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RESUMEN

En los ultimos afios, la prevalencia de las enfermedades infecciosas producidas por
patdgenos y la resistencia bacteriana a los antibidticos han aumentado de forma
considerable. Debido a que se estan convirtiendo en una amenaza para la salud publica,
se ha hecho necesario el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. Por este motivo
se ha planteado en este Trabajo de Fin de Grado la preparacion de un sideréforo unido
covalentemente a un conector, para su posterior conjugacién con polimeros con el fin de
ensayarlo como antimicrobiano. El sider6foro seleccionado para dirigir selectivamente el
conjugado sintético sideréforo-polimero, fue un anélogo de la amonabactina P750, que
es uno de los sideroforos producido por la bacteria patogena Aeromonas salmonicida

subsp salmonicida, mientras que el conector elegido fue un polietilenglicol (PEG-3).

En el desarrollo de este trabajo se plante6 en primer lugar un analisis retrosintético para
la sintesis del sideréforo elegido acoplado al conector, en el que se seleccionaron tres
subestructuras principales: una subestructura del sideréforo formada por una lisina y un
catecol (S-7), otra subestructura del sider6foro constituida por una glicina, una lisinay un
catecol (S-12) y el conector, que contiene tres unidades etilenglicol (C-13). A
continuacion, se consiguié sintetizar y caracterizar cada una de las subestructuras
propuestas y se logaron conectar con éxito para obtener el sideréforo acoplado con el
conector planteado (SC-16). Desafortunadamente, los ensayos de acoplamiento de los
polimeros con los fragmentos del sider6foro sintetizados fueron infructuosos. A la vista
de los resultados obtenidos y con el fin de conseguir preparar los conjugados de interés,
se plantea variar las condiciones de reaccion de acoplamiento y/o emplear otros polimeros

funcionalizados.
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RESUMO

Nos ultimos anos, aumentou considerablemente a prevalencia de enfermidades
infecciosas causadas por patdxenos e a resistencia bacteriana aos antibioticos. Debido a
que se estdn a converter nunha ameaza para a saude publica, fixose necesario o
desenvolvemento de novos axentes antimicrobianos. Por este motivo, neste Traballo Fin
de Grao propuxose a elaboracion dun sideroforo unido covalentemente a un conector,
para a sua posterior conxugacion con polimeros co fin de probalo como antimicrobiano.
O siderdforo seleccionado, para dirixirse selectivamente ao conxugado sintético
sideroforo-polimero, foi un analogo da amonabactina P750, que € un dos sider6foros
producidos pola bacteria patdxena Aeromonas salmonicida susp. salmonicida, mentres

que o conector elixido foi un polietilenglicol (PEG-3).

No desenvolvemento deste traballo proplxose primeramente unha anéalise retrosintética
para a sintese do sideroforo elixido acoplado ao conector, na que se seleccionaron tres
subestruturas principais: unha subestrutura do sidero6foro formada por unha lisina e un
catecol (S-7), outra subestrutura do sideréforo formada por unha glicina, unha lisina e un
catecol (S-12) e o conector, que contén tres unidades de etilenglicol (C-13). A
continuacion, foi posible sintetizar e caracterizar cada unha das subestruturas propostas e
conectalas para obter o sideréforo acoplado ao conector proposto (SC-16).
Desafortunadamente, as probas de acoplamento dos polimeros cos fragmentos de
sider6foro sintetizados non tiveron éxito. A vista dos resultados obtidos e para poder
preparar 0s conxugados de interese, proponse variar as condicions da reaccion de

acoplamento e/ou empregar outros polimeros funcionalizados.
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ABSTRACT

In recent years, the prevalence of infectious diseases caused by pathogens and bacteria
resistant to antibiotics have increased considerably. Because they are becoming a threat
to public health, the development of new antimicrobial agents has become necessary. For
this reason, the preparation of a siderophore covalently bonded to a linker has been
proposed in this project, for its subsequent conjugation with polymers in order to test it
as an antimicrobial. The selected siderophore, that will act as a targeting ligand in the
synthetic siderophore-polymer conjugate, was an analog of amonabactin P750, which is
one of the siderophores produced by the pathogenic bacterium Aeromonas salmonicida

susp. salmonicida, and the chosen linker was a polyethylene glycol (PEG-3).

In the development of this project, a retrosynthetic analysis was first proposed for the
synthesis of the chosen siderophore coupled to the linker, in which three main
substructures were selected: a siderophore substructure formed by a lysine and a catechol
(S-7), another siderophore substructure consisting of a glycine, a lysine and a catechol
(S-12) and the linker, which contains three ethylene glycol units (C-13). Next, it was
possible to synthesize and characterize each of the proposed substructures and
successfully connect them to obtain the siderophore coupled with the proposed linker
(SC-16). Unfortunately, the coupling tests of the polymers with the synthesized
siderophore fragments were unsuccessful. In view of the results obtained and in order to
be able to prepare the conjugates of interest, it is proposed to change the coupling reaction

conditions and/or use other functionalized polymers.
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1. INTRODUCCION

Los patégenos bacterianos han desarrollado, a lo largo de los ultimos afios, multitud de
estrategias para invadir y proliferar en el huésped, de manera que la incidencia de
enfermedades infecciosas producidas por patégenos ha aumentado de forma
considerable.! El incremento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos se esta
convirtiendo en una gran amenaza para la salud publica, por lo que exige explorar

constantemente nuevos agentes antimicrobianos con baja probabilidad de resistencia.?

Para el control de estas enfermedades infecciosas, tienen gran relevancia los elementos
que acttan e interfieren en las interacciones bacteria-huésped, como los polimeros
sintéticos.> Los polimeros antimicrobianos son especialmente interesantes en estas
aplicaciones ya que se consideran biocidas de ultima generacidn, debido a que son faciles
de fabricar y controlar con precision su longitud, presentan una gran afinidad con los
receptores de la superficie celular de las bacterias, aportan una estrategia respetuosa con
el medio ambiente y parece que no fomentan la resistencia que inducen los antibioticos

en ellas.®®

Por otra parte, las bacterias han desarrollado estrategias alternativas para la adaptacion
ambiental y la invasion del huésped, como el Quérum sensing (QS).® La deteccion de
quérum consiste en un proceso de comunicacién célula-célula, que es posible gracias a la
capacidad de deteccion y respuesta a la densidad de poblacién bacteriana. Las células
bacterianas son capaces de compartir informacion sobre la densidad celular y en
consecuencia controlar la expresion génica en determinados procesos, como la formacion
de biopeliculas o secrecion de determinadas sustancias entre otros.® Por tanto, la
inhibicién del QS puede constituir en si misma también un método adicional para el

control de las infecciones bacterianas.®

En consecuencia, los elementos capaces de interferir tanto en estos mecanismos de
comunicacion bacteriana, como en las interacciones bacteria-huesped anteriormente
comentados, amplian el nimero de estrategias antimicrobianas que se pueden aplicar.3’
Una de ellas especialmente atractiva es el desarrollo de polimeros antibacterianos
selectivos mediante su conjugacion con sideroforos, ya que la incorporacion de
sideroforos se emplea para dirigir selectivamente a los polimeros a la superficie celular

bacteriana.??®



1.1. Los sideroforos
Los sideroforos (del griego, sideros “hierro” y phoros “transportador”), también
conocidos como metal6foros, son metabolitos secundarios de bajo peso molecular (entre
500 y 1500 Da) con alta afinidad y selectividad por los iones férricos producidos por

bacterias, hongos y gramineas.'%

1.1.1. Estructura quimica

Los sideroforos suelen formar complejos hexadentados con geometria octaédrica, donde
la repulsion entre los seis ligandos dispuestos alrededor del hierro (111) de alto espin es
minima, presentando una gran estabilidad (Kre > 10° M?). Los atomos donantes con
mayor afinidad por el hierro son los atomos de oxigeno, debido a que la interaccién es
mas estrecha cuanto mayor es la carga negativa. Sin embargo, también pueden existir
grupos funcionales con otros atomos donadores de electrones y, por tanto, cargados
negativamente, como el nitrogeno o el azufre. Ademas, presentan mayor afinidad por los
cationes trivalentes, principalmente por el hierro (I11) debido a que hay pocos cationes
con valencia +3 implicados en procesos bioldgicos, lo que determina en gran medida la
elevada selectividad de los sider6foros.10?

En estas estructuras hexadentadas puede incorporarse una amplia gama de ligandos
bidentados a través de un disefio molecular apropiado. Los tres principales grupos
bidentados con alta selectividad por el hierro (111) son los catecoles (representados en
rosa), acidos hidroxamicos (representados en azul) y &cidos a-hidroxicarboxilicos
(representados en verde).1%11 Atendiendo a sus grupos funcionales de unidn al hierro, la
mayoria de los sideréforos se pueden agrupar en los siguientes tipos: catecolatos,
hidroxamatos, a-hidroