH z
reflujo, 20 h O OH OH
OH 57%
54 57 ° 58

En un matraz de fondo redondo se disuelve 54 (100 mg, 0.93 mmol) en 5 mL de MeOH.
Se afiade 57 (287 mg, 1.61 mmol) y DIPEA (cat) y se calienta a reflujo durante 20 horas. Tras
ese tiempo se realiza el test de Kaiser y se obtiene un resultado negativo. Se concentra el
disolvente a vacio y se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>0 10:2:1 R¢:
0.3). Se obtiene el compuesto 58 como un so6lido blanco amorfo con un 57% de rendimiento.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia,Frror! Bookmark not defined.
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5.2.33 Sintesis de la (2R,3S5,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-/NV-((R)-1-feniletil)
hexanamida (59)

OH
0. .o O OH ?H
NH, . DIPEA N)W\/OH
o Yy MeOH H
HO O reflujo, 24 h OH OH
OH 60%
55 57 ° 59

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la (R)-1-feniltetilamina (55) (0.100
g, 0.825 mmol) en 3 mL de MeOH. Se anade la D-glucolactona (57) (147.0 mg, 0.825 mmol),
la DIPEA (56 uL, 0.330 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de este tiempo
observamos la apariciéon de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con metanol
obteniendo el compuesto 59 como un sélido blanco, con un rendimiento del 60%.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 1.39 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 3.36 — 3.42 (m, 1H, OCH)
3.45-3.51 (m, 2H, OCHy), 3.55 - 3.62 (m, 1H, OCH), 3.89 — 3.97 (m, 1H, OCH), 3.99 — 4.06
(m, 1H, OCH), 4.29 — 4.35 (m, 1H, OH), 4.39 — 4.50 (m, 2H, 2xOH), 4.51 — 4.57 (m, 1H, OH),
491 —5.04 (m, 1H, NCH), 5.43 (d, J = 5.0 Hz, OH), 7.16 — 7.37 (m, 5H, CHar), 7.88 (d, J =
8.7 Hz, 1H, NH).

13C NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 22.48 (CHs), 47.82 (CH(CH?3)), 63.67 (CH20H), 70.48
(CHOH), 71.77 (CHOH), 72.69 (CHOH), 73.90 (CHOH), 126.32 (2XCar), 126.90 (Ca,), 128.48
(2xCar), 144.66 (C), 171.84 (C=0).

IR (v, cm™): 3324 (NH y OH), 1644 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C14H2:NOs: 299.1369, encontrado: 300.1445 (M+1)
[0]0?°: +58.8 (c 1.4, H20)
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5.2.34 Sintesis de la (2R,3S5,4R,5R)-N-(2-fluorobencil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (64)
OH
o. o O OH OH
F HO" ""OH MeOH H  on oH
OH reflujo, 12 h F
61 57 55% 64

En un matraz de fondo redondo se disuelve 61 (100 mg, 0.8 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se afiade 57 (178 mg, 1.0 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un precipitado blanco cristalino, que se filtra, se lava con MeOH vy éter
dietilico y se seca a vacio, para obtener 64 como un s6lido blanco cristalino con un rendimiento
del 55%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): & 3.50 (s, 2H, NCH>), 3.57 (s, 1H, OCH), 3.96 (s, 1H, OCH),
4.08 (s, 1H, OCH), 4.35 (d, J = 5.8 Hz, 3H, 2xCH + OH), 4.52 (dd, J = 19.9, 10.1 Hz, 3H,
3xOH), 5.49 (s, 1H, OH), 7.14 (q, J = 7.6, 6.8 Hz, 2H, 2xCHar), 7.27 (t, J = 7.0 Hz, 1H, CHay),
7.31-7.43 (m, 1H, CHay), 8.18 (d, J = 6.1 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 35.56 (CH), 63.36 (OCH>), 70.19 (OCH), 71.59 (OCH),
72.52 (OCH), 73.87 (OCH), 114.66 (Car), 114.94 (Ca;), 124.18 (Ca;), 124.23 (Ca/), 126.03
(Car), 126.22 (Car), 128.50 (Car), 128.61 (Car), 129.15 (Car), 129.21 (Car), 158.27 (F-Car),
161.51 (F-Car), 172.85 (C=0).

IR (v, cm™?): 3351 (OH y NH) 1649 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C13H19FNOs, 304.1191; encontrado, 304.1188.
[a]o??: +3.54 (c 1.1, MeOH)
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5.2.35 Sintesis de la (2R,3S,4R,5R)-N-(4-fluorobencil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (65)
OH
o. o O OH OH
/©/\NH2 ¥ . . - N)H/H/\/OH
F HOY "OH MeOH H  OH OH
OH reflujo, 12 h F
()
62 57 76% 65

En un matraz de fondo redondo se disuelve 62 (100 mg, 0.8 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se aniade 57 (178 mg, 1.0 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un precipitado blanco cristalino, que se filtra, se lava con MeOH y éter

dietilico y se seca a vacio, para obtener 65 como un solido blanco cristalino con un rendimiento
del 76%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): 6 3.38 (d, J = 10.3 Hz, 1H, OCH), 3.50 (s, 2H, NCHy), 3.58
(d, J = 10.9 Hz, 1H, OCH), 3.96 (s, 1H, OCH), 4.06 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OCH), 4.30 (t, J = 5.9
Hz, 3H, OCH. + OH), 4.47 (dd, J = 23.9, 10.4 Hz, 3H, 3xOH), 5.42 (s, 1H, OH), 7.10 (t, J =
8.8 Hz, 2H, 2xCHa), 7.32 (dd, J = 8.4, 5.6 Hz, 2H, CHar), 8.12 — 8.22 (m, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 41.14 (CH;), 63.39 (OCH>), 70.23 (OCH), 71.61 (OCH),
72.53 (OCH), 73.87 (OCH), 114.68 (Car), 114.96 (Car), 129.06 (Car), 129.17 (Car), 135.77
(Car), 135.81 (Car), 159.52 (F-Car), 162.73 (F-Cay), 172.68 (C=0).

IR (v, cm™?): 3319 (OH y NH) 1649 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C13H19FNOeg, 304.1191; encontrado, 304.1188.
[o]p?%: +2.55 (¢ 5.2, MeOH)
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5.2.36 Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-N-(2,4-difluorobencil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi
hexanamida (66)

Iz

reflujo, 12 h F F
77% 66

OH
0. .o O OH OH
/©\/\NH2 . J\(H/\/OH
_—
F E HO" “OH MeOH OH OH
OH
57

63

En un matraz de fondo redondo se disuelve 63 (100 mg, 0.7 mmol) en 1.5 mL de MeOH,

se afiade 57 (160 mg, 0.9 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un precipitado blanco amorfo, que se filtra, se lava con MeOH vy éter
dietilico y se seca a vacio, para obtener 66 como un s6lido blanco amorfo con un rendimiento
del 77%.
RMN-!H (300 MHz, DMSO-ds): & 3.57 (s, 4H, NCH2 + 2xOCH), 3.86 — 4.02 (m, 2H,
2xOCH), 4.08 (s, 1H, OCH), 4.32 (s, 3H, OCH + 2xOH), 4.39 — 4.63 (m, 3H, 3xOH), 5.46 (s,
1H, OH), 7.03 (d, J = 9.5 Hz, 1H, CHa/), 7.17 (t, J = 10.1 Hz, 1H, CHar), 7.41 (g, J = 8.0 Hz,
1H, CHar), 8.18 (s, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 35.22 (CH;), 63.38 (OCH>), 70.23 (OCH), 71.61 (OCH),
72.52 (OCH), 73.90 (OCH), 103.05 (Car), 103.39 (Car), 103.73 (Car), 110.98 (Car), 111.25
(Car), 122.46 (Car), 122.66 (Car), 130.35 (Car), 130.45 (Car), 130.55 (Car), 158.06 (Car), 158.22
(Car), 159.54 (Car), 159.71 (Car), 161.33 (Car), 161.49 (Car), 162.79 (Car), 162.95 (Car), 172.94
(C=0).

IR (v, cm™): 3349 (OH y NH) 1647 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C13H1sF2NOs, 322.1097; encontrado, 322.1097.
[a]o??: -7.0 (c 1.0, MeOH)
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5.2.37 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S,4R4'R,5R,5'R)-N,N'-(1,4-fenilenbis(metileno))
bis(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (84)

OH O OH OH
00 ~_OH
+
HoN s ", MeOH N OH OH
2 HO OH  reflujo, 24 h HO™ ™
81 OH 64% OH OH O 84

57

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la 1,4-fenilendimetilamina (81)
(0.100 g, 0.478 mmol) en 3 mL de MeOH. Se afiade la D-glucolactona (57) (85.10 mg, 0.478
mmol) DIPEA (32.5 uL, 0.191 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de este
tiempo observamos la aparicion de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con metanol
obteniendo 84 como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento 64%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-de): & 3.33 — 3.43 (m, 2H, 2xNCHy), 3.47 — 3.53 (m, 4H,
2XOCHy), 3.55 — 3.62(m, 2H, 2xOCH), 3.92 — 3.98 (m, 2H, 2xOCH), 4.06 (t, J = 4.4 Hz, 2H,
2XOH), 4.25 — 4.34 (m, 6H, 6xOCH), 4.42 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 2xOH), 4.46 — 4.50 (m, 2H,
2XOH), 4.51 — 4.55 (m, 2H, 2xOH), 5.41 (d, J = 5.0 Hz, 2H, 2xOH), 7.21 (s, 4H, 4XCHa), 8.08
(t, J = 6.2 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-1C (125 MHz, D20): & 43.05 (2xCHy), 63.50 (2xOCH), 71.30 (2xOCH), 72.18
(2xOCH), 72.82 (2xOCH), 74.12 (2xOCH), 128.17 (4XCay), 137.73 (2xCar), 174.67(2xC=0).

IR (v, cm™): 3296 (NH y OH), 1624 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C20H33N2012: 493.1955, encontrado: 493.2028.
[a]o?°: +14.7 (c 1.2, H20).
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5.2.38 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S, 4R ,4'R,5R,5'R)-N,N'-(1,3-fenilenbis
(metileno))bis(2,3.4,5,6-pentahidroxihexanamida) (83)

NH, o. o OH OH O O OH OH
— DIPEA _ HOM - OH
* . ‘ MeOH : : ”/\©/\H
HO OH  reflujo, 24 h OH OH OH OH

H,N OH 30%
80 57 83

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la 1,3-fenilendietilamina (80) (0.100
g, 0.734 mmol) en 3 mL de MeOH. Se afiade la D-glucolactona (57) (130.75 mg, 0.734 mmol),
DIPEA (49.9 uL, 0.293 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de este tiempo
observamos la apariciéon de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con metanol
obteniendo 83 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 30%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 8 3.36 — 3.43 (m, 2H, 2xNCH_), 3.46 — 3.53 (m, 4H,
2XOCHy), 3.54 — 3.62 (m, 2H, 2xOCH), 3.92 — 4.01 (m, 2H, 2xOCH), 4.03 — 4.11 (m, 2H,
2x0H), 4.22 — 4.40 (m, 6H, 6xOCH), 4.45 — 4.62 (m, 6H, 6xOH), 5.38 — 5.50 (m, 2H, 2xOH),
7.09 —7.27 (m, 4H, 4xCHar), 8.06 — 8.17 (m, 2H, 2xNH).

RMN-13C (300 MHz, DMSO-de): & 42.25 (2xCH,NH), 63.82 (2xOCH), 70.62 (2xOCH),
72.01 (2xOCH), 72.99 (2xOCH), 74.32 (2xOCH), 125.89 (2XCar), 126.42 (Car), 128.52 (Cay),
139.85 (2xCay), 173.01 (2xC=0).

IR (v, cm™): 3319 (NH y OH), 1642 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C20H33N2012: 493.1955, encontrado: 493.2031.
[o]0?°: +13.0 (c 1.8, H20).
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5.2.39 Sintesis de la (2R,2'R,35,3'S, 4R ,4'R,5R,5'R)-N,N'-(1,2-fenilenbis
(metileno))bis(2,3.4,5,6-pentahidroxihexanamida) (82)
OH oH
OH
@q\NHZ Ki‘)j __DIPEA ©< OH OH
* T MeOH
HO refluE) 24 h OH OH
NH, OH 91%
79 57
OH OH

82

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la 1,2-fenilendimetilamina (79)
(0.100 g, 0.478 mmol) en 3 mL de MeOH. Se afiade la D-glucolactona (57) (85.10 mg, 0.478
mmol), la DIEA (32.5 pL, 0.191 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de
este tiempo observamos la aparicion de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con
metanol obteniendo 82 como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 91%.

RMN-H (300 MHz, DMSO-ds): & 3.36 — 3.43 (m, 2H, 2xNCH2) 3.46 — 3.53 (m, 4H,
2XOCHy), 3.54 —3.64 (m, 2H, 2xOCH), 3.92 — 4.01 (m, 2H, 2xOH), 4.04 — 4.12 (m, 2H, 2xOH),
4.30 — 4.40 (m, 6H, 6XOCH), 4.43 — 4.61 (m, 6H, 6xOH), 5.41 — 5.50 (M, 2H, 2xOH), 7.13 —
7.23 (M, 2H, 2xCHay), 7.25 — 7.33 (M, 2H, 2XCHay), 8.02 — 8.11 (m, 2H, 2xNH).

RMN-13C (300 MHz, DMSO-ds): 8 39.68 (2xCHzNH), 63.65 (2xCH;0H), 70.49 (2xCHOH),
71.87 (2XxCHOH), 72.82 (2xCHOH), 74.17 (2xCHOH), 126.93 (2XCar), 127.92 (2XCar), 136.77
(2xCar), 172.81 (2xC=0).

IR (v, cm™): 3362 (NH y OH), 1642 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C20H33N2012: 493.1955, encontrado: 493.2027.
[a]o?°: -0.9 (c 1.8, H20)
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5.2.40 Sintesis del 1,3,5-tris(azidometil)benceno (144)

cl N
NaN3
DMF
Cl Cl 80°C,24h Nj N3

97%
143 144

En un matraz de fondo redondo se disuelve 143 (240 mg, 1.08 mmol) en 10 mL de DMF,
se anade NaN3 (627 mg, 9.66 mmol) y se deja reaccionando a 100 °C. Tras 24h de reaccion se
observa por ccf la desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:6, R¢: 0.5) y la aparicion
de un nuevo producto de reaccion (Re: 0.4). Se diluye con 25 mL de AcOEt y se lava con H>2O
3 veces y con salmuera 3 veces. La fase organica se seca con sulfato sodico anhidro, se
concentra a sequedad y el crudo obtenido se purifica por cromatografia (AcOEt/Hex 1:6) para
obtener 144 como un aceite transparente con un 97% de rendimiento.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'*®

230



Metodologia

5.2.41 Sintesis de la benceno-1,3,5-triiltrimetanamina (88)

N3 H,oN

PPh,
THF, H,0 9:1
N3 N3 ta,24h H2N NH;

70%
144 88

En un matraz de fondo redondo se disuelve 144 (280 mg, 1.15 mmol) en 10 mL de una
mezcla THF/H2O 9:1. Se afiade PPh3 (960 mg, 3.8 mmol), se tapa el matraz con papel de
aluminio y se deja reaccionando a t.a. Tras 24h de reaccion se observa por ccf la desaparicion
del producto de partida (AcOEt/Hex 1:6, Rs: 0.4) y la aparicion de un nuevo producto de
reaccion (R 0). Se concentra el disolvente a vacio, se disuelve en crudo obtenido en 10 mL de
HCI 1M y se lava con CH>Cl» tres veces. La fase acuosa se concentra a sequedad para obtener
88 como la sal de hidrocloruro con un rendimiento del 70%, que se usa para la siguiente
reaccion sin mayor purificacion.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!'’
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5.2.42 Sintesis de la 2R,2'R,2""R,35,3'S,3""S.4R,4'R 4" R,5SR,5'R,5"'R)-N,N',N""-(benceno-
1,3,5-triyltris(metilen))tris(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (89)

OH

HO"
CIH,N
0.0

. HO/\q DIPEA
HO “'OH DMF

OH L) H - -

67% Ho:

88 57 HO™ ™ - OH
OH OH O O OH OH

89

En un matraz de fondo redondo se disuelve 88 (200 mg, 0.73 mmol) en 4 mL de DMF, se
afiade DIPEA (0.5 mL) y 57 (520 mg, 2.91 mmol) y se deja agitando a 80 °C. Tras 24h de
reaccion se observa la aparicion de un precipitado. Se concentra el disolvente a vacio, se
disuelve el crudo en H>O y se afiade EtOH hasta que aparece un precipitado blanco, que se filtra
y se lava con EtOH y Et;O para obtener 89 como un so6lido blanco amorfo con un 67% de
rendimiento.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 3.34 — 3.47 (m, 4H, 4xOCH), 3.47 — 3.65 (m, 8H, 6XNCH
+ 2xOCH), 3.98 (s, 3H, 3XxOCH), 4.07 (d, J = 4.2 Hz, 3H, 3xOCH), 4.30 (dt, J = 12.4, 3.9 Hz,
8H, 8xOH), 4.54 (d, J = 6.3 Hz, 7H, 7xOH), 5.44 (d, J = 5.1 Hz, 3H, 3xOH), 7.07 (s, 3H,
3XCHay), 8.04 (t, J = 6.2 Hz, 3H, 3xNH).

RMN-13C (75 MHz, D20): § 42.42 (CHy), 62.63 (OCH;), 70.41 (OCH), 71.13 (OCH), 72.31
(OCH), 73.61 (OCH), 124.57 (Car), 138.73 (Car-), 174.44 (C=0).

IR (v, cm™): 3367 (OH y NH) 1655 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C27H46N301s, 700,2698; encontrado, 700,2687.
[a]o?2: -0.36 (c 1.1, MeOH).
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5.2.43 Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxi-/NV-feniletilhexanamida (60)

OH OH
0.0 OH O
@/VNHz . Kq DIPEA N - =
L Theon Y Y oH
HO OH  reflujo, 24 h @N O OH OH
OH 49%
56 o 60

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la 2-feniletil-1-amina (56) (0.100 g,
0.825 mmol) en 3 mL de MeOH. Se afiade la D-glucolactona (57) (147.0 mg, 0.825 mmol), la
DIPEA (56 uL, 0.330 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de este tiempo
observamos la apariciéon de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con metanol
obteniendo el compuesto 60 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 49%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): 8 2.74 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH>), 3.33 — 3.44 (m, 2H, NCH2),
3.49 (s, 2H, OCHy), 3.54 — 3.63 (m, 1H, OCH), 3.92 (s, 1H, OCH), 3.99 (t, J = 4.3 Hz, 1H,
OCH), 4.31 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.39 (d, J = 7.1 Hz, 1H, OH), 4.45 (s, 1H, OH), 4.51 (s,
1H, OH), 5.35 (d, J = 4.8 Hz, 1H, OH), 7.17-7.26 (M, 3H, CHa/), 7.26 — 7.34 (m, 2H, CHa),
7.68 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 30.75 (CH,CH), 40.37 (CH2NH), 63.86 (CH20H), 70.62
(CHOH), 72.00 (CHOH), 72.84 (CHOH), 74.01 (CHOH), 126.53 (Car), 128.82 (2XxCa), 129.05
(2xCar), 139.94 (C.), 172.85 (C=0)

IR (v, cm™): 3285 (NH y OH), 1648 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C14H22NOs: 300.1369, encontrado: 300.1444.
[0]p?°: +22.2 (c 1.3, H20)
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5.2.44 Sintesis de la (2R,35,4R,S5R)-N-(2-fluorofenetil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (73)
OH
NH, 0.0 H oH OH
(j\/V . L] - Y Y oH
F HO" “OH MeOH O OH OH
OH reflujo, 12 h F
67 57 60% 73

En un matraz de fondo redondo se disuelve 67 (100 mg, 0.71 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se anade 57 (213 mg, 1.2 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un precipitado blanco que se filtra, se lava con MeOH vy éter dietilico y
se seca a vacio para obtener 73 como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 60%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-de): 6 2.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 3.45 (s, 2H, NCH>), 3.56
(d, J=9.9 Hz, 1H, OCH), 3.89 (s, 1H, OCH), 3.95 (d, J = 4.3 Hz, 1H, OCH), 4.30 (d, J = 6.5
Hz, 1H, OH), 4.39 (d, J = 6.9 Hz, 1H, OH), 4.45 (s, 1H, OH), 4.52 (s, 1H, OH), 5.34 (d, J = 4.6
Hz, 1H, OH), 7.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xCHar), 7.26 (p, J = 7.0, 6.2 Hz, 2H, 2XCHar), 7.76 (s,
1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 28.48 (CH,), 38.53 (CH>), 63.40 (OCH>), 70.18 (OCH),
71.55 (OCH), 72.36 (OCH), 73.52 (OCH), 114.95 (Car), 115.24 (Car), 124.38 (Car), 124.43
(Car), 125.92 (Car), 126.13 (Car), 128.21 (Car), 128.31 (Car), 131.13 (Car), 131.19 (Car), 159.06
(Car), 162.28 (Car), 172.53 (C=0).

IR (v, cm™): 3307 (OH y NH) 1634 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C14H21FNOs, 318.1347; encontrado, 318.1349.

[a]o??: -3.0 (¢ 1.0, MeOH)
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5.2.45 Sintesis de la (2R,35,4R,S5R)-N-(3-fluorofenetil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (74)
OH
NH, 0.0 H oH o
+ _ . - YO oH
HO™ “OoH f:v"eo:iZh O OH OH
reflujo,
F OoH 40% F
68 57 74

En un matraz de fondo redondo se disuelve 68 (100 mg, 0.71 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se anade 57 (213 mg, 1.2 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un sélido blanco amorfo, que se filtra, se lava con MeOH y éter dietilico
y se seca a vacio para obtener 74 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 40%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-de): & 2.74 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 3.32 — 3.40 (m, 2H, NCH,),
3.46 (s, 2H, OCHy), 3.55 (t, J = 8.6 Hz, 1H, OCH), 3.90 (d, J = 7.2 Hz, 1H, OCH), 3.96 (t, J =
4.4 Hz, 1H, OCH), 4.31 (t, J = 5.7 Hz, 1H, OH), 4.39 (d, J = 7.1 Hz, 1H, OH), 4.45 (d, J = 4.4
Hz, 1H, OH), 4.48 — 4.56 (m, 1H, OH), 5.35 (d, J = 4.9 Hz, 1H, OH), 7.01 (dd, J = 16.5, 8.7
Hz, 3H, 3xCHar), 7.31 (q, J = 7.3 Hz, 1H, CHay), 7.69 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 34.78 (CHy), 39.52 (CH,), 63.38 (OCH>), 70.16 (OCH),
71.54 (OCH), 72.36 (OCH), 73.52 (OCH), 112.69 (Ca), 112.97 (Car), 115.15 (Cas), 115.43
(Car), 124.76 (Car), 124.80 (Car), 130.08 (Car), 130.19 (Car), 142.44 (Car), 142.54 (Car), 160.60
(Car), 163.83 (Car), 172.46 (C=0).

IR (v, cm™): 3313 (OH y NH) 1638 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C14H21FNOe, 318.1347; encontrado, 318.1349.
[a]o??: +9.44 (c 1.0, MeOH)

238



Metodologia

H (?)H 9H
v OH
O OH OH
F 74
LN 7 £433 43 T4d 7
85 80 75 70 65 60 55 50 45 N 40 35 30 25 20 15 1o 05
L | N “ f
0 190 180 10 160 150 140 130 120 110 100 % 8 70 e s 40 30 20 10
13C + DEPT

239



Pablo Lopez Carracedo

5.2.46 Sintesis de la (2R,35,4R,S5R)-N-(4-fluorofenetil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (75)
OH
NH, 0.0 H OH OH
/@N + | Y Y oH

F HO" “OH MeOH O OH OH

OH reflujo, 12 h F
69 86% 75

57

En un matraz de fondo redondo se disuelve 69 (100 mg, 0.71 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se anade 57 (213 mg, 1.2 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un precipitado blanco que se filtra, se lava con MeOH y éter dietilico y
se seca a vacio para obtener 75 como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 86%.
RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.72 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy), 3.33 — 3.41 (m, 1H, OCH),
3.47 (s, 2H, NCHy), 3.58 (d, J = 10.5 Hz, 1H, OCH), 3.91 (d, J = 6.3 Hz, 1H, OCH), 3.97 (t, J
= 4.4 Hz, 1H, OCH), 4.32 (d, J =5.8 Hz, 1H, OH), 4.40 (d, J = 7.1 Hz, 1H, OH), 4.46 (d, J =
4.3 Hz, 1H, OH), 4.53 (d, J = 3.9 Hz, 1H, OH), 5.36 (d, J = 4.9 Hz, 1H, OH), 7.10 (t, J = 8.7
Hz, 2H, 2xCHar), 7.25 (t, J = 6.9 Hz, 2H, 2xCHay), 7.68 (t, J = 6.2 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 34.25 (CHy), 39.80 (CHy), 63.37 (OCH3), 70.14 (OCH),
71.50 (OCH), 72.34 (OCH), 73.52 (OCH), 114.81 (Cas), 115.09 (Car), 130.32 (Car), 130.42
(Car), 135.58 (Car), 135.62 (Car), 159.19 (F-Car), 162.39 (F-Car), 172.38 (C=0).

IR (v, cm™): 3301 (OH y NH) 1637 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C14H21FNOs, 318.1347; encontrado, 318.1349.
[a]o??: -7.45 (c 1.0, MeOH)
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5.2.47 Sintesis de la (2R,3S,4R,5R)-N-(4-clorofenetil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi

hexanamida (76)
OH
NH, 0.0 H on oH
/@N . ] - Y Y on
cl HO' ‘OH MeOH O OH OH
OH reflujo, 12 h Cl
70 69% 76

57

En un matraz de fondo redondo se disuelve 70 (100 mg, 0.64 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se afiade 57 (178 mg, 1.0 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un sé6lido blanco amorfo, que se filtra, se lava con MeOH vy éter dietilico
y se seca a vacio para obtener 76 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 69%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): & 2.72 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 3.47 (s, 2H, NCHy), 3.57 (s,
1H, OCH), 3.91 (d, J = 6.9 Hz, 1H, OCH), 3.96 (d, J = 5.6 Hz, 1H, OCH), 4.32 (t, J = 5.7 Hz,
1H, OH), 4.40 (d, J = 7.0 Hz, 1H, OH), 4.43 — 4.49 (m, 1H, OH), 4.53 (t, J = 2.7 Hz, 1H, OH),
5.36 (d, J = 4.9 Hz, 1H, OH), 7.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2xCHa,), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2x
CHar), 7.69 (s, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 34.40 (CHs), 39.52 (CH.), 63.39 (OCH,), 70.16 (OCH),
71.52 (OCH), 72.36 (OCH), 73.54 (OCH), 128.22 (Car), 130.54 (Car), 130.70 (Car), 138.53
(Car), 172.45 (C=0).

IR (v, cm™): 3282 (OH y NH) 1633 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C14H21CINOs, 334.1052; encontrado, 334.1043.

[a]o?: -11.14 (c 1.4, MeOH)
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5.2.48 Sintesis de la (2R,3S,4R,5R)-N-(4-bromofenetil)-2,3,4,5,6-pentahidroxi
hexanamida (77)

y  OH OH
N
LY oM
T meoH O OH OH
Br reflujo, 12 h Br

71 87% 77

En un matraz de fondo redondo se disuelve 71 (100 mg, 0.5 mmol) en 1.5 mL de MeOH,
se afiade 57 (142 mg, 0.8 mmol) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se
observa la aparicion de un sé6lido blanco amorfo, que se filtra, se lava con MeOH vy éter dietilico
y se seca a vacio para obtener 77 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 87%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 2.71 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,), 3.36 — 3.42 (m, 1H, OCH),
3.47 (s, 2H, NCHy), 3.58 (d, J = 11.3 Hz, 1H, OCH), 3.91 (d, J = 7.0 Hz, 1H, OCH), 3.97 (t, J
= 4.3 Hz, 1H, OCH), 4.33 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.40 (d, J = 7.0 Hz, 1H, OH), 4.46 (d, J =
4.3 Hz, 1H, OH), 4.54 (d, J = 3.9 Hz, 1H, OH), 5.36 (d, J = 4.9 Hz, 1H, OH), 7.18 (d, J = 7.9
Hz, 2H, 2XCHar), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2xCHar), 7.70 (d, J = 5.9 Hz, 1H, NH).

RMN-3C (75 MHz, DMSO-ds): & 34.43 (CHy), 39.52 (CHy), 63.37 (OCHy), 70.14 (OCH),
71.50 (OCH), 72.34 (OCH), 73.52 (OCH), 119.12 (Car), 130.95 (Car), 131.13 (Car), 138.95
(Car), 172.43(C=0).

IR (v, cm™): 3293 (OH y NH) 1647 (CO).
EMAR (ESI*): calculado para C14H21BrNOs, 378.0547; encontrado, 378.0545.
[o]o?%: -76.2 (c 0.5, MeOH)
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5.2.49 Sintesis de la (2R,35,4R,5R)-N-(3,4-dimetixofeniletil)-2,3,4,5,6-penta
hidroxihexanamida (78)

OH

., OH OH
(@] O B H
MeO NH, DIPEA MeO N
T SO T

N iy MeOH A
N . O OH OH

MeO HO OH  lefiujo,24h  MeO

72 OH 85% 78

57

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve la 2-(3,4-dimetoxifenil)etilamina

(72) (0.1 g, 0.55 mmol) en 3 mL de MeOH. Se afiade la D-glucolactona (57) (98 mg, 0.55
mmol), la DIPEA (37.5 uL, 0.2206 mmol) y se deja agitando a reflujo durante 24 h. Al cabo de
este tiempo observamos la aparicion de un precipitado blanco. Se filtra, lava y tritura con
metanol obteniendo 78 como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del 85%.
RMN-!H (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.66 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH>), 3.35 — 3.41 (m, 1H, NCH>)
3.46 —3.51 (m, 2H, OCHy), 3.53 — 3.61 (m, 1H, 2xOCH), 3.71 (s, 3H, CH30), 3.74 (s, 3H,
CH30), 3.89 — 3.94 (m, 1H, OCH), 3.96 — 4.01 (m, 1H, OCH), 4.32 (t, J = 5.8 Hz, 1H, OH),
441 (d,J=7.1Hz, 1H, OH), 4.45-4.49 (m, 1H, OH), 4.51 -4.55 (m, 1H, OH), 5.37 (d,J =
4.9 Hz, 1H, OH), 6.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CHar), 6.81 (s, 1H, CHar), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
CHar), 7.62 (d, J = 9.6 Hz, 1H, NH).

RMN-33C (300 MHz, DMSO-ds): & 35.23 (CHy), 40.51 (CH2), 55.88 (CH3), 56.01 (CHs),
63.85 (CH,), 70.64 (CHOH), 72.00 (CHOH), 72.83 (CHOH), 73.98 (CHOH), 112.48 (Ca,),
113.01 (Car), 120.87 (Car), 132.43 (CH=CCHy), 147.70 (CH=COCHs), 149.15 (CH=COCH),
172.80 (C=0).

IR (v, cm™?): 3395 (NH y OH), 1648 (CO).
EMAR (ESI*): Calculado para C16H26NOg, 360.1580. Encontrado 360.1653.
[a]o?: +18.6 (c 1.1, H20)
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5.2.50 Sintesis del 1,4-bis(2-nitrovinil)benceno (142)

o) NO,

] 1) CH3NO,, NaOH
2) HCl
MeOH, H,0
J 0°Cata., 2h

47% (2 pasos) O,N

141 142

En un matraz de fondo redondo se disuelve 141 (6.71 g, 50 mmol) en 20 mL de MeOH, se
afiade CH3NO: (5.41 mL, 100 mmol) y se enfria a 0°C. Sobre esta disoluciéon se afiade una
disoluciéon de NaOH (4.2 g, 105 mmol) en 30 mL de H>O y se deja agitando 30 minutos.
Transcurridos 30 minutos se afiaden 10 mL de HCI concentrados en 30 mL de H»O, se enfria a
0 °C y el precipitado se filtra y se lava con EtOH y Hexano para obtener 142 como un sdélido
amarillo palido, con un rendimiento del 47%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'*
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5.2.51 Sintesis de la 2,2'-(1,4-fenilen)bis(etan-1-amina) (85)

NO, NH,

Pd/C, H,

EtOH/HCI
| ta,12h
59%

ON 142 HoN 85

En un matraz de fondo redondo, purgado y bajo atmoésfera de argdn se disuelve 142 (500
mg, 2.27 mmol) en 15 mL de una mezcla 4:1 de EtOH/HCI. Se desoxigena bajo argon, se enfria
a 0°C y se afiade Pd/C (500 mg, 0.1 eq). Se deja reaccionando a 0°C bajo atmosfera de H. Tras
12 h de reaccién se observa por ccf la desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:3,
R 0.7) y la aparicidon de un nuevo producto de reaccion (Re: 0). Se filtra sobre celita y se lava
con EtOH, se concentran los filtrados y el crudo obtenido se redisuelve en MeCN, se filtra de
nuevo y el precipitado obtenido se lava con Et2O para obtener 85 como la sal de hidrocloruro
con un rendimiento del 59%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.**’
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5.2.52 Sintesis de la (2R,2'R,3S5,3'S,4R4'R,5R,5'R)-N,N'-(1,4-fenilenbis(etano-2,1-
diyl))bis(2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamida) (86)

OH OH
Hoo= o
NH, N =
0_0 Y Y o
HO DIPEA O OH OH
+ _—
HO" Y "OH DMF
80°C, 24 h OH OH O
OH . :
H,N 30% HO\/k/\)L
2 85 57 A
OH OH

En un matraz de fondo redondo se disuelve 85 (100 mg, 0.42 mmol) en 5 mL de MeOH
(HPLC), se afiade DIPEA (0.22 mL, 1.26 mmol) y 57 (187 mg, 1.05 mmol) y se deja agitando
a 80 °C. Tras 24 h se observa la aparicion de un precipitado blanco que se filtra, se lava con
MeOH, CH2Cl, y Et:O y se seca a vacio para obtener 86 como un sé6lido blanco amorfo con un
rendimiento del 30%.

RMN-'H (300 MHz, D20): & 2.92 (d, J = 6.9 Hz, 4H, 2xCH>), 3.42 (s, 2H, 2xOCH), 3.57 (s,
4H, 2xNCH>), 3.66 — 3.95 (m, 23H, OCH + OH), 4.06 — 4.22 (m, 8H, OCH + OH), 4.30 (d, J
= 3.8 Hz, 4H, OH), 7.33 (s, 4H, CHay).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 34.18 (CHy), 40.34 (CHy), 62.65 (OCHy), 70.34 (OCH), 71.13
(OCH), 72.14 (OCH), 72.57 (OCH), 73.29 (OCH), 74.15 (OCH), 129.09 (Car), 137.30 (C),
174.06 (C=0).

IR (v, cm™): 3289 (OH y NH) 1641 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C22Hz7N2012, 521.2302; encontrado, 521.2307.
[a]o?%: +17.8 (c 0.4, H20)
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5.3 Sintesis de amidas derivadas del acido (-)-shikimico
5.3.1 Sintesis de la (3R,4S,5R)-N-butil-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida

(902)
O _OH o H\/\/
HOY T OH “ t.aé,sl/OZh HO" > ~oH
24 (;;'a

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (100 mg, 0.57 mmol) en 5 ml de DMF seca. Se anaden PyBOP (445 mg, 0.85
mmol) y DIPEA (0.3 mL, 1.71 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se afiaden la
n-butilamina (41) (0.12 mL, 1.14 mmol) y se agita a t.a. durante 12 horas. Al cabo de este
tiempo se observa por ccf (CH2Cl,/MeOH 90:10) la desaparicion del producto de partida y la
aparicion de un producto nuevo de R¢: 0.1. Se elimina el disolvente a vacio y el residuo obtenido
se purifica por cromatografia en columna (CH2Cl2/MeOH 90:10). Se tritura el producto con
hexano y se obtiene 90a como un so6lido blanco, con un rendimiento del 96%.

RMN-'H (300 MHz, CD3OD):  0.93 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.33 (dt, J = 14.7, 7.4 Hz, 2H,
CH2), 1.50 (p, J = 7.2 Hz, 2H, CHy), 2.13 (dd, J = 17.8, 6.2 Hz, 1H, CH), 2.72 (dd, J = 17.7, 5.1
Hz, 1H, CH), 3.22 (t, = 7.1 Hz, 2H, NCH>), 3.62 (dd, J = 7.9, 4.2 Hz, 1H, OCH), 3.97 (q, J =
6.3 Hz, 1H, OCH), 4.31 (d, J = 4.2 Hz, 1H, OCH), 6.28 — 6.42 (m, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): § 14.13 (CHs), 21.13 (CH2), 32.19 (CHy), 32.58 (CHy), 40.38
(CH>), 67.40 (OCH), 68.27 (OCH), 73.10 (OCH), 132.45 (C=C), 134.29 (C=C), 170.34 (C=0).

IR (v, cm™): 3324 (OH y NH) 1621(C0O)
EMAR (ESI¥): calculado para C11H20NO4, 230.1387; encontrado, 230.1387.
[a]o?%: -99.40 (c 1.5, MeOH)
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5.3.2 Sintesis de la (3R,4S5,5R)-3,4,5-trihidroxi-N-octilciclohex-1-eno-1-carboxamida

(90b)

H
(@) OH o N\/€§\
6

PyBOP, DIEA
HoN —_—
) + Hp \/@6\ DMF 5\
HO' Y OH ta., 24 h HOY OH

OH 40 30% o
24 90b

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argon se disuelve 24 (500 mg,
2.87 mmol) en 20 ml de DMF seca. Se anaden PyBOP (2.24 g, 4.3 mmol) y DIPEA (1.5 mL,
8.61 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se afiade la n-octilamina (40) (0.98 mL, 5.74
mmol) y se agita a t.a. durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se observa por ccf
(CH2CI2/MeOH 90:10) la desaparicion del producto de partida y la aparicion de un producto
nuevo de R 0.6. Se elimina el disolvente a vacio. Se tritura el producto con diclorometano y
se obtiene 90b como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 30%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 8 0.78 — 0.91 (m, 3H, CH3), 1.23 (s, 10H, 5xCH>), 1.39 (t, J
=5.2 Hz, 2H, CH), 1.95 (dd, J = 17.7, 4.8 Hz, 1H, CH), 3.05 (dt, J = 7.7, 5.0 Hz, 2H, NCH>),
3.47 (dd, J = 7.2, 3.9 Hz, 1H, OCH), 3.78 (dt, J = 8.6, 4.3 Hz, 1H, OCH), 4.15 (s, 1H, OCH),
4.50 (d, J=4.4 Hz, 1H, OH), 4.65 (d, J = 6.8 Hz, 1H, OH), 4.74 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OH), 6.24
(d,J=3.2Hz, 1H, CH), 7.77 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): 8 14.43 (CH3), 23.71 (CH2), 28.05 (CH;), 30.43 (CHy), 32.21
(CHz), 32.99 (CH>), 40.67 (CH2), 67.40 (OCH), 68.27 (OCH), 73.12 (OCH), 132.42 (C=C).

IR (v, cm™?): 3323 (OH y NH) 1609 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C1sH2sNO4, 286.2010; encontrado, 286.2013.
[a]o??: -71.20 (c 1.1, MeOH)
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5.3.3 Sintesis de la (3R,45,5R)-N-dodecil-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida

(90¢)
O+__OH H
0N
PyBOP, DIEA \/%
Yy s
HoN —
) £ RNy DMF
HO Y OH HO\"

ta., 18 h OH

: 5 :
OH 42 60% OH

24 90c

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (100 mg, 0.57 mmol) en 5 ml de DMF seca. Se afiaden PyBOP (445 mg, 0.85
mmol) y DIPEA (0.3 mL, 1.71 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se anade la
n-docecilamina (42) (210 mg, 1.14 mmol) y se agita a t.a. durante 18 horas. Al cabo de este
tiempo se observa por ccf (CH2Cl,/MeOH 90:10) la desaparicion del producto de partida y la
aparicion de un producto nuevo de Ry 0.8. Se elimina el disolvente a vacio. Se tritura el

producto con diclorometano y se obtiene 90¢c como un sé6lido blanco, con un rendimiento del
60%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 0.78 — 0.87 (m, 3H, CHs), 1.11 — 1.29 (m, 18H, 9xCHb>),
1.36 (d, J = 5.9 Hz, 2H, CH>), 1.88 — 1.99 (m, 1H, CH), 2.98 — 3.09 (m, 2H, NCH>), 3.41 — 3.51
(m, 1H, OCH), 3.71 — 3.83 (m, 1H, OCH), 4.14 (s, 1H, OCH), 4.50 (dd, J = 4.5, 1.1 Hz, 1H,
OH), 4.64 (dd, J = 6.9, 1.1 Hz, 1H, OH), 4.73 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H, OH), 6.17 — 6.30 (m,
1H, CH), 7.76 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): & 14.47 (CHz), 23.72 (CHz), 28.04 (CHy), 30.45 (CHy), 30.73
(CH2), 32.23 (CH), 33.05 (CHy), 40.68 (CH,), 67.38 (OCH), 68.21 (OCH), 73.11 (OCH),
132.35 (C=C), 134.36 (C=C), 170.34 (C=0).

IR (v, cm™): 3323 (OH y NH) 1607 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C19H3ssNO4, 342.2636; encontrado, 342.2639.
[a]o?%: -59.40 (c 1.0, MeOH)
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5.3.4 Sintesis de la (3R,4S5,5R)-N-hexadecil-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-

carboxamida (90d)
Oy _OH o H\/ﬁ\
14
PyBOP, DIPEA
+ HoN :
; 2 \/ﬁa DMF
HO' . OH 43 ta., 12h HOY OH
OH 31% o1
24 90d

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (100 mg, 0.57 mmol) en 5 ml de DMF seca. Se anaden PyBOP (445 mg, 0.85
mmol) y DIPEA (0.3 mL, 1.71 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se afiade la
n-hexadecilamina (43) (275 mg, 1.14 mmol) y se agita a t.a. durante 12 horas. Al cabo de este
tiempo se observa por ccf (CH2Cl,/MeOH 85:15) la desaparicion del producto de partida y la
aparicion de un producto nuevo de Ry 0.8. Se elimina el disolvente a vacio. Se tritura el

producto con diclorometano y se obtiene 90d como un s6lido blanco, con un rendimiento del
31%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): & 0.75 — 0.87 (m, 3H, CHs), 1.10 — 1.28 (m, 26H, 13xCH>),
1.37 (s, 2H, CH>), 1.93 (dd, J = 17.8, 4.8 Hz, 1H, CH), 3.03 (d, J = 6.7 Hz, 2H, NCH?), 3.45 (d,
J=5.3 Hz, 1H, OCH), 3.78 (d, J = 6.8 Hz, 1H, OCH), 4.13 (s, 1H, OCH), 4.49 (dd, J = 4.5, 1.0
Hz, 1H, OH), 4.64 (dd, J = 6.9, 1.0 Hz, 1H, OH), 4.73 (dd, J = 3.8, 1.0 Hz, 1H, OH), 6.22 (s,
1H, CH), 7.76 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 13.88 (CH3), 22.03 (CH>), 26.42 (CH), 28.64 (CH), 28.74
(CHz), 28.98 (CH3), 29.06 (CH2), 30.59 (CHy), 31.23 (CH;), 65.53 (OCH), 66.68 (OCH), 70.92
(OCH), 131.75 (C=C), 166.86 (C=0).

IR (v, cm™): 3328 (OH y NH), 1619 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C23H4sNO4, 398.3267; encontrado, 398.3265.
[o]p?%: -137.20 (c 0.5, MeOH)
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5.3.5 Sintesis del (4-((3R,4S,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
butil)carbamato de zerc-butilo (103a)

H 2
N NHB
Ox_OH Oy N A NHBoc
2
 HN_F NHBoo PYBOP, DIPEA
DMF .
HO' OH
HO OH

ta.,24h Y
45% OH

OH
° 100 103a

24

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (200 mg, 1.14 mmol) en 8 ml de DMF seca. Se anade PyBOP (890 mg, 1.71
mmol) y DIPEA (0.6 mL, 3.42 mmol) y se agita a t.a. durante 30 minutos. Se afiade 100 (216
mg, 1.14 mmol) y se agita a t.a. durante 20 horas. Al cabo de este tiempo se observa por ccf
(AcOEt/MeOH/H20 10:2:1) la desaparicion del producto de partida y la aparicion de un
producto nuevo de Rg 0.7. Se elimina el disolvente a vacio, se tritura el producto con
diclorometano y se obtiene 103a como un s6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 45%.

RMN-1H (300 MHz, CD30D): & 1.43 (s, 9H, C(CHs)s), 1.47 — 1.57 (m, 4H, 2xCHj), 2.15 (dd,
J=17.8,6.2 Hz, 1H, CH), 2.73 (dd, J = 17.8, 5.1 Hz, 1H, CH), 3.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H, NCHy),
3.24 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCHy), 3.63 (dd, J = 7.8, 4.2 Hz, 1H, OCH), 3.98 (dt, J = 7.7, 5.7 Hz,
1H, OCH), 4.34 (t, = 4.1 Hz, 1H, OCH), 6.39 (dt, J = 3.8, 1.8 Hz, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 25.73 (CH2), 26.47 (CH2), 27.76 (C(CHs)s), 31.17 (CH2), 39.26
(CH>), 39.71 (CH,), 65.84 (OCH), 66.41 (OCH), 7154 (OCH), 80.82 (C.), 130.68 (C=C),
133.35 (C=C), 158.29 (C=0), 170.15 (C=0).

IR (v, cm™): 3327 (OH y NH), 1689 (CO), 1531 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C16H29N20s, 345.2020; encontrado, 345.2021.
[a]o?: -98.26 (c 1.0, MeOH)
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5.3.6 Sintesis de la (3R,4S5,5R)-N-(4-aminobutil)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-
carboxamida (104a)

H 2 H 2
0 N-_k_ NHBoc O N L _NH;
TFA/CH,Cl,
- ta,1h X
HO" > “OH 99% HO™ > ~oH
OH OH
103a 104a

En un matraz de fondo redondo se disuelve 103a (60mg, 0.174 mmol) en CH>Cl,. Se anade
gota a gota TFA (8 mL) y se deja agitando a t.a. Al cabo de una hora se observa la completa
desaparicion del producto de partida (AcOEt/MeOH/H20 10:2:1, Ry: 0.7) y la aparicion de un
nuevo producto de R¢: 0.1. Se elimina el disolvente a vacio, se afade tolueno y se concentra a
sequedad. Se obtiene el producto 104a como sal de TFA, con rendimiento cuantitativo (>99%).

RMN-1H (300 MHz, CD30OD): 6 1.45 — 1.63 (m, 4H, 2xCH,), 2.12 (dd, J = 17.8, 6.2 Hz, 1H,
CH), 2.61 —2.79 (m, 3H, CH, + CH), 3.22 (d, J = 6.5 Hz, 2H, NCH5), 3.60 (dd, J = 7.9, 4.2 Hz,
1H, OCH), 3.95 (q, J = 6.3 Hz, 1H, OCH), 4.30 (d, J = 4.3 Hz, 1H, OCH), 6.37 (d, J = 3.8 Hz,
1H, CH).

RMN-3C (75 MHz, D20): & 24.12 (CH>), 25.39 (CHz), 31.00 (CH>), 38.77 (CH>), 39.10
(CHz), 65.77 (OCH), 66.37 (OCH), 71.42 (OCH), 130.83 (C=C), 133.12 (C=C), 170.16 (C=0).

IR (v, cm™?): 3331 (OH y NH) 1635 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C11H21N204, 245.1496; encontrado, 245.1494.
[a]o??: -101.37 (c 1,0, MeOH)
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5.3.7 Sintesis de la (BR,3'R,45,4'S,5R,5'R)-N,N'-(butano-1,4-diil)bis(3,4,5-
trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida) (91a)

O N~ Oy OH
NH, \/\/\N
§ T o
HO\\l - OH HO H OH ta312/4 h
OH OH ’
104a 24

En un balon purgado y bajo atmosfera de argdn se disuelven 104a (30 mg, 0.1742 mmol)
en 1.5 mL de DMF seca. Se afiaden PyBOP (135 mg, 0.26 mmol) y DIPEA (0.1 mL, 0.52 mmol)
y se deja activando durante 20 minutos. A continuacion, se afiade 24 (42 mg, 0.1742 mmol)
disuelto en DMEF, y se deja reaccionando a t.a. Al cabo de 24 horas se observa la desaparicion
del producto de partida (AcOEt/MeOH/H>0 10:2:1, R¢: 0.1) y la aparicion de otro producto de
Ry similar (R¢: 0.15). Se concentra el disolvente, se lava el crudo con CH2Cla, se purifica por
cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>O 10:2:1) y se obtiene 91a puro con un
rendimiento del 31%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.'®
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5.3.8 Sintesis del 4-((3R,45,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
butanoato de metilo (98a)

(@]
(@) OH H
(@] N
OMe \/\)J\OMe
+ H2N _PyBOP, DIPEA_
| /\/\g/ P.C
HOY ™~ “OH ta,22h
= 95 40% HO v OH
OH z
OH
24 98a

En un matraz de fondo redondo, purgado y bajo atmosfera de argon se disuelve 24 (400
mg, 2.3 mmol) en 15 mL de DMF seca. Se anade PyBOP (1.6 g, 3.3 mmol) y DIPEA (1.2 mL,
6.9 mmol) y se deja agitando durante 30 minutos. Transcurridos este tiempo se afiade 95 (360
mg, 3.2 mmol) y se deja agitando a temperatura ambiente. Tras 22 horas de reaccion se observa
por ccf. la desaparicion del producto de partida (CH2Cl./MeOH 87:13, Ry: 0.5) y la aparicion
de un nuevo producto de reaccion (Rg: 0.1). Se concentra el disolvente a vacio y el crudo
obtenido se purifica por columna (CH2Cl,/MeOH 87:13) para obtener 98a como un aceite
transparente con un rendimiento del 40%.

RMN-'H (300 MHz, CD30D): & 1.78 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CH,), 2.11 (dd, J = 17.8, 6.2 Hz, 1H,
CH), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 2.68 (dd, J = 17.9, 5.0 Hz, 1H, CH), 3.24 (g, J = 6.9, 5.5
Hz, 2H, NCHy), 3.61 (s, 4H, OCHs + OCH), 3.94 (g, J = 6.2 Hz, 1H, OCH), 4.29 (d, J = 4.2
Hz, 1H, OCH), 6.31 — 6.41 (m, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 23.79 (CHy), 31.05 (CH), 38.82 (CHy), 42.56 (CHy), 52.22
(CHs), 65.82 (OCH), 66.42 (OCH), 71.46 (OCH), 130.93 (C=C), 133.13 (C=C), 170.16 (C=0),
176.64 (C=0).

IR (v, cm™): 3326 (OH y NH), 1735 (CO), 1618 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C12H19NOs, 274.1212; encontrado, 274.1213.
[a]p??: -107.20 (c 1.0, MeOH)
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5.3.9 Sintesis del acido 4-((3R,4S5,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-
carboxamido)butanoico (99a)
H Q H Q
o N\/\)J\OMe 0 N\/\)J\OH
NaOH, H,0
5\ 60°C, 1h 5\
HO" ™ YOH 80% HO" ™ YOH
OH OH

98a 99a

En un matraz de fondo redondo se disuelve 98a (80 mg, 0.3 mmol) en 4 mL de H>O, se
afiade NaOH (80 mg, 2.0 mmol) y se deja agitando a 60 °C. Tras 1 hora de reaccion se observa
por ccf la desaparicion del producto de partida (AcOEt/MeOH/H>O 10:2:1, Rs: 0.5) y la
aparicion de un nuevo producto de reaccion (Ry: 0). Se afiade Amberlita H-100 4cida y se deja
agitando durante 30 minutos, se filtra la mezcla y se lava con metanol. Se concentran los
filtrados a sequedad para obtener 99a como un aceite transparente con un rendimiento del 80%.

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 8 1.75 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CH), 2.09 (dd, J = 17.7, 6.4 Hz, 1H,
CH), 2.26 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHy), 2.66 (dd, J = 17.7, 5.1 Hz, 1H, CH), 3.23 (g, J = 9.3, 6.9
Hz, 2H, NCHy), 3.57 (dd, J = 8.1, 4.1 Hz, 1H, OCH), 3.91 (g, J = 6.4 Hz, 1H, OCH), 4.28 (d,
J=4.2Hz, 1H, OCH), 6.33 (d, J = 3.9 Hz, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): & 25.68 (CHs), 32.16 (CH2), 32.27 (CHz), 40.02 (CHy), 67.35
(OCH), 68.20 (OCH), 73.09 (OCH), 132.53 (C=C), 134.18 (C=C), 170.38 (C=0), 177.07
(C=0).

IR (v, cm™): 3299 (OH y NH), 1721 (CO), 1619 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C11H17NQOg, 259.1056; encontrado, 282.1062 (M+23 Na*).
[a]p?%: -96.78 (¢ 1.0, MeOH)
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5.3.10 Sintesis del 8-aminooctilcarbamato de zerc-butilo (101)

6 B (0] 6
HoN P NHy ———22 » H,N__{__NHBoc

CHClj
45 ta., 12h 101
58%

En un matraz de fondo redondo se disuelve 45 (198 mg, 1.37 mmol) en 4 mL de CHCl; y
sobre esta disolucion se afiade gota a gota una disolucion de Boc2O (100 mg, 0.46 mmol) en 1
mL de CHCl; y se deja agitando a t.a. Tras 12 h se comprueba la aparicion de un nuevo producto
de reaccion (CH2Cl/MeOH 5%, Ry: 0.3). La suspension obtenida se filtra sobre celita y se lava
con abundante CH>Cl, el filtrado se concentra a sequedad, se redisuelve en 5 mL de AcOEty
se lava con 5 mL de H>O y 5 mL de salmuera. La fase orgédnica se seca con sulfato sodico
anhidro y se concentra a sequedad para obtener 101 como un s6lido blanco amorfo con un
rendimiento del 58%, que se usa en las siguientes reacciones sin purificacion adicional.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!?!
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5.3.11 Sintesis del (8-((3R,4S5,5R)-3.4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
octil)carbamato de zerc-butilo (103b)

H
OxOH O<__N NHBoc
6
PyBOP, DIPEA
5\ + HN_\_NHBoc HYECH JEEAS
HO" OH

6
ta,24h
- 101 63% HO ; OH
OH OH
24 103b

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera inerte de argon se disuelve 24
(70 mg, 0.40 mmol) en 4 mL de DMF. Se anaden PyBOP (312 mg, 0.60 mmol) y DIPEA (0.1
mL, cat) y se deja activando durante 30 minutos. Se afiade 101 (100 mg, 0.40 mmol) y se deja
reaccionando a t.a. Al cabo de 24 horas se observa la desaparicion de los productos de partida
y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (CH2Clo/MeOH 90:10, R¢: 0.2). Se concentra
el disolvente a vacio y el crudo resultante se purifica por cromatografia en columna
(CH2Cl12/MeOH 90:10). Se obtiene 103b como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento
del 63%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): 8 1.22 (s, 10H, 5XCHy), 1.35 (d, J = 3.3 Hz, 16H, C(CHs)s
+ 2XCHy), 1.95 (dd, J = 17.6, 4.9 Hz, 1H, CH), 2.43 (s, 1H, CH), 2.86 (g, J = 6.4 Hz, 2H,
NCH;), 2.99 — 3.11 (m, 2H, NCH3), 3.46 (g, J = 4.9 Hz, 1H, OCH), 3.79 (dg, J = 8.5, 4.8 Hz,
1H, OCH), 4.15 (s, 1H, OCH), 4.48 (d, J = 4.6 Hz, 1H, OH), 4.63 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OH), 4.72
(d, J = 3.9 Hz, 1H, OH), 6.24 (d, J = 3.5 Hz, 1H, CH), 6.67 — 6.79 (m, 1H, NH), 7.68 — 7.85
(m, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 26.29 (CH,), 26.44 (CH;), 28.30 (CHz), 28.73 (C(CHa)a),
28.80 (CHs), 29.13 (CHy), 29.49 (CH2), 30.59 (CH), 38.78 (CHz), 65.59 (OCH), 66.76 (OCH),
70.90 (OCH), 77.30 (Co), 131.72 (C=C), 131.93 (C=C), 155.59 (C=0), 166.92 (C=C).

IR (v, cm™): 3325 (OH y NH), 1687 (CO), 1534 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C20H37N20Og, 401.2646; encontrado, 401.2651.
[a]p??: -112.02 (c 1.0, MeOH)
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5.3.12 Sintesis de la (3R,4S5,5R)-N-(8-aminooctil)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-

carboxamida (104b)
H H
05 N._{\_ NHBoc O Nk NH,
6 TFA/CH,Cl, 6
ta.,, 3h
y 99% .
HO" ™ “OH HO" > “OH
OH OH 104b

103b

En un matraz de fondo redondo se suspende 103b (42 mg, 0.11 mmol) en 2 mL de CH>Cl,,
se anaden gota a gota 2 mL de TFA y se deja reaccionando a t.a. Al cabo de 2 horas se observa
la desaparicion del producto de partida y la aparicion de un nuevo producto de reaccion de Ry
0.1 (AcOEt/MeOH/H>0O 10:2:1). Se concentra el disolvente a vacio, se afiade tolueno y se
concentra a sequedad. Se obtiene 104b como sal de TFA con rendimiento cuantitativo, como
un solido blanco.

RMN-'H (300 MHz, D20): & 1.27 (s, 10H, 5XCH2), 1.47 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHy), 1.53 — 1.67
(m, 2H, CH,), 2.15 (dd, J = 17.7, 7.1 Hz, 1H, CH), 2.68 (dd, J = 17.7, 5.3 Hz, 1H, CH), 2.92 t,
J =75 Hz, 2H, NCHy), 3.18 (t, J = 6.7 Hz, 2H, NCHy), 3.68 (dd, J = 8.7, 4.3 Hz, 1H, OCH),
3.97 (g, J = 7.0 Hz, 1H, OCH), 4.36 (t, = 4.1 Hz, 1H, OCH), 6.32 (d, J = 4.2 Hz, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 25.34 (CHz), 25.77 (CHy), 26.55 (CH2), 27.92 (CHy), 27.95
(CHz), 28.09 (CH3), 31.00 (CH2), 39.39 (CHz), 39.49 (CH;), 65.71 (OCH), 66.29 (OCH), 71.36
(OCH), 130.47 (C=C), 133.26 (C=C), 170.05 (C=0).

IR (v, cm™): 3326 (OH y NH), 1631 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C1sH290N204, 301.2119; encontrado, 301.2124.
[o]p?%: -107.78 (c 1.0, MeOH)
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5.3.13 Sintesis de la (BR,3'R,45,4'S,5R,5'R)-N,N'-(octano-1,8-diil)bis(3,4,5-
trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida) (91b)

O+_OH
o] o]
HO, OH
PyBOP, DIPEA 2 N N
) + HZN/\%NHz y! 2.0 . H/\QG/\H
HO' H OH ta., 24 h HO" Y OH
OH 45 94% OH 91b OH

24

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (100 mg, 0.57 mmol) en 5 ml de DMF seca. Se afiaden PyBOP (445 mg, 0.85
mmol) y DIPEA (0.3 mL, 1.71 mmol) y se agita a TA durante 20 minutos. Se anade la 1,8-
octildiamina (45) (42 mg, 0.28 mmol) y se agita a TA durante 24 horas. Al cabo de este tiempo
se observa por ccf (AcOEt/MeOH/H>0O 10:2:1) la desaparicion del producto de partida y la
aparicion de un producto nuevo de R 0.3. Se elimina el disolvente a vacio, se purifica por
cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>0 10:2:1) y se obtiene 91b como un s6lido blanco
amorfo, con un rendimiento del 94%.

RMN-1H (300 MHz, CD30D): 8 1.38 (s, 10H, 5XCHy), 1.53 (t, = 7.1 Hz, 4H, 2xCHy), 2.15
(dd, J = 17.8, 6.2 Hz, 2H, 2xCH), 2.73 (dd, J = 17.9, 5.1 Hz, 2H, 2xCH), 3.23 (q, J = 6.7 Hz,
4H, 2xNCH5), 3.63 (dd, J = 7.9, 4.3 Hz, 2H, 2xOCH), 3.98 (g, J = 6.3 Hz, 2H, 2xOCH), 4.33
(d, J = 4.3 Hz, 2H, 2xOCH), 6.38 (d, J = 3.9 Hz, 2H, 2xCH), 7.95 (d, J = 6.0 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): 8 27.89 (CHz), 30.26 (CH), 30.34 (CHy), 32.25 (CHy), 40.63
(CH,), 67.39 (OCH), 68.26 (OCH), 73.14 (OCH), 132.36 (C=C), 134.37 (C=C), 170.33 (C=O0).

IR (v, cm™): 3335 (OH y NH), 1621 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C22H37N20s, 457.2537; encontrado, 457.2537.

[a]o?: -51.8 (c 0.9, MeOH)
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5.3.14 Sintesis del 8-((3R,4S8,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
octanoato de metilo (98b)
\/%§“/OM3
6

O
. HzN\/H\n/OMe PyBOP, DIPEA o)
. 60 DMF
HO OH
96

Os_OH H
N

- ta,22h HO™ o
OH 40% H

OH
24 98b

En un matraz de fondo redondo, purgado y bajo atmdsfera inerte de argéon se disuelve 24

(100 mg, 0,57 mmol) en 3 mL de DMF seca. Se afiaden PyBOP (445 mg, 0.85 mmol) y DIPEA
(0.3 mL, 1.71 mmol) y se deja agitando durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se afiade
96 (120 mg, 0.70 mmol) y se deja agitando a t.a. Tras 22 horas de reaccion se observa por ccf
la desaparicion del producto de partida (CH2Clo/MeOH 93:7, Ry: 0.3) y la aparicion de un nuevo
producto de reaccion (Re: 0.2). Se concentra el disolvente a vacio y se el crudo obtenido se
purifica por columna (CH2Cl2/MeOH 93:7) para obtener 98b como un aceite transparente con
un rendimiento del 40%.
RMN-!H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.24 (s, 6H, 3xCH>), 1.40 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CH>), 1.50 (t,
J=7.1Hz, 2H, CHy), 1.97 (dd, J = 17.7, 4.9 Hz, 1H, CH), 2.28 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH>), 2.44
(d, J=4.2 Hz, 1H, CH), 3.06 (q, J = 7.0 Hz, 2H, NCHJ>), 3.48 (dt, J = 7.2, 4.3 Hz, 1H, OCH),
3.57 (s, 3H, OCHj3), 3.80 (dt, J = 8.9, 4.2 Hz, 1H, OCH), 4.16 (s, 1H, OCH), 4.50 (d, J = 4.4
Hz, 1H, OH), 4.65 (d, J = 6.8 Hz, 1H, OH), 4.74 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OH), 6.21 — 6.30 (m, 1H,
CH), 7.78 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 24.43 (CH;), 26.32 (CHy), 28.46 (CH2), 29.08 (CH3), 30.59
(CHy), 33.28 (CH), 38.74 (CHy), 51.21 (CHs), 65.59 (OCH), 66.76 (OCH), 70.90 (OCH),
131.72 (C=C), 131.96 (C=C), 166.94 (C=0), 173.42 (C=O0).

IR (v, cm™): 3323 (OH y NH), 1736 (CO), 1618 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C16H28NOs, 330.1911; encontrado, 330.1910.
[a]o??: -74.2 (c 1.2, MeOH)
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5.3.15 Sintesis del acido 8-((3R.,4S5,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-
carboxamido)octanoico (99b)
H H
Os_N OMe o< _N OH
\/He\g NaOH, H,0 \/H‘*\g
—_—
60°C, 1 h
HO" ™ “OH 98% HO" OH
OH OH
98b 99b

En un matraz de fondo redondo se disuelve 98b (48 mg, 0.15 mmol) en 5 mL de H>O, se
afiade NaOH (50 mg, 1.25 mmol) y se deja agitando a 60 °C. Tras 1 hora de reaccion se observa
por ccf la desaparicion del producto de partida (AcOEt/MeOH/H>O 10:2:1, R: 0.4) y la
aparicion de un nuevo producto de reaccion (Re: 0). Se aiade Amberlita H-100 acida, se deja
agitando durante 30 minutos, se filtra la mezcla y se lava con metanol. Se concentran los
filtrados a sequedad para obtener 99b como un so6lido aceitoso con un rendimiento del 98%.

RMN-'H (300 MHz, D20): & 1.30 (s, 8H, 4x), 1.54 (dd, J = 14.4, 7.3 Hz, 4H, 2xCHy), 2.26
(m, 3H, CH, + CH), 2.71 (dd, J = 17.7, 5.5 Hz, 1H, CH), 3.15 — 3.37 (m, 2H, NCH5), 3.64 —
3.80 (m, 1H, OCH), 4.00 (g, J = 7.5, 7.1 Hz, 1H, OCH), 4.33 — 4.47 (m, 1H, OCH), 6.31 — 6.46
(m, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, D20): & 24.39 (CHz), 25.74 (CH;), 27.88 (CHy), 28.05 (CHy), 28.08
(CHz), 31.09 (CH;), 34.39 (CH,), 39.52 (CH), 65.73 (OCH), 66.28 (OCH), 71.43 (OCH),
130.45 (C=C), 133.32 (C=C), 170.06 (C=0), 180.10 (C=0).

IR (v, cm™): 3324 (OH y NH), 1728 (CO), 1620 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C1sH26NOs, 316.1755; encontrado, 316.1752.
[o]p?%: -81.83 (c 1.0, MeOH)
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5.3.16 Sintesis del 12-aminododecilcarbamato de ferc-butilo (102)

Boc,0
H,N NHy —————— H)N NHBoc
2 \/é?\/ 2 CHC|3 2 \/é\)\/

10 10

46 ta.,12h 102
59%

En un matraz de fondo redondo se disuelve el compuesto 46 (500 mg, 2.5 mmol) en 10 mL
de CHCIs, se anade gota a gota una disolucion de Boc,O (260 mg, 1.2 mmol) en 1 mL de CHCI3
y se agita a t.a. durante 12 horas. Al cabo de este tiempo se observa por ccf (CH>Cl/MeOH
85:15) la desaparicion del producto de partida y la aparicion de un producto nuevo de Ry 0.6.
La mezcla se filtra y se elimina el disolvente a vacio. El crudo se disuelve en AcOEt y se extrae
con salmuera, se seca con Na>SOs y se purifica por cromatografia en columna (CH2Clo/MeOH
90:10 con un 2% de NH3). Se obtiene 102 como un sélido marrdn, con un rendimiento del 59%.

RMN-'H (300 MHz, CDCl3): & 1.20 — 1.34 (m, 17H, 8xCH>), 1.43 (d, J = 12.8 Hz, 14H,
C(CHa)s + 3xCH), 1.71 (s, 4H, 2XxCH>), 2.68 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH>), 3.09 (g, J = 6.7 Hz, 2H,
CHy), 4.52 (s, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CDCls):  26.80 (CH2), 26.87 (CH2), 28.43 (CH2), 29.28 (C(CHs)s), 29.53
(CH2), 30.06 (CH2), 33.37 (CH2), 40.60 (CHy), 41.97 (CHy), 78.85 (C.), 156.02 (C=0).

EMAR (ESI*): calculado para C17H3sN202, 300.2819; encontrado, 300.2822.
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5.3.17 Sintesis del  (12-((3R,4S5,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
dodecil)carbamato de zerc-butilo (103c¢)

H
OOH Os N _fH_NHBoc
10
PyBOP, DIPEA
+ HyN NHBoc >
\_ A re 5\
HOT Y oA 102 Rl HO" " 0H
OH : SH
24 103c

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argén se disuelve el
compuesto 24 (70 mg, 0.4 mmol) en 3 ml de DMF seca. Se anaden PyBOP (260 mg, 0.5 mmol)
y DIPEA (0.17 mL, 1 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se afiade 102 (100 mg, 0.33
mmol) y se agita a t.a. durante 30 horas. Al cabo de este tiempo se observa por ccf
(CH2CI2/MeOH 85:15) la desaparicion del producto de partida y la aparicion de un producto
nuevo de Re: 0.6. Se elimina el disolvente a vacio. Se tritura el producto con diclorometano y
se obtiene 103¢ como un sélido blanco, con un rendimiento del 48%.

RMN-1H (300 MHz, CDsOD): & 1.31 (d, J = 4.5 Hz, 12H, 6xCHy), 1.43 (s, 9H, C(CHs)s), 1.52
(d, J = 6.7 Hz, 2H, CH>), 2.15 (dd, J = 17.9, 6.3 Hz, 1H, CH), 2.73 (dd, J = 17.8, 5.1 Hz, 1H,
CH), 3.01 (t, J = 6.8 Hz, 2H, NCHy), 3.22 (t, J = 7.1 Hz, 2H, NCH>), 3.63 (dd, J = 7.8, 4.2 Hz,
1H, OCH), 3.98 (g, J = 6.4 Hz, 1H, OCH), 4.34 (s, 1H, OCH), 6.38 (t, J = 2.2 Hz, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): & 27.85 (CHy), 28.03 (CHy), 28.80 (C(CHs)s), 30.42 (CHo),
30.66 (CH2), 32.25 (CH2), 40.68 (CH), 48.15 (CHy), 67.41 (OCH), 68.28 (OCH), 73.17
(OCH), 79.78 (C), 132.34 (C=C), 134.40 (C=C), 158.46 (C=0), 170.36 (C=0).

IR (v, cm™): 3329 (OH y NH), 1667 (CO), 1532 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C24HssN20s, 457.3211; encontrado, 457.3220.
[o]o?%: -79.23 (c 1.0, MeOH)
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5.3.18 Sintesis de la (3R,4S,5R)-N-(12-aminodocecil)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-
carboxamida (104c¢)

H
H
Oy N~ A~ NHBoc O N NH
2
10 1. TFA/CH,Cly 1:1 \/HS/
ta.,3h
HO™ ok 2.NaoH. Ho L

= 0, -
OH 50% o
103¢c 104c

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera de argdn, se disuelve el
compuesto 103¢ (26.5 mg, 0.06 mmol) en una mezcla 1:1 de CH2Cl2/TFA (10 mL) y se agita a
TA durante 3 horas. Al cabo de este tiempo se observa por ccf (CH2Cl,/MeOH 85:15) la
desaparicion del producto de partida y la aparicion de un producto nuevo de Ry: 0.7. Se elimina
el disolvente a vacio. Se disuelve el crudo en CH2Cl y se extrae con agua. Se basifica a pH 14
y el precipitado que aparece se filtra y se lava con una disolucion acuosa bésica. Se obtiene
104¢ como un so6lido blanco amorfo, con un rendimiento del 50%.

RMN-1H (300 MHz, D20): & 1.20 (s, 16H, 8xCH>), 1.38 (dt, J = 21.0, 6.7 Hz, 4H, 2XxCH>),
2.04 (dd, J = 17.8, 6.2 Hz, 1H, CH), 2.50 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CHy), 2.62 (dd, J = 17.8, 5.0 Hz,
1H, CH), 3.11 (t, J = 7.1 Hz, 2H, NCH3), 3.52 (dd, J = 7.9, 4.1 Hz, 1H, OCH), 3.87 (d, J = 6.4
Hz, 1H, OCH), 4.23 (d, J = 4.6 Hz, 1H, OCH), 6.27 (d, J = 3.6 Hz, 1H, CH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): 8 25.71 (CH), 26.41 (CH2), 26.93 (CH>), 28.44 (CH;), 28.74
(CHz), 28.84 (CHy), 28.94 (CH2), 29.07 (CH), 30.57 (CH3), 38.82 (CHy), 65.53 (OCH), 66.70
(OCH), 70.91 (OCH), 131.75 (C=C), 131.79 (C=C), 166.91 (C=0).

IR (v, cm™): 3331 (OH y NH), 1671 (CO)
EMAR (ESIY): calculado para C19H37N204, 357.2706; encontrado, 357.2714.

[a]o?: -103.03 (c 1.0, MeOH)
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5.3.19 Sintesis de la  (3R,3'R,45,4'S,5R,5'R)-N,N'-(dodecano-1,12-diil)bis(3,4,5-
trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida) (91c)

Oy OH o o
HO,, OH
y - N N
| + HZNMNHZ P BOEI:ME|PEA Q)LH/\&%/O\H)‘\CE
HO™ ™~ “OH 46 ta., 24 h HO 91c - oA
OH 93% OH OH

24

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera de argdén se disuelve el
compuesto 24 (100 mg, 0.57 mmol) en 5 ml de DMF seca. Se anaden PyBOP (445 mg, 0.85
mmol) y DIPEA (0.3 mL, 1.71 mmol) y se agita a t.a. durante 20 minutos. Se afiade la
1,12-dodecildiamina (46)(57 mg, 0.28 mmol) y se agita a t.a. durante 24 horas. Al cabo de este
tiempo se observa por ccf (CH2Cl,/MeOH 90:10) la desaparicion del producto de partida y la
aparicion de un producto nuevo de Ry 0.2. Se elimina el disolvente a vacio. Se tritura el

producto con diclorometano y se obtiene 91¢ como un s6lido blanco, con un rendimiento del
93%.

RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.24 (s, 16H, 8XCH>), 1.40 (p, J = 7.0 Hz, 4H, 2xCH>),
1.97 (dd, J = 17.9, 4.9 Hz, 2H, 2xCH), 2.37 — 2.52 (m, 2H, 2xCH), 3.06 (g, J = 6.9 Hz, 4H,
2xNCHy), 3.48 (p, J = 2.9 Hz, 2H, 2xOCH), 3.80 (d, J = 5.7 Hz, 2H, 2xOCH), 4.16 (s, 2H,
2xOCH), 4.50 (d, J = 4.3 Hz, 2H, 2xOH), 4.65 (d, J = 6.6 Hz, 2H, 2XOH), 4.74 (s, 2H, 2xOH),
6.26 (d, J = 3.3 Hz, 2H, 2xCH), 7.77 (t, J = 5.7 Hz, 2H, 2xNH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 26.47 (CH,), 28.82 (CH,), 29.04 (CH;), 29.12 (CHy), 30.60
(CH>), 38.77 (CH,), 65.58 (OCH), 66.74 (OCH), 70.93 (OCH), 131.74 (C=C), 131.88 (C=C),
166.92 (C=0).

IR (v, cm™?): 3335 (OH y NH) 1621 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C2sH4sN20s, 513.3170; encontrado, 513.3170.
[o]o?%: -49.6 (c 1.0, MeOH)
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5.3.20 Sintesis del 12-((3R,4S5,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamido)
dodecanoato de metilo (98c¢)

O+_OH H
N

0] WOMe
70
. HzN\/H\H/OMe PyBOP, DIPEA o
. 10 5 DMF
HO OH
97

ta., 24 h
43% HO Y OH

OH
OH
24 98c

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmosfera inerte de argén se disuelve 24
(100 mg, 0.57 mmol) en 6 mL de DMF. Se aiiaden PyBOP (445 mg, 0.85 mmol), DIPEA (0.3
mL, 1.71 mmol) y se deja activando durante 30 minutos. Se anade 97 (156 mg, 0,68 mmol) y
se deja reaccionando a t.a. Al cabo de 24 horas se observa la desaparicion de los productos de
partida y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (CH2Cl/MeOH 90:10, R¢: 0.2). Se
concentra el disolvente a vacio y el crudo resultante se purifica por cromatografia en columna
(CH2CI2/MeOH 90:10). Se obtiene 98¢ como un sélido blanco amorfo, con un rendimiento del
43%.

RMN-1H (300 MHz, CDsOD): & 1.31 (s, 13H, 7XCHy), 1.45 — 1.67 (m, 2H, CHy), 2.15 (dd, J
= 17.5, 6.3 Hz, 1H, CH), 2.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHy), 2.73 (dd, J = 17.8, 5.0 Hz, 1H, CH),
3.22 (t, J = 7.1 Hz, 2H, NCH>), 3.65 (s, 4H, OCH + OCHs), 3.98 (q, J = 6.2 Hz, 1H, OCH),
4.34 (s, 1H, OCH), 6.38 (d, J = 3.6 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, CD30D): & 26.00 (CH), 28.01 (CHz), 30.15 (CHz), 30.32 (CH2), 30.41
(CH2), 30.51 (CH), 30.58 (CHs), 30.62 (CHy), 32.25 (CHz), 34.80 (CH), 40.67 (CHs), 51.94
(CHs), 67.39 (OCH), 68.25 (OCH), 73.16 (OCH), 132.33 (C=C), 134.39 (C=C), 170.31 (C=0),
176.00 (C=0).

IR (v, cm™): 3302 (OH y NH), 1757 (CO), 1648 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C20HssNOs, 386.2537; encontrado, 386.2542.
[a]o?%: -49.47 (c 0.9, MeOH)
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5.3.21 Sintesis del acido 12-((3R,45,5R)-3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-
carboxamido)dodecanoico (99c)

o) Hﬁj\ 4o
(0] N
1y OMe fﬁ¥\OH
LiOH
. THF/H,0
HO\ < OH HO\" v

: ta., 16 h =~ YOH
OH 87% OH

98c 99¢

En un matraz de fondo redondo se disuelve 98¢ (100 mg, 0.26 mmol) en 5 mL de una
mezcla de THF/H>O 5:1, se afiade LiOH (44 mg, 1.04 mmol) y se deja reaccionando a t.a. Al
cabo de 16 horas se observa la desaparicion del producto de partida (AcOEt/MeOH/H>O 10:2:1,
Ry: 0.5) y la aparicion de un nuevo producto de R¢: 0.3. Se afiade Amberlita H-100 4cida y se
deja agitando 20 minutos. Se filtra y se concentra a sequedad y el crudo obtenido se somete a
cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H20 10:2:1) para obtener 99¢ como un sélido blanco
amorfo con un rendimiento del 87%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.24 (s, 12H, 6XCHy), 1.34 — 1.54 (m, 2H, CHy), 1.89 —
2.04 (M, 1H, CH), 2.14 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy), 2.44 (s, 1H, CH), 3.06 (d, J = 6.7 Hz, 2H,
NCH,), 3.48 (dd, J = 6.8, 4.0 Hz, 2H, OCH), 3.75 — 3.86 (m, 1H, OCH), 4.16 (s, 1H, OCH),
6.25 (s, 1H, CH), 7.78 (d, J = 5.9 Hz, 1H, NH).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds): & 24.77 (CHz), 26.52 (CHy), 28.70 (CH2), 28.85 (CH3), 28.99
(CH2), 29.03 (CH), 29.06 (CHz), 29.15 (CHz), 30.70 (CH2), 34.23 (CH3), 38.87 (CHy), 65.65
(OCH), 66.79 (OCH), 71.04 (OCH), 131.87 (C=C), 131.92 (C=C), 167.10 (C=0), 175.01
(C=0).

IR (v, cm™): 3307 (OH y NH), 1739 (CO), 1635 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C19H34sNOs, 372.2377; encontrado, 372.2381.
[a]p??: -11.73 (c 0.8, MeOH)
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5.3.22 Sintesis de la (3R,3'R,45,4'S,5R,5'R)-N,N'-(hexadecano-1,16-diil)bis(3,4,5-
trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxamida) (91d)

O.__OH o o
HO,, OH
PyBOP, DIPEA ‘ N N
5\ "N, DMF . H/\@;‘\H .
HO™ ™~ ~OH ta., 24 h HO < "OH
OH 47 20 % OH 91d OH
24

En un matraz de fondo redondo se disuelve 24 (168 mg, 0.97 mmol) en 5 mL de DMF. Se
anaden PyBOP (650 mg, 1.25 mmol) y DIPEA (0.4 mL, 2.34 mmol) y se deja activando 30
minutos. Tras este tiempo se anade 47 (100 mg, 0.39 mmol) y se deja reaccionando a t.a. Tras
24 h de reaccion se observa la desaparicion del producto de partida (AcOEt/MeOH/H>0 10:2:1,
Ry: 0.1) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (Ryr: 0.2). Se concentra el disolvente a
vacio y el crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0O
10:2:1), para obtener 91d como un s6lido blanco amorfo con un rendimiento del 20%.

RMN-1H (300 MHz, CDzOD): & 1.30 (s, 24H, 12xCHy), 1.53 (m, 4H, 2xCHy), 2.17 (dt, J =
17.7, 8.4 Hz, 2H, 2xCH), 2.73 (dd, J = 17.8, 5.2 Hz, 2H, 2xCH), 3.22 (t, J = 7.1 Hz, 4H,
2xNCHy), 3.63 (dd, J = 7.9, 4.2 Hz, 2H, 2xOCH), 3.98 (g, J = 6.3 Hz, 2H, 2xOCH), 4.35 (g, J
= 6.9, 4.2 Hz, 2H, 2xOCH), 4.53 (s, 2H, 2xOH), 6.33 — 6.44 (m, 2H, 2xCH).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): 8 28.03 (CH;), 30.43 (CH2), 30.67 (CHs), 30.72 (CH>), 32.26
(CH>), 40.69 (CH,), 67.41 (OCH), 68.27 (OCH), 73.17 (OCH), 132.34 (C=C), 134.42 (C=C),
170.38 (C=0).

IR (v, cm™): 3332 (OH y NH), 1622 (CO)
EMAR (ESI*): calculado para C3oHs3sN20s, 569,3731; encontrado, 569,3733.
[o]o?%: -28.8 (¢ 0.2, MeOH)
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5.4 Sintesis de amidas derivadas del oseltamivir
5.4.1 Procedimientos generales

Procedimiento general A: Sintesis de los aldehidos precursores 151, 152, 153 y 154.

En un matraz de fondo redondo se disuelve el aldehido correspondiente en DMSO, se afiade
K2COs (4.5 eq) y se desgasifica a 50 °C. Se afiade el acido boronico correspondiente (1 eq) y
se desgasifica de nuevo. Se anade Pd(PPhs)s (0.01 eq) y se desgasifica de nuevo. Se deja
reaccionando a 120 °C hasta observar por ccf la desaparicion del aldehido de partida. Se deja
enfriar a t.a. y se diluye la mezcla de reaccion con H>O, se extrae con AcOEt y se concentra la
fase organica. El crudo obtenido se somete a cromatografia en columna para obtener el
correspondiente aldehido.

Procedimiento general B: Sintesis de derivados de oseltamivir via reaccion de Ugi.

En un matraz de fondo redondo se disuelve fosfato de oseltamivir (34) (1 eq), acido 2-
(hidroximetil) benzoico (106) (0.9 eq), el correspondiente aldehido (1 eq) y el correspondiente
isonitrilo (1 eq) en 5 mL de MeOH. La mezcla se agita a t.a. hasta la desaparicion total del acido
2-(hidroximetil) benzoico. Pasado este tiempo el disolvente se concentra a sequedad y el crudo
obtenido se somete a cromatografia en columna para obtener el correspondiente éster.

Procedimiento general C: Sintesis de derivados de oseltamivir via reaccion de Strecker.

En un matraz de fondo redondo se disuelve fosfato de oseltamivir (34) (1 eq), el
correspondiente aldehido (0.9 eq) y cianuro potésico (1 eq) en 5 mL de MeOH vy se agita a t.a.
hasta la desaparicion total del aldehido. Pasado este tiempo se concentra el disolvente a vacio
y el crudo obtenido se redisuelve en 10 mL de acetato de etilo y se lava con 10 mL de NaOH
IM y salmuera. La fase orgdnica se concentra a vacio y el crudo obtenido se somete a
cromatografia en columna para obtener el correspondiente éster.

Procedimiento general D: Oxidacion del grupo nitrilo.

En un matraz de fondo redondo se disuelve el correspondiente nitrilo (1 eq) y KoCO3 (0.3
eq) en una mezcla 3:1 de DMSO y H>O> y se deja reaccionando a t.a. Si se observa la aparicion
de un precipitado blanco se afiade MeOH gota a gota hasta total disolucion. Una vez se observa
la desaparicion del nitrilo de partida por ccf se afiaden 5 mL de una disolucion de Na>S>03 gota
a gota y se extrae con 10 mL de AcOEt tres veces, se seca la fase orgéanica con sulfato sodico
anhidro y se concentra a sequedad. El crudo obtenido se somete a cromatografia en columna
para obtener la correspondiente amida.

Procedimiento general E: Hidrdlisis del grupo éster.

En un matraz de fondo redondo se disuelve el correspondiente éster en 5 mL de una mezcla
de THF/H>O (5:1), se anade LiOH (4 eq) y se deja reaccionando a t.a. hasta observar por ccf la
desaparicion total del éster de partida. Pasado este tiempo se afiaden 5 mL de metanol y silica
y el disolvente se concentra a sequedad. El residuo obtenido se somete a cromatografia en
columna para dar lugar a los correspondientes acidos.
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5.4.2 Sintesis del 4-(tiofen-2-il)benzaldehido (151)

0
o) Pd(PPhs),
| WB’OH K,COs H
_—
* Y on DMSO x
Br reflujo, 12 h \
78% S
179 181 151

Se prepard siguiendo el procedimiento general A, usando el aldehido 179 (287 mg, 1.56
mmol), el acido boroénico 181 (200 mg, 1.56 mmol), KoCO3 (950 mg, 7 eq), Pd(PPh3)s (20 mg,
0.015 mmol) y DMSO (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:5) permitio aislar
el producto 151 (R¢: 0.4) como un s6lido amarillento, con un rendimiento del 78%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia,Frror! Bookmark not defined.

5.4.3 Sintesis del 4-(tiofen-3-il)benzaldehido (152)

o)
o) Pd(PPh3),
= OH K,CO,4 H
H . )8 —
S v DMSO
OH . 74
Br reflujo, 12 h $ |
0,
179 182 80% 152

Se prepard siguiendo el procedimiento general A, usando el aldehido 179 (287 mg, 1.56
mmol), el acido bordnico 182 (200 mg, 1.56 mmol), K2CO3 (950 mg, 7 eq), Pd(PPh3)4 (20 mg,
0.015 mmol) y DMSO (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:5) permitio aislar
el producto 152 (R¢: 0.4) como un s6lido amarillento, con un rendimiento del 80%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.!?®
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5.4.4 Sintesis del 2-metoxi-4-(tiofen-2-il)benzaldehido (153)

o
o Pd(PPhs),
y D_B,OH K,COs4 H
. — = =

s OH DMSO \ OMe

Br OMe reflujo, 12 h \

91% S
180 181 153

Se preparé siguiendo el procedimiento general A, usando el aldehido 180 (335 mg, 1.56
mmol), el acido boronico 181 (200 mg, 1.56 mmol), KoCO3 (950 mg, 7 eq), Pd(PPh3)4 (20 mg,
0.015 mmol) y DMSO (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:5) permitio aislar
el producto 153 (Rf: 0.4) como un s6lido amarillento, con un rendimiento del 91%.

RMN-!H (300 MHz, CDCls): § 4.00 (d, J = 1.0 Hz, 3H), 7.13 (ddd, J = 4.9, 3.7, 1.1 Hz, 1H),
7.18 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.29 (ddt, J = 8.1, 1.4, 0.8 Hz, 1H), 7.40 (dt, J = 5.1, 1.1 Hz, 1H), 7.44

(dt,J=3.7, 1.1 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 10.44 (s, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CDCls): 6 55.74, 109.43, 119.03, 122.58, 123.67, 126.24, 126.89, 129.23,

141.32, 143.26, 162.27, 189.19.
EMAR (ESI"): calculado para C12H110,S, 219.0435; encontrado, 219.0434.
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5.4.5 Sintesis del 2-metoxi-4-(tiofen-3-il)benzaldehido (154)

O
(0] Pd(PPh3),
" @_B,OH K,COs H
I —_ =
s “on DMSO 7 OMe
Br OMe reflujo, 12 h |
92% ]
180 182 154

Se prepardé siguiendo el procedimiento general A, usando el aldehido 180 (335 mg, 1.56
mmol), el acido boronico 182 (200 mg, 1.56 mmol), KoCO3 (950 mg, 7 eq), Pd(PPh3)4 (20 mg,
0.015 mmol) y DMSO (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:5) permiti6 aislar
el producto 154 (Rs: 0.4) como un s6lido amarillento, con un rendimiento del 92%.

RMN-'H (300 MHz, CDCls): $ 4.00 — 4.04 (m, 3H), 7.20 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.26 — 7.31 (m,
1H), 7.40 — 7.49 (m, 2H), 7.61 (ddt, J = 2.6, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H),
10.48 (s, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CDCls): 6 55.72, 109.40, 118.99, 122.57, 123.64, 126.22, 126.88, 129.19,
141.29, 143.23, 162.25, 189.17.

EMAR (ESI%): calculado para C12H110.S, 219.0435; encontrado, 219.0434.
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5.4.6 Sintesis del (BR,4R,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-(terc-butilamino)-2-

oxoetil)amino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de
etilo (183) y del (3R, 4R,55)-5-(((R)-1-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-(terc-butilamino)-2-
oxoetil)amino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de
etilo (184)

o
>L 106
MeOH NHAC
H2N ta. 48 h
NHAC 48%
183 y 184

Se prepararon siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 149 (44 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 147 (20 mg, 0.25 mmol)
y el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permitié aislar los productos 183 y 184 (Rs: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 48%.
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5.4.7 Sintesis del acido (3R,4R,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(ferc-butilamino)-2-
oxoetil)Jamino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (155) y
del acido (BRA4R,55)-5-((R)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(ferc-butilamino)-2-
oxoetil)amino)-4-acetamid0-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilico (156)

H \Q/ O OH
HN HNVO/& /(/
l ]./(/ LiOH N N7 >0
NHAG TTHRHO NHAC ' NHAc
ta. 24 h O
96%
156

183 y 184 5

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisomeros
183+184 (15 mg, 0.03 mmol), LiOH (10 mg, 0.25 mmol) en 2 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisdémeros 155 y 156 como productos puros, con rendimientos del 49% (D1)y 47% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.87 (td, J = 7.3, 5.0 Hz, 7H), 1.34 (s, 11H), 1.40 — 1.56 (m,
4H), 2.00 (s, 3H), 2.29 (dt, J= 35.6, 8.4 Hz, 1H), 2.65 —2.87 (m, 2H), 3.58 (t, /= 6.3 Hz, 1H),
3.88 (t,J=9.3 Hz, 1H), 4.04 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.35 (s, 1H), 4.55 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 7.33
(t,J=7.3 Hz, 1H), 7.39 — 7.52 (m, 4H), 7.60 (dd, J = 8.0, 2.4 Hz, 4H).
Compuesto D2

RMN-'H (400 MHz, CD30D): 6 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 7H), 1.29 (d, J = 2.9 Hz, 3H), 1.37 (s,
10H), 1.47 — 1.67 (m, 7H), 1.81 (p, J = 7.0 Hz, 2H), 1.89 — 1.99 (m, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.09 —
2.25 (m, 2H), 2.32 (t,J=7.4 Hz, 1H), 2.82 (td, J=17.6, 16.2, 5.2 Hz, 2H), 3.41 (p, /= 5.7 Hz,
1H), 3.58 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.69 — 4.11 (m, 7H), 4.35 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 7.28 — 7.37 (m,
1H), 7.43 (dd, J=15.4, 7.9 Hz, 4H), 7.59 (ddt, J= 7.1, 3.9, 1.8 Hz, 4H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (75 MHz, CD30D): & 9.60, 9.84, 23.12, 26.73, 27.22, 28.85, 32.51, 48.15, 48.43,
48.72, 49.00, 49.28, 49.57, 49.85, 52.04, 55.49, 56.61, 65.98, 76.80, 83.40, 127.94, 128.34,
128.50, 129.02, 129.90, 142.37, 173.88, 174.14.
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Compuesto D1y D2
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5.4.8 Sintesis del (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-(terc-butilamino)-1-
(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilato de etilo (187) y del (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-(((R)-2-(terc-butilamino)-
1-(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilato de etilo (188)

106

O
El L W e (2 El L
ta., 48 h NHAc
NHAc 36%
34 187y188

Se prepar6 siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34) (100
mg, 0.25 mmol), el aldehido 150 (53 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 147 (20 mg, 0.25 mmol) y
el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permiti6 aislar los productos 187+188 (R¢: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 36%.
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5.4.9 Sintesis del acido (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-(terc-butilamino)-1-
(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilico (159) y del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-(ferc-butilamino)-1-
(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-

carboxilico (160)
L AT 5
AL NHACL ™

89%
187 y 188 160
Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
187+188 (40 mg, 0.06 mmol), LiOH (25 mg, 0.62 mmol) en 4 mL de una mezcla THF/H>0O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisémeros 159 y 160 como productos puros, con rendimientos del 46% (D1) y 43% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.84 (td, /= 7.4, 4.8 Hz, 6H), 1.35 (s, 9H), 1.45 (s, 4H), 1.97
(s, 3H), 2.18 — 2.37 (m, 1H), 2.82 (dd, J = 15.5, 9.7 Hz, 2H), 3.89 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 4.01 (s,
1H), 4.48 (s, 1H), 6.71 (s, 1H), 7.42 — 7.55 (m, 3H), 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.26 (t, J = 3.5
Hz, 2H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CDzOD): § 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 6H), 1.37 (s, 8H), 1.46 — 1.60 (m, 4H),
2.02 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 2.85 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 2.90 — 3.01 (m, 1H), 3.41 (g, J = 5.8 Hz,
1H), 3.99 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 4.10 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 4.52 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 7.50 (t, J =
7.6 Hz, 3H), 7.88 (dd, J = 8.6, 4.9 Hz, 2H), 8.25 (d, J = 8.9 Hz, 2H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): 6 9.58, 9.82, 23.12, 26.71, 27.19, 28.85, 32.49, 48.15, 48.43,
48.72, 49.00, 49.28, 49.57, 49.85, 52.08, 55.65, 56.58, 66.42, 76.65, 83.33, 121.82, 122.79,
123.87, 124.09, 125.68, 127.01, 128.16, 131.33, 136.54, 137.06, 137.16, 137.70, 140.40,
141.12, 174.06.
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5.4.10 Sintesis del (BRA4AR,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(bencilamino)-2-

oxoetil)amino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de
etilo (185) y del (3R,4R,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(bencilamino)-2-
oxoetil)amino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de
etilo (186)
106
NHAc 46%
185y 186

Se prepararon siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 149 (44 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 148 (29 mg, 0.25 mmol)
y el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permitid aislar los productos 185+186 (Rs: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 46%.
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5.4.11 Sintesis del acido (3R, 4R,55)-5-(((S)-1-(|1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(bencilamino)-2-
oxoetil)Jamino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (157) y
del acido (BR,4R,585)-5-(((R)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-(bencilamino)-2-
oxoetil)amino)-4-acetamid0-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilico (158)

o

Q (@) ~
HN (0]
* L|OH Ji/
NT T 0 THF/H o
NHAc ta., 24 h NHAc NHAc
O o
185y 186 158

Se preparé siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
185+186 (15 mg, 0.025 mmol), LiOH (10 mg, 0.25 mmol) en 1 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0O 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisémeros 157 y 158 como productos puros, con rendimientos del 41% (D1) y 38% (D2).

Compuesto D1
RMN-1H (400 MHz, CD30OD): 6 0.90 (q, J = 7.7 Hz, 8H), 1.52 (dd, J = 10.6, 5.3 Hz, 5H), 1.96
(s, 4H), 2.09 — 2.26 (m, 2H), 2.85 (td, J = 14.4, 5.4 Hz, 2H), 3.40 (p, J = 5.6 Hz, 1H), 3.67 —
3.76 (m, 3H), 3.93 (t, J = 9.4 Hz, 2H), 4.06 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 4.48
(d, J=14.0Hz, 2H), 6.72 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 7.16 — 7.39 (m, 7H), 7.39 — 7.53 (m, 5H), 7.54 —
7.65 (m, 5H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD3OD): & 0.86 (q, J = 7.1 Hz, 6H), 1.46 (d, J = 9.3 Hz, 4H), 1.98 (s,
4H), 2.76 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 3.57 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 3.87 (t, J = 9.5 Hz, 2H), 4.01 (s, 1H),
4.39 (s, 2H), 4.48 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 7.22 (q, J = 7.3, 6.7 Hz, 5H), 7.35 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
7.44 (dd, J = 13.6, 7.5 Hz, 4H), 7.61 (d, J = 7.7 Hz, 5H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (100 MHz, CD3OD): $ 9.63, 9.90, 23.10, 26.49, 26.75, 27.23, 32.06, 44.10, 48.36,
48.57, 48.79, 49.00, 49.21, 49.43, 49.64, 55.57, 56.43, 64.36, 68.86, 77.25, 83.37, 127.95,
128.22, 128.30, 128.49, 128.98, 129.60, 129.88, 137.00, 139.92, 142.26, 174.01, 174.85.
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Compuesto D1y D2
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5.4.12 Sintesis del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((5)-2-(bencilamino)-1-
(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilato de etilo (189) y del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-1-
(dibenzo|b,d]tiophen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilato de etilo (190)

106
O

OO~
o
Qe O L
HNT 70 s O N\?c@ tgﬂeggh O NHAG
NHAC 35%
34 150 148 189+190

Se prepararon siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 150 (53 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 148 (29 mg, 0.25 mmol)
y el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permitid aislar los productos 189+190 (R¢: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 35%.
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5.4.13 Sintesis del acido (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-(bencilamino)-1-
(dibenzo|b,d|tiofen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilico (161) y del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-1-
(dibenzo|b,d|tiofen-2-il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilico (162)

HN.__O
N
Ei @ Ei Lo 5\ 1
O T THRHO O N O
NHAG ta 24h NHAc NHAc

189+190 162

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
189+190 (21 mg, 0.032 mmol), LiOH (15 mg, 0.37 mmol) en 2 mL de una mezcla THF/H,0O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisdémeros 161 y 162 como productos puros, con rendimientos del 34% (D1) y 39% (D2)
respectivamente.

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, CD30D): & 0.84 (q, J = 7.5 Hz, 7H), 1.37 — 1.52 (m, 5H), 1.95 (s, 4H),
2.26 (ddt, J = 18.7, 10.7, 2.9 Hz, 1H), 2.66 (s, 2H), 2.75 — 2.90 (m, 3H), 3.01 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 3.90 (dd, J = 10.0, 8.3 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.41 (s, 2H), 4.65 (s, 2H), 6.68
(d, J=2.4 Hz, 1H), 7.16 — 7.28 (m, SH), 7.45 — 7.54 (m, 3H), 7.89 (dd, J = 8.7, 3.2 Hz, 2H),
8.17 — 8.23 (m, 1H), 8.27 (d, J = 1.7 Hz, 1H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.90 (td, J = 7.6, 2.6 Hz, 7H), 1.29 (s, 1H), 1.43 — 1.61 (m,
5H), 1.97 (s, 3H), 2.29 (d, J = 27.3 Hz, 1H), 2.77 — 2.95 (m, 2H), 3.96 (t, J= 8.7 Hz, 1H), 4.05
(s, 1H),4.39 (d, J=13.7 Hz, 2H), 4.51 (d, /= 14.6 Hz, 1H), 4.64 (s, 1H), 6.67 (s, 1H), 7.27 (d,
J=19.6 Hz, 7TH), 7.50 (dd, J = 17.3, 7.4 Hz, 3H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.15 (s, 1H), 8.25
(s, 1H), 8.50 (s, 1H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (100 MHz, CD30D): 6 9.64, 9.89, 23.15, 26.73, 27.22, 32.34, 42.69, 44.09, 48.36,
48.57, 48.79, 49.00, 49.21, 49.43, 49.64, 55.72, 56.48, 64.64, 77.34, 83.27, 121.62, 122.78,
123.84, 123.94, 125.62, 127.34, 128.11, 128.27, 128.30, 128.50, 128.54, 129.61, 133.42,
135.83, 136.56, 137.05, 137.73, 139.87, 140.26, 141.11, 163.62, 174.02, 175.00.
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Compuesto D1y D2

T
T

T mw_l_k“m N . L i l

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
13C + DEPT

315



Pablo Lopez Carracedo

5.4.14 Sintesis del (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-(((S)-2-(bencilamino)-2-oxo0-1-(4-(tiofen-2-
i)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (191) y
del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-2-0xo0-1-(4-(tiofen-2-il)fenil)
etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (192)

L o SN
X oh G G el

T meon
: \_4 NsC ta., 48 h NHAC
NHAC 429%
34 151 148

191+192

Se prepararon siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 151 (46 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 148 (29 mg, 0.25 mmol)
y el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permitid aislar los productos 191+192 (R¢: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 42%.
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5.4.15 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-(bencilamino)-2-0xo-1-(4-
(tiofen-2-il)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (163) y
del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-2-oxo-1-(4-(tiofen-2-
il)fenil)etil)amin0)—3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-l-eno-l-carboxﬂico (164)

NHAC ta., 24 h NHAC NHAC
82%
\ s 164
191+192

H
L|OH N 5\
<i:\T/J::::r:fi 'iz?gil‘ ’J::// T THRMO ’J:://
Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisomeros
191+192 (29 mg, 0.047 mmol), LiOH (18 mg, 0.45 mmol) en 3 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos

diasteroisdémeros 163 y 164 como productos puros, con rendimientos del 40% (D1) y 42% (D2).
Compuesto D1

RMN-'H (300 MHz, CD30D): & 0.90 (q, J = 6.9 Hz, 5H), 1.44 — 1.60 (m, 4H), 1.95 (s, 3H),
2.16 (d, J= 10.2 Hz, 2H), 2.82 (d, J = 17.6 Hz, 2H), 3.36 — 3.42 (m, 1H), 3.91 (t, J = 9.4 Hz,
2H), 4.04 (s, 1H), 4.29 — 4.52 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 7.08 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 7.25 (dt, J = 15.2,
7.8 Hz, 4H), 7.39 (dd, J = 15.0, 7.2 Hz, 3H), 7.60 (d, J= 7.9 Hz, 2H).

Compuesto D2

RMN-'H (400 MHz, CD;OD): § 0.86 (q, J = 7.5 Hz, 6H), 1.40 — 1.54 (m, 4H), 1.97 (s, 3H),
2.14 - 2.25 (m, 1H), 2.69 — 2.80 (m, 2H), 3.35 (q, J = 5.6 Hz, 1H), 3.87 (dd, J = 10.1, 8.4 Hz,
1H), 3.95 — 4.07 (m, 1H), 4.29 — 4.48 (m, 3H), 6.69 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 7.09 (dd, J= 5.1, 3.6
Hz, 1H), 7.16 — 7.29 (m, 5H), 7.33 — 7.46 (m, 4H), 7.58 — 7.67 (m, 2H).

Compuesto D1 y D2

RMN-13C (101 MHz, CD30D): 6 9.59, 9.86, 23.09, 26.69, 27.20, 32.34, 44.03, 48.36, 48.57,
48.79, 49.00, 49.21, 49.43, 49.64, 55.06, 56.73, 65.33, 68.13, 76.84, 83.37, 124.52, 126.12,
127.07, 128.20, 128.48, 129.20, 129.25, 129.52, 135.76, 139.34, 139.75, 144.81, 174.16,
174.77.
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Compuesto D1y D2
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5.4.16 Sintesis del (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-(((S)-2-(bencilamino)-2-oxo0-1-(4-(tiofen-3-
i)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (193) y
del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-2-0xo0-1-(4-(tiofen-3-il)fenil)
etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (194)

106

5\@ Cp* ?

ta., 48 h
NHAc 38%

193+194

Se prepararon siguiendo el procedimiento general B, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 152 (46 mg, 0.25 mmol), el isonitrilo 148 (29 mg, 0.25 mmol)
y el acido 2-(hidroximetil)benzoico (106) (33 mg, 0.23 mmol) en 1.5 mL de MeOH. La
cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) permitid aislar los productos 193+194 (R¢: 0.4)
como mezcla diastereoisomérica, con un rendimiento del 38%.
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5.4.17 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((:S)-2-(bencilamino)-2-0xo-1-(4-
(tiofen-3-il)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (165) y
del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-(bencilamino)-2-oxo-1-(4-(tiofen-3-
il)fenil)etil)amin0)—3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-l-eno-l-carboxﬂico (166)

THF/H,0
NHAc ta,24h NHAC NHAG

7%
193+194 S 166

@QI&L S **“%5@

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisomeros
193+194 (33 mg, 0.053 mmol), LiOH (20 mg, 0.5 mmol) en 3 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisdémeros 165 y 166 como productos puros, con rendimientos del 38% (D1) y 39% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 5 0.88 (q, /= 7.0 Hz, 7H), 1.48 (tdd, /= 10.1, 8.4, 7.6, 4.3 Hz,
S5H), 1.97 (s, 4H), 2.14 — 2.32 (m, 1H), 2.71 — 2.86 (m, 2H), 3.37 (q, J = 5.6 Hz, 1H), 3.82 —
3.94 (m, 1H), 4.05 (d,J= 8.1 Hz, 1H), 4.32 — 4.51 (m, 3H), 6.75 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.23 (q, J
=73, 6.6 Hz, 5H), 7.38 — 7.52 (m, 4H), 7.58 — 7.71 (m, 3H).

Compuesto D2

RMN-'H (400 MHz, CD:OD): & 0.87 (dt, J = 8.9, 7.4 Hz, 7H), 1.40 — 1.55 (m, 5H), 1.93 (s,
4H), 2.08 — 2.23 (m, 1H), 2.73 — 2.90 (m, 2H), 3.36 (p, J = 5.6 Hz, 1H), 3.84 — 3.95 (m, 1H),
3.98 —4.07 (m, 1H), 4.30 — 4.40 (m, 2H), 4.45 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 6.69 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 7.14
—7.33 (m, 6H), 7.37 — 7.50 (m, 4H), 7.54 — 7.66 (m, 3H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (100 MHz, CD30D): 6 9.63, 9.90, 23.10, 26.74, 27.22, 32.00, 44.08, 48.36, 48.57,
48.79, 49.00, 49.21, 49.43, 49.64, 55.57, 56.38, 64.35, 77.22, 83.38, 121.50, 127.08, 127.37,
127.52, 128.30, 128.47, 128.61, 128.99, 129.59, 137.00, 137.18, 139.52, 139.78, 142.97,
174.01, 174.78.
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Compuesto D1y D2
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5.4.18 Sintesis del (3R,4R,55)-5-(((S)-bifenil-4-il(ciano)metil)amino)-4-acetamido-3-
(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (221) y del (3R,4R,5S5)-5-(((R)-
bifenil-4-il(ciano)metil)amino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-
carboxilato de etilo (222)

0
El L H
MeOH
ta. 48 h NHAG

NHAc 71 %
34 149 221+222

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(300 mg, 0.72 mmol), el aldehido 149 (132 mg, 0.72 mmol) y KCN (48 mg, 0.72 mmol) en
MeOH (6 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permitio aislar los productos
221+222 (R 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 71%.
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5.4.19 Sintesis del (3R,4R,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-amino-2-oxoetil)amino)-4-
acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (209) y del
(BR,4R,55)-5-(((R)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-amino-2-oxoetil)amino)-4-acetamido-
3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilato de etilo (210)

H2N
202 K2CO3
DMSO MeOH
NHAC ta., 24 h
41% NHAC

2214222 209+210

Se prepararon empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de
diasteroisdémeros 221+222 (130 mg, 0.26 mmol), K>COs (12 mg, 0.08 mmol) y H20O> (0.33 mL)
en DMSO (1 mL). Fue necesario anadir 1 mL de MeOH. La cromatografia en columna
(AcOEt/MeOH 96:4) permitié aislar los productos 209+210 (R 0.5) como mezcla
diastereoisdmerica con un rendimiento del 41%.
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5.4.20 Sintesis del acido (BR,4R,55)-5-(((S)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-amino-2-
oxoetil)Jamino)-4-acetamido-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (167) y
del acido (BR4R,55)-5-(((R)-1-([1,1'-bifenilo]-4-il)-2-amino-2-oxoetil)amino)-4-
acetamid0-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilico (168)

HZN\/O
Ji/ LiOH Ji/
T THRH0
NHAC ta. 24 h NHAG NHAC
83%
209+210 168

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisomeros
209+210 (48 mg, 0.1 mmol), LiOH (33 mg, 0.8 mmol) en 2 mL de una mezcla THF/H>0 5:1.
La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>O 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisomeros 167 y 168 como productos puros, con rendimientos del 42% (D1) y 41% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 0.81 (dt, J=15.1, 7.4 Hz, 7H), 1.41 (dq, J = 14.5, 7.4 Hz,
4H), 1.87 (s, 4H), 2.67 (ddd, J=21.2, 13.3, 4.9 Hz, 2H), 3.34 (p, /= 6.6, 5.8 Hz, 3H), 3.66 (q,
J=9.2 Hz, 4H), 4.01 (dd, J = 14.5, 7.7 Hz, 2H), 4.33 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.35
(t,J=7.4Hz, 1H), 7.44 (d, /= 7.6 Hz, 5H), 7.62 (dd, J=17.1, 7.8 Hz, 5H), 7.85 (d, J = 9.1
Hz, 1H).
Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.89 (dtd, J = 12.5, 7.3, 4.1 Hz, 6H), 1.50 (dt, J = 14.5, 8.2
Hz, 5H), 1.94 (s, 3H), 1.99 (s, 2H), 2.80 (dd, J = 23.4, 9.4 Hz, 2H), 3.58 (t, J = 6.1 Hz, 2H),
3.81 —3.97 (m, 3H), 3.97 — 4.14 (m, 3H), 4.44 (d, /= 4.9 Hz, 1H), 6.64 (d, J=12.2 Hz, 1H),
7.34 (d, J=7.2 Hz, 1H), 7.39 — 7.55 (m, 4H), 7.56 — 7.69 (m, 4H).

Compuesto D1 y D2

RMN-13C (101 MHz, DMSO-ds): 6 8.99, 9.49, 14.09, 20.77, 23.03, 25.18, 25.74,31.91, 34.72,
54.23, 55.04, 59.76, 62.11, 75.63, 80.64, 126.39, 126.62, 127.32, 127.67, 128.90, 138.97,
140.01, 140.33, 169.71, 174.14.
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Compuesto D1 y D2
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5.4.21 Sintesis del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-ciano(dibenzo[b,d]tiofen-2-
il)metil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (223) y del
(BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-ciano(dibenzo[b,d]tiofen-2-il)metil)amino)-3-
(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (224)

5L Qo

NHAc 67

223+224

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(100 mg, 0.25 mmol), el aldehido 150 (53 mg, 0.25 mmol) y KCN (16 mg, 0.25 mmol) en
MeOH (3 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permiti6 aislar los productos
223+224 (Rf: 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 56%.
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5.4.22 Sintesis del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((:S)-2-amino-1-(dibenzo[b,d]tiophen-2-il)-
2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-yloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (211) y del
(BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-1-(dibenzo[b,d]tiophen-2-il)-2-
oxoetil)amino)—3-(pentan-3-yloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilato de etilo (212)

H,0,, KoCOs5 /5\ /(/
O O DMSO, MeOH O
ta., 24 h
NHAc oo, O NHAG

223+224 211+212

Se prepar6d empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de diasteroisdémeros
223+224 (60 mg, 0.11 mmol), K»CO3 (6 mg, 0.03 mmol) y H>O> (1 mL) en DMSO (3 mL).
Fue necesario afiadir 3 mL de MeOH. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH 4%)
permiti6o aislar los productos 2114212 (Re: 0.5) como mezcla diastereoisdmerica con un
rendimiento del 42%.
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5.4.23 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(dibenzo|[b,d]|tiofen-2-
il)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (169) y del
acido (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-1-(dibenzo|[b,d]tiofen-2-il)-2-
0x0etil)amin0)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilico 170)

2N\/o
L PN L
O THF/H,0 O
NHAc ta 24h NHAc NHAc

211+212 170

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
211+212 (20 mg, 0.036 mmol), LiOH (15 mg, 0.37 mmol) en 2 mL de una mezcla THF/H,O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisémeros 169 y 170 como productos puros, con rendimientos del 39% (D1) y 36% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, CD30D): 5 0.91 (td, J = 7.4, 2.8 Hz, 6H), 1.53 (h, J = 7.2 Hz, 4H), 2.03
(s, 3H), 2.24 (dd, J = 17.8, 9.3 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 17.6, 5.3 Hz, 1H), 2.96 (td, J = 9.7, 5.2
Hz, 1H), 3.43 (q, J = 5.8 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 4.12 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.74 (s,
1H), 7.47 (p, J = 5.9 Hz, 2H), 7.55 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.86 (1, J = 7.5 Hz, 2H), 8.20 — 8.28 (m,
1H), 8.30 (s, 1H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.84 (td, /=7.4, 3.9 Hz, 8H), 1.42 (d, J= 13.3 Hz, 4H), 1.95
(s, 3H), 2.68 (d, J = 12.5 Hz, 2H), 2.75 - 2.90 (m, 2H), 3.92 (d, /= 9.3 Hz, 1H), 4.01 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 4.58 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 7.43 — 7.60 (m, 3H), 7.88 (d, /= 7.7 Hz, 2H), 8.28 (d, J
= 8.6 Hz, 2H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (100 MHz, CD30D): 6 9.61, 9.77, 23.15, 26.87, 27.26, 32.03, 40.60, 55.72, 56.44,
64.93,77.14, 83.39, 121.77, 122.78, 123.80, 123.91, 125.63, 127.29, 128.05, 141.18.
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Compuesto D1y D2
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5.4.24 Sintesis del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-ciano(4-(tiofen-2-il)fenil)metil)amino)-
3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (225) y del (3R,4R,55)-4-
acetamido-5-(((R)-ciano(4-(tiofen-2-il)fenil)metil)amino)-3-(pentan-3-
iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (226)

ta., 48 h NHAc
NHAG 74 %

225+226

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(218 mg, 0.53 mmol), el aldehido 151 (100 mg, 0.53 mmol) y KCN (35 mg, 0.53 mmol) en
MeOH (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permiti6 aislar los productos
225+226 (Rf: 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 74%.
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5.4.25 Sintesis del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-2-
il)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (213) y
del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-2-il)fenil)etil)
amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (214)

OO~ OO
N
Il H,N.__O
. /(/ H,0,, K,COj . /(/
—_—
H " YN0 DMSO, MeOH H - Y0
NHAG ta., 24 h NHAc
\\ 43% \\
S S 213+214

225+226

Se prepar6 empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de diasteroisdémeros
225+226 (130 mg, 0.22 mmol), K»CO3 (13 mg, 0.07 mmol) y H>O> (1 mL) en DMSO (3 mL).
Fue necesario afiadir 2 mL de MeOH. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH 96:4)
permitié aislar los productos 213+214 (Rf: 0.5) como mezcla diastereoisomerica con un
rendimiento del 43%.
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5.4.26 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-2-
il)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (171) y del acido
(BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-2-il)fenil)
etil)amino)—3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-l-eno-l-carboxﬂico 172)

HoN HZN\/O %
LiOH
C/QI ’5\ /(/ T THRMO L
NH/-\C ta.,24h NHAC NHAC
76%
213+214 S 172

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisomeros
213+214 (35 mg, 0.066 mmol), LiOH (25 mg, 0.63 mmol) en 3 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>0O 10:1:0.5) permiti6 separar los dos
diasteroisémeros 171 y 172 como productos puros, con rendimientos del 37% (D1) y 39% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, CD30D): 6 0.90 (td, J = 7.4, 1.6 Hz, 7H), 1.47 — 1.60 (m, 5H), 2.02 (s,
3H), 2.19 (ddt, J=17.6,9.1, 2.8 Hz, 1H), 2.79 (dd, /= 17.5, 5.3 Hz, 1H), 2.90 (td, /=9.6, 5.2
Hz, 1H), 3.41 (p, J = 5.7 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 10.2, 8.0 Hz, 1H), 4.10 (dq, J = 7.3, 2.5 Hz,
1H), 4.41 (s, 1H), 6.74 (t, /= 2.5 Hz, 1H), 7.07 (dd, /= 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.32 — 7.37 (m, 2H),
7.41 —7.46 (m, 2H), 7.57 — 7.63 (m, 2H), 7.88 (dd, J = 6.0, 3.3 Hz, 2H), 8.20 (dd, /= 6.0, 3.3
Hz, 2H).
Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 6 0.87 (q, J = 6.8 Hz, 7H), 1.48 (p, J = 7.0 Hz, 5H), 1.98 (s,
3H), 2.21 (s, 1H), 2.78 (d, /= 13.8 Hz, 2H), 3.87 (t, J=9.2 Hz, 1H), 4.04 (d, /= 8.3 Hz, 1H),
4.40 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 7.08 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 7.33 — 7.50 (m, 4H), 7.63 (d, J = 7.9 Hz,
2H), 7.89 (d, J= 6.5 Hz, 1H), 8.20 (d, /= 6.4 Hz, 1H).

Compuesto D1 y D2

RMN-13C (101 MHz, CD30D): 6 9.60, 9.78, 23.12, 26.45, 26.85, 27.26, 32.09, 55.69, 56.50,
64.62, 68.83, 77.18, 83.37, 124.40, 125.93, 126.58, 126.98, 128.71, 129.06, 129.15, 131.82,
133.92, 135.59, 137.44, 140.35, 144.99, 157.67, 173.93, 177.70.
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Compuesto D1
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5.4.27 Sintesis del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((:S)-ciano(4-(tiofen-3-il)fenil)metil)amino)-
3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (227) y del (3R,4R,55)-4-
acetamido-5-(((R)-ciano(4-(tiofen-3-il)fenil)metil)amino)-3-(pentan-3-
iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (228)

IIL (j/(j)L o
ta., 48 h NHAc
227+228

NHAC 65%

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(172 mg, 0.42 mmol), el aldehido 152 (78 mg, 0.42 mmol) y KCN (27 mg, 0.42 mmol) en
MeOH (4 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permiti6 aislar los productos
227+228 (Ry: 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 65%.
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5.4.28 Sintesis del (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-2-o0xo-1-(4-(tiofen-3-
i)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (215) y
del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-3-il)fenil)etil)
amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (216)

Oy O~ OO~
N H,N._O
O e Y
N” "o DMSO, MeOH N° T 0
NHAc ta,24h NHAC
/, 41% 4

|
S 227+228 S 215+126

Se prepararon empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de
diasteroisdmeros 227+228 (150 mg, 0.29 mmol), K2CO3 (14 mg, 0.09 mmol) y H>O> (1 mL)
en DMSO (3 mL). Fue necesario afiadir 2 mL de MeOH. La cromatografia en columna
(AcOEt/MeOH 96:4) permiti6 aislar los productos 215+216 (Rf: 0.5) como mezcla
diastereoisomerica con un rendimiento del 41%.
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5.4.29 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-3-
il)fenil)etil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (173) y del acido
(BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-2-0x0-1-(4-(tiofen-3-il)fenil)etil)amino)-
3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-l-carboxilico (174)

@QIEIL o ElL

THF/H,0O
NHAc ta., 24 h NHAc NHAc

80%
215+216 ‘74

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
215+216 (25 mg, 0.047 mmol), LiOH (18 mg, 0.45 mmol) en 2 mL de una mezcla THF/H,O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0O 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisémeros 173 y 174 como productos puros, con rendimientos del 41% (D1) y 39% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (300 MHz, CD:OD): & 0.91 (qd, J= 6.7, 3.1 Hz, 7H), 1.51 (q, J = 7.0 Hz, 5H), 2.03
(dd, J=7.7, 1.1 Hz, 4H), 2.17 (d, J = 14.7 Hz, 1H), 2.85 (td, J = 16.7, 15.2, 7.3 Hz, 2H), 3.41
(p,J = 5.7 Hz, 2H), 3.92 (t, J= 9.3 Hz, 1H), 4.09 (t, /= 6.8 Hz, 1H), 4.42 (s, 1H), 6.70 (s, 1 H),
7.46 (tdd, J=5.2, 4.3, 3.6, 2.0 Hz, 4H), 7.59 — 7.70 (m, 3H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD:0D): 5 0.86 (tt, J = 7.4, 4.4 Hz, 8H), 1.48 (h, J = 7.3 Hz, 5H), 2.01
(d, J=17.2 Hz, 4H), 2.16 — 2.31 (m, 2H), 2.82 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 3.58 (t, J = 6.3 Hz, 1H),
3.87 (t,J=9.1 Hz, 2H), 4.00 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 6.56 (d, J= 12.9 Hz,
1H), 7.45 (td, J = 8.1, 4.2 Hz, 4H), 7.57 — 7.68 (m, 3H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (101 MHz, CD30D): 6 9.61,9.79, 23.15, 26.44, 26.81, 27.27, 32.74, 35.45, 55.91,
56.74, 64.68, 68.83, 77.54, 83.23, 121.40, 127.10, 127.26, 127.52, 129.01, 134.53, 134.79,
136.96, 139.95, 143.09, 173.92, 177.95.
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5.4.30 Sintesis del (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-ciano(2-metoxi-4-(tiofen-2-
il)fenil)metil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (229) y
del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-ciano(2-metoxi-4-(tiofen-2-il)fenil)metil)
amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (230)

B ook g ot

NHAc 7%
34 229+230

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(189 mg, 0.46 mmol), el aldehido 153 (100 mg, 0.46 mmol) y KCN (30 mg, 0.46 mmol) en
MeOH (5 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permiti6 aislar los productos
229+230 (Rf: 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 67%.

344



Metodologia

5.4.31 Sintesis del (3R, 4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-2-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo
217) y del (3R4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-2-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo
(218)

2
/t§§il~ /I:;// H202 K>CO3
DMSO MeOH
NHAC ta., 24 h NHAC
\ 40% \

229+230 217+218

Se prepararon empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de
diasteroisdémeros 229+230 (120 mg, 0.23 mmol), K2CO3 (13 mg, 0.07 mmol) y H>O> (1 mL)
en DMSO (3 mL). Fue necesario anadir 2 mL de MeOH. La cromatografia en columna
(AcOEt/MeOH 4%) permitio aislar los productos 217+218 (Rg 0.5) como mezcla
diastereoisdmerica con un rendimiento del 40%.
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5.4.32 Sintesis del acido (3R,4R,5S5)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-2-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-filoxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (175) y del
acido (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-2-il)fenil)-2-
0x0etil)amin0)—3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-l-eno-l-carboxilico 176)

HoN H N\/O
/(/ Lon /(/
T THEHO0

NHAC ta., 24 h NHAC ~ NHAC
76%

/

\ S
217+218 176

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
217+218 (45 mg, 0.08 mmol), LiOH (30 mg, 0.75 mmol) en 4 mL de una mezcla THF/H,O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H>O 10:1:0.5) permiti6 separar los dos
diasteroisdmeros 175 y 176 como productos puros, con rendimientos del 38% (D1) y 38% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, CD30D): 6 0.90 (t, /= 7.4 Hz, 6H), 1.46 — 1.58 (m, 4H), 2.04 (s, 3H),
2.15(ddq, J=14.4,5.5,3.6,2.5 Hz, 1H), 2.72 (dd, J=17.8, 5.4 Hz, 1H), 2.95 (td, /=9.5, 5.2
Hz, 1H), 3.41 (p, J = 5.7 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 10.2, 7.9 Hz, 1H), 4.10 (dq, J = 7.5, 2.5 Hz,
1H), 4.62 (s, 1H), 6.75 (d, J=2.7 Hz, 1H), 7.07 (dd, /= 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.21 (d, J= 7.4 Hz,
2H), 7.29 (d, J=17.7 Hz, 1H), 7.35 (d, /= 5.1 Hz, 1H), 7.39 (d, /= 3.6 Hz, 1H).
Compuesto D2
RMN-'H (400 MHz, CD30D): 6 0.90 (t, /= 7.4 Hz, 6H), 1.46 — 1.58 (m, 4H), 2.04 (s, 3H),
2.15(ddq,J=14.4,5.5, 3.6,2.5 Hz, 1H), 2.72 (dd, J=17.8, 5.4 Hz, 1H), 2.95 (td, /=9.5, 5.2
Hz, 1H), 3.41 (p, J = 5.7 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 10.2, 7.9 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 4.10 (dq, J =
7.5,2.5 Hz, 1H), 4.62 (s, 1H), 6.75 (d, /=2.7 Hz, 1H), 7.07 (dd, J= 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.21 (d,
J=17.4Hz 2H),7.29 (d,J=7.7Hz, 1H), 7.35 (d, /= 5.1 Hz, 1H), 7.39 (d, /= 3.6 Hz, 1H).
Compuesto D1 y D2

RMN-13C (100 MHz, CD30D): 6 9.61,9.77, 23.15, 26.88, 27.27, 31.84, 56.21, 56.66, 56.79,
61.03, 76.98, 83.44, 109.84, 119.41, 124.69, 126.07, 128.35, 129.06, 130.70, 131.33, 137.23,
137.77, 145.08, 158.88, 170.25, 173.97, 177.54.
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5.4.33 Sintesis del (BR.,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-ciano(2-metoxi-4-(tiofen-3-
il)fenil)metil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (231) y
del (BR,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-ciano(2-metoxi-4-(tiofen-3-il)fenil)metil)

amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (232)

ta., 48 h NHAc

NHAC 72%

231+232

Se prepararon siguiendo el procedimiento general C, usando fosfato de oseltamivir (34)
(189 mg, 0.46 mmol), el aldehido 154 (100 mg, 0.46 mmol) y KCN (30 mg, 0.46 mmol) en
MeOH (6 mL). La cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:2) permiti6 aislar los productos
231+232 (Ry: 0.3) como mezcla diastereoisomérica con un rendimiento del 72%.
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5.4.34 Sintesis del (3R, 4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-3-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo
219) y del (3R, 4R,5S5)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-3-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo
(220)

HoN
" DMSO, MeOH
NHAG ta., 24 h NHAc
2 , 39%

231+232 219+220

Se prepararon empleando el procedimiento general D, usando la mezcla de
diasteroisomeros 2314232 (260 mg, 0.48 mmol), K»CO3 (21 mg, 0.15 mmol) y H>O> (1.5 mL)
en DMSO (4.5 mL). Fue necesario afiadir 3 mL de MeOH. La cromatografia en columna
(AcOEt/MeOH 4%) permiti6 aislar los productos 219+220 (Rg 0.5) como mezcla
diastereoisomerica con un rendimiento del 39%.
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5.4.35 Sintesis del acido (3R,4R,55)-4-acetamido-5-(((S)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-3-
il)fenil)-2-oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (177) y del
acido (3R.,4R,55)-4-acetamido-5-(((R)-2-amino-1-(2-metoxi-4-(tiofen-3-il)fenil)-2-
oxoetil)amino)-3-(pentan-3-iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilico (178)

H,N HZN\/O
THF/H ¢}
NHAc ta,24h NHAc NHAc
78%
S 178

219+220

Se prepararon siguiendo el procedimiento general E, usando la mezcla de diasteroisémeros
219+220 (80 mg, 0.14 mmol), LiOH (55 mg, 1.38 mmol) en 6 mL de una mezcla THF/H>O
5:1. La cromatografia en columna (AcOEt/MeOH/H,0 10:1:0.5) permitié separar los dos
diasteroisdémeros 177 y 178 como productos puros, con rendimientos del 40% (D1) y 38% (D2).

Compuesto D1

RMN-'H (400 MHz, CD3;OD): 5 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 6H), 1.47 — 1.59 (m, 4H), 2.04 (s, 3H),
2.14 (ddt, J=17.6,9.1, 2.8 Hz, 1H), 2.71 (dd, J = 17.7, 5.3 Hz, 1H), 2.90 — 2.99 (m, 1H), 3.41
(p, J= 5.7 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 10.2, 7.9 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H), 4.07 — 4.14 (m, 1H), 4.62 (s,
1H), 6.70 — 6.77 (m, 1H), 7.21 — 7.26 (m, 2H), 7.30 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.43 — 7.46 (m, 2H),
7.62 (dd, J=2.6, 1.6 Hz, 1H).

Compuesto D2

RMN-'H (300 MHz, CD30D): 5 0.87 (dt, J = 14.8, 7.3 Hz, 7H), 1.48 (s, 5H), 1.95 (s, 3H),
2.17 (s, 2H), 2.68 (s, 1H), 2.91 (d, J= 16.5 Hz, 1H), 3.59 (s, 1H), 3.82 — 4.03 (m, SH), 4.49 (s,
1H), 6.63 (s, 1H), 7.26 (s, 3H), 7.47 (s, 2H), 7.65 (s, 1H).

Compuesto D1y D2

RMN-13C (100 MHz, CD30D): 6 9.62, 9.77, 23.15, 26.88, 27.27, 31.92, 42.62, 56.20, 56.66,
56.84, 61.14, 77.03, 83.41, 110.50, 119.90, 127.25, 127.89, 130.54, 131.61, 137.50, 138.72,
143.27, 158.86, 170.50, 173.95, 177.73.
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5.4.36 Sintesis del (3R,4R,55)-4-acetamido-5-((zerc-butoxicarbonil)amino)-3-(pentan-3-
iloxi)ciclohex-1-eno-1-carboxilato de etilo (108)

O O\/ O, O\/
) Boc,0O, DIPEA
HaPOs @ CH,Cl,
H3N (9) BocHN” " Y0

B ta., 12 h H
NHAc 93% NHAc

34 108

En un matraz de fondo redondo se disuelve 34 (1.0 g, 2.4 mmol) en 20 mL de CH>Cly, se
anade DIPEA (1.2 mL, 3 eq) y se deja agitando durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo
se observa la total disolucion del producto de partida, se afiade Boc2O (570 mg, 2.64 mmol) y
se deja agitando a t.a. Tras 12 h de reaccidn se observa la desaparicion del producto de partida
(AcOEt/Hex 1:1, Ry: 0.1) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion (Ry: 0.7). Se lava con
H-O, se seca la fase orgénica con Na;SOs y se concentra a vacio. El crudo obtenido se purifica
por cromatografia en columna (AcOEt/Hex 1:1) para obtener 108 como un sélido banco amorfo
con un rendimiento del 93%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia. '3
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5.4.37 Sintesis del (1R,2R,3R,4R,55)-4-acetamido-5-((ferc-butoxicarbonil)-amino)-2-
(nitrometil)-3-(pentan-3-yloxi)ciclohexano-1-carboxilato del etilo (109) vy
(1S,2R,3R 4R ,55)-4-acetamido-5-((ferc-butoxicarbonil)-amino)-2-(nitrometil)-3-
(pentan-3-yloxi)ciclohexano-1-carboxilato de etilo (110)

(ONGZ®) [ONGH®)
/NOZ X
_CH3NO,, TBAF N
T THE
BocHN BocHN Y O BocHN

reflujo, 12 h H
NHAc NHAc NHAc

108 109 32% 110 34%

En un matraz de fondo redondo purgado y bajo atmoésfera inerte de argon se disuelve 108
(930 mg, 2.25 mmol) en 30 mL de THF. Se afiade CH3NO> (0.25 mL, 4.50 mmol) y TBAF
(3.37mL, 1,5 eq, IM en THF) y se deja reaccionando a reflujo. Tras 12 h de reaccion se observa
la desaparicion del producto de partida (AcOEt/Hex 1:2, Rs: 0.4) y la aparicion de dos nuevos
productos de reaccion (Rg: 0.50 y 0.55). Se concentra el disolvente a vacio, se redisuelve el
crudo en 20 mL de AcOEt y se lava con 15 mL HCI 1M, 15 mL de H,O y 15 mL de salmuera.
Se seca la fase organica, se concentra a vacio y se purifica el crudo obtenido por cromatografia
en columna (AcOEt/Hex 1:2) para obtener 109 como un s6lido blanco amorfo con un
rendimiento del 32%, y 110 como un sélido blanco amorfo con un rendimiento del 34%.

Compuesto 109:
RMN-'H (300 MHz, CDCls): 6 0.84 (q, J = 7.2 Hz, 6H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 1.41 (s,
10H), 1.58 (dd, J =41.5, 6.0 Hz, 3H), 1.96 (s, 3H), 2.27 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.58 (s, 1H), 2.92
(s, 1H), 3.35 (s, 1H), 3.66 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 3.85 (dt, J = 31.9, 9.8 Hz, 2H), 4.13 — 4.24 (m,
2H), 4.48 — 4.62 (m, 1H), 4.74 — 4.91 (m, 2H), 5.86 (d, J = 9.7 Hz, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CDCls): & 9.36, 9.57, 14.24, 23.66, 25.03, 25.79, 28.48, 33.12, 39.55,
42.89, 49.66, 59.68, 61.45, 73.93, 75.73, 79.90, 83.16, 156.30, 170.88, 172.78.

EMAR (ESI*): calculado para C22H40N3Os, 474.2771; encontrado, 474.2770.

Compuesto 110

RMN-'H (300 MHz, CDCls): & 0.81 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 4H), 1.46 (d, J =
10.5 Hz, 14H), 1.57 (d, J = 13.1 Hz, 4H), 1.85 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 1.96 (s, 3H), 2.23 (d, J =
12.3 Hz, 2H), 2.51 — 2.66 (m, 1H), 3.45 — 3.55 (m, 2H), 3.59 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 3.90 (q, J =
10.2 Hz, 1H), 4.13 (q, J = 7.3 Hz, 3H), 4.49 — 4.61 (m, 1H), 4.76 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 4.90 (d,
J=9.1Hz, 1H), 6.01 (d, J = 9.9 Hz, 1H).

RMN-13C (75 MHz CDCls): & 9.22, 9.27, 14.14, 23.61, 24.53, 25.67, 28.45, 34.69, 41.58,
43.65, 51.61, 59.35, 61.44, 73.13, 75.16, 80.01, 82.54, 156.40, 170.95, 172.50.

EMAR (ESI%): calculado para C22H40N3Os, 474.2771; encontrado, 474.2770.
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5.4.38 Sintesis del ((3aR,5S5,6R,7R,7aR)-6-acetamido-3-0x0-7-(pentan-3-iloxi)octahidro-
1H-isoindol-5-il)carbamato de zerc-butilo (233)

0+ 0O
/N02
o Ni-Raney, Hz
MeOH
BocHN Y (6] ta., 24 h BocHN
NHAc 60% NHAc
109 233

En un matraz de fondo redondo se disuelve 109 (180 mg, 0.38 mmol) en 15 mL de MeOH,
se desoxigena bajo argon y se afiade Ni-Raney (1.8 mL). Se desoxigena nuevamente y se deja
reaccionando bajo atmoésfera de Hz. Tras 24 h de reaccidon se observa la desaparicion del
producto de partida (AcOEt/Hex 1:1, R¢: 0.5) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion
(Rf: 0.1). Se filtra sobre celita, se lava con MeOH y se concentra el filtrado a sequedad. El crudo
obtenido se purifica por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de CH>Cl,/MeOH
(95:5) para obtener 233 como un s6lido blanco amorfo con un rendimiento del 60%.

RMN-tH (300 MHz, CDCls): 8 0.83 (q, J = 7.1 Hz, 7H), 1.25 — 1.51 (m, 18H), 1.75 (s, 1H),
1.96 (s, 4H), 1.97 — 2.12 (m, 2H), 2.32 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.10 — 3.36 (M, 4H), 3.43 — 3.65
(m, 4H), 3.83 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 4.95 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 6.00 (d, J = 9.7 Hz,
1H).

RMN-13C (75 MHz, CD3OD): & 9.46, 9.57, 23.24, 26.43, 26.73, 28.77, 31.51, 43.45, 45.80,
50.08, 54.43, 60.36, 79.06, 79.99, 82.95, 157.88, 173.40, 179.17.

EMAR (ESI*): calculado para C20H3sN3Os, 398.2610; encontrado, 398.2611.
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5.4.39 Sintesis del ((3aS5,5S5,6R,7R,7aR)-6-acetamido-3-0x0-7-(pentan-3-iloxi)octahidro-
1H-isoindol-5-il)carbamato de zerc-butilo (234)

0._0O
%/ NO, \—’NH
L e (Y
MeOH
BocHN™ === 70 ta,24h  BocHN
NHAc 60% NHAGC
110 234

En un matraz de fondo redondo se disuelve 110 (180 mg, 0.38 mmol) en 15 mL de MeOH,
se desoxigena bajo argon y se afiade Ni-Raney (1.8 mL). Se desoxigena nuevamente y se deja
reaccionando bajo atmodsfera de H». Tras 24 h de reaccion se observa la desaparicion del
producto de partida (AcOEt/Hex 1:1, R¢: 0.5) y la aparicion de un nuevo producto de reaccion
(Rf: 0.1). Se filtra sobre celita, se lava con MeOH y se concentra el filtrado a sequedad. El crudo
obtenido se purifica por cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de CH2Cl,/MeOH
(95:5) para obtener 234 como un s6lido blanco amorfo con un rendimiento del 60%.

RMN-'H (300 MHz, CDCls): & 0.83 (g, J = 7.1 Hz, 6H), 1.41 (s, 9H), 1.51 (dd, J = 12.2, 6.6
Hz, 4H), 1.95 (s, 3H), 2.44 (d, J = 14.2 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.17 (t, J = 9.7 Hz,
1H), 3.30 — 3.50 (m, 4H), 3.82 (q, J = 10.3 Hz, 1H), 4.63 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 6.13
(d, J = 9.4 Hz, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CDCls): § 8.66, 9.34, 23.02, 24.90, 25.75, 27.91, 28.25, 39.98, 42.54,
43.28, 48.53, 48.81, 49.10, 49.38, 49.67, 57.74, 76.21, 76.73, 77.16, 77.59, 79.47, 82.06,
156.57,171.63, 178.16.

EMAR (ESIY): calculado para C20H3sN30s, 398.2610; encontrado, 398.2611.
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5.4.40 Sintesis de la N-((3aR,4R,5R,6S,7aR)-6-amino-1-0x0-4-(pentan-3-iloxi)octahidro-
1H-isoindol-5-il)acetamida (111)

5\ /i/ TFA /5\ /K/
CH Cl
BocHN e

NHAC 450/0 NHAC
233 111

En un matraz de fondo redondo se suspende 233 (64 mg, 0.16 mmol) en 2 mL de CH2CI2,
se aflade gota a gota 1 mL de TFA y se deja reaccionando a t.a. Tras 4 h se observa la
desaparicion del producto de partida (CH2C12/MeOH 95:5, Rf: 0.3) y la aparicion de un nuevo
producto de reaccion (Rf: 0). Se concentra el disolvente a vacio, se concentra con tolueno y se

precipita el crudo obtenido con Et20 para obtener 111 como sal de TFA, con un rendimiento
del 45%.

RMN-'H (300 MHz, CD3OD): 4 0.87 (q, J = 7.6 Hz, 6H), 1.50 (p, J = 9.2, 8.2 Hz, 5H), 2.03
(s, 3H), 2.05 — 2.43 (m, 3H), 3.19 — 3.28 (m, 2H), 3.28 — 3.38 (m, 4H), 3.50 (dd, J = 9.5, 6.5
Hz, 1H), 3.60 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 3.85 (t, J = 9.9 Hz, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CD3OD): & 9.34, 9.46, 23.40, 26.32, 26.60, 29.18, 42.48, 45.68, 48.15,
48.43, 48.72, 49.00, 49.29, 49.57, 49.75, 49.85, 54.83, 58.05, 78.30, 83.15, 174.67, 174.76,
178.07.

EMAR (ESI*): calculado para C1sH28N303, 298.2125; encontrado, 298.2126.
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5.4.41 Sintesis de la N-((3aR.4R,5R,6S,7aS)-6-amino-1-0x0-4-(pentan-3-iloxi)octahidro-
1H-isoindol-5-il)acetamida (112)

\\——NH \\’NH
_TFA
Q L —wa Q L
BocHN
NHAc 58% NHAc
234 12

En un matraz de fondo redondo se suspende 234 (64 mg, 0.16 mmol) en 2 mL de CH>CL,,
se aflade gota a gota 1 mL de TFA y se deja reaccionando a t.a. Tras 4 h se observa la
desaparicion del producto de partida (CH2Cl./MeOH 95:5, Ry: 0.3) y la aparicion de un nuevo
producto de reaccion (R 0). Se concentra el disolvente a vacio, se concentra con tolueno y se

precipita el crudo obtenido con Et>O para obtener 112 como sal de TFA, con un rendimiento
del 58%.

RMN-tH (300 MHz, CDsOD): & 0.86 (g, J = 7.2 Hz, 5H), 1.38 — 1.63 (m, 5H), 2.00 (s, 3H),
2.32 — 2.45 (m, 2H), 2.54 (td, J = 11.4, 4.4 Hz, 1H), 2.74 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 3.24 (t, J = 9.7
Hz, 1H), 3.34 — 3.43 (m, 2H), 3.46 — 3.55 (m, 1H), 3.62 (t, J = 10.3 Hz, 1H).

RMN-13C (75 MHz, CDsOD): & 9.03, 9.67, 23.31, 25.93, 26.85, 30.04, 41.30, 44.16, 44.57,
51.31,59.78, 77.34, 83.01, 173.91, 179.88.

EMAR (ESI*): calculado para C1sH28N303, 298.2125; encontrado, 298.2127.
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on behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details, the
Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions which

are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date 03-Sep-2024
Order License ID 1521951-1
ISSN 1759-9962

LICENSED CONTENT

Publication Title Polymer chemistry

Article Title Slowing the growth of ice
with synthetic
macromolecules: beyond

antifreeze(glyco) proteins

Author / Editor Royal Society of Chemistry

(Great Britain)

Date 01/01/2010
Language English
Country United Kingdom of Great

Britain and Northern
Ireland

REQUEST DETAILS

Portion Type Chart/graph/table/figure
Number of Charts / 1

Graphs / Tables / Figures

Requested

Format (select all that Print, Electronic

apply)

Who Will Republish the Academic institution
Content?

Life of current edition
Up to 499
Main product

Duration of Use
Lifetime Unit Quantity
Rights Requested

NEW WORK DETAILS
Title AMIDAS DE HEXOSAS Y
DEL ACIDO (-)-SHIKIMICO:
SINTESIS Y ESTUDIO DE
SUS PROPIEDADES DE
INHIBICION DE LA
RECRISTALIZACION DEL
HIELO, GELIFICACION E
INHIBICION DE
NEURAMINIDASAS.

Instructor Name Pablo Lépez

Type of Use

Publisher
Portion

Rightsholder
Publication Type
Start Page

Issue

Volume

URL

Distribution

Translation

Copies for the Disabled?
Minor Editing Privileges?

Incidental Promotional
Use?

Currency

Institution Name

Expected Presentation
Date

Republish in a
thesis/dissertation

Royal Society of Chemistry
Chart/graph/table/figure

Royal Society of Chemistry
e-Journal

1141

8

1

http://www.rsc.org/Publis
hing/Journals/PY/Index.as

p

Worldwide

Original language plus one
translation

No
No
No

EUR

Universidad de Santiago
de Compostela

2024-10-25
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6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (i) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCC if it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder's name], from [Work’s title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
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ADDITIONAL DETAILS

Order Reference Number N/A The Requesting Person / Pablo Lépez Carracedo
Organization to Appear
on the License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or Figure 1 Title of the Article / Slowing the growth of ice
Numeric Reference of the Chapter the Portion Is with synthetic
Portion(s) From macromolecules: beyond
Editor of Portion(s) Gibson, Matthew |. dnigiraezelghyce) protens
Volume / Edition 1 Author of Portion(s) Gibson, Matthew I.
Page or Page Range of 1141 'ASS‘_“"I' 'fFReP”bgs"'_'"lg an 8
Portion rticle From a Seria

Publication Date of 2010-09-07

Portion

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User’s use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)" are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or “you" is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User's behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works
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not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder’s ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus

Rightsholder's and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,

the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

i) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (ii) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

iii) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:
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A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

C) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

ii) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

iii) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o a statement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
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ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
iii) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

i) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

15) Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
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prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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This is a License Agreement between Pablo Lépez Carracedo (“User”) and Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC")
on behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details, the
Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions which

are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date 03-Sep-2024
Order License ID 1521953-1
ISSN 2046-2069

LICENSED CONTENT

Publication Title RSC advances

Article Title Designing ice
recrystallization inhibitors:
from antifreeze
(glyco)proteins to small
molecules

Date 01/01/2011

Language English

Country United Kingdom of Great
Britain and Northern
Ireland

Rightsholder Royal Society of Chemistry

REQUEST DETAILS

Portion Type Image/photo/illustration

Number of Images / 1
Photos / Illustrations
Format (select all that
apply)

Who Will Republish the
Content?

Print, Electronic

Academic institution

Life of current edition
Up to 499
Main product

Duration of Use
Lifetime Unit Quantity
Rights Requested

NEW WORK DETAILS

Title AMIDAS DE HEXOSAS Y
DEL ACIDO (-)-SHIKIMICO:
SINTESIS Y ESTUDIO DE
SUS PROPIEDADES DE
INHIBICION DE LA
RECRISTALIZACION DEL
HIELO, GELIFICACION E
INHIBICION DE
NEURAMINIDASAS.

Instructor Name Pablo Lépez Carracedo

ADDITIONAL DETAILS

Type of Use

Publisher
Portion

Publication Type
Start Page

End Page

Issue

Volume

URL

Distribution

Translation

Copies for the Disabled?
Minor Editing Privileges?

Incidental Promotional
Use?

Currency

Institution Name

Expected Presentation
Date

Republish in a
thesis/dissertation

RSC Publishing
Image/photo/illustration

e-Journal
42682
42696
80

4

http://pubs.rsc.org/en/jou
rnals/Journallssues/RA

Worldwide

Original language plus one
translation

No
Yes
No

EUR

Universidad de Santiago
de Compostela

2024-10-25
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Order Reference Number N/A The Requesting Person / Pablo Lépez Carracedo
Organization to Appear
on the License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or Figure 6 Title of the Article / Designing ice
Numeric Reference of the Chapter the Portion Is recrystallization inhibitors:
Portion(s) From from antifreeze
Editor of Portion(s) Balcerzak, Anna K.; (glylco)plrotelns to small
Capicciotti, Chantelle J.; moecuies
Briard, Jennie G.; Ben, Author of Portion(s) Balcerzak, Anna K.;
Robert N. Capicciotti, Chantelle J.;
Volume / Edition 4 Briard, Jennie G.; Ben,
Robert N.
Page or Page Range of 42682-42696
p ge g 8 Issue, if Republishing an 80
ortion : :
Article From a Serial
Publication Date of 2014-09-11
Portion

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User's use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)" are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or “you" is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User's behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works
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6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (i) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCC if it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder's name], from [Work’s title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
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not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder’s ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder’s and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,
the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

ii) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (ii) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

iii) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User's ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:

https://marketplace.copyright.com/rs-ui-web/mp/license/bbd0803d-0247-46e8-8cba-23ae9ad549e2/b150bd70-f0db-464 1-a76f-53f817a4d887 4/7

390



Anexos

3/9/24, 13:13 marketplace.copyright.com/rs-ui-web/mp/license/bbd0803d-0247-46e8-8cba-23ae9ad549e2/b150bd70-f0db-4641-a76f-53f817a4d. ..

A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

() Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

ii) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

iii) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o astatement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
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ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
iii) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

ii) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

15) Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
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prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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Ccc Marketplace

This is a License Agreement between Pablo Lépez Carracedo (“User”) and Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC")
on behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details, the
Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions which

are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date
Order License ID
ISSN

LICENSED CONTENT

Publication Title
Article Title

Author / Editor

Date
Language
Country
Rightsholder

REQUEST DETAILS

Portion Type

Number of Charts /
Graphs / Tables / Figures
Requested

Format (select all that
apply)

Who Will Republish the
Content?

Duration of Use
Lifetime Unit Quantity
Rights Requested
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If the AAAS material covered by this permission was published in Science during the years 1974 - 1994, you must also
obtain permission from the author, who may grant or withhold permission, and who may or may not charge a fee if
permission is granted. See original article for author's address. This condition does not apply to news articles. Whenever
possible, we ask that electronic uses of the AAAS material permitted herein include a hyperlink to the original work on
AAAS's website (hyperlink may be embedded in the reference citation). AAAS material reproduced in your work identified
herein must not account for more than 30% of the total contents of that work. AAAS must publish the full paper prior to
use of any text. AAAS material must not imply any endorsement by the American Association for the Advancement of
Science. AAAS makes no representations or warranties as to the accuracy of any information contained in the AAAS
material covered by this permission, including any warranties of merchantability or fitness for a particular purpose.

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms"), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User’s use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (“CCC") on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:
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“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms.

“Rightsholder(s)" are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or "you” is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User’s behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicability of Terms. The Terms govern User’'s use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly authorized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the
sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works

6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (iii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (i) is non-exclusive and non-
transferable, and (iii) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties' rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCC if it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.
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9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder's name], from [Work's title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS."” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder’s ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder’s and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,
the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

ii) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (ii) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

iii) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;
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B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies more
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14(b) include:

A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use consistent with Section 14(b)(i)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

C) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)(A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.
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i) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

iii) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

Q) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

o a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o a statement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmission and whether electronically or in paper form, and User must also
ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User’s ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.
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15)

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
iii) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v) republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-email, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

i) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available online
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

c) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User’s rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
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La presente tesis doctoral aborda la sintesis de amidas
polihidroxiladas, utilizando materiales de partida asequibles y
métodos sencillos, asi como el estudio de sus propiedades.
Concretamente, partiendo de hexosas y del acido (-)-shikimico
para estudiar sus propiedades como inhibidores de la
recristalizacion del hielo y como agentes gelificantes, y
partiendo de oseltamivir para estudiar sus propiedades como
inhibidores de neuraminidasas.
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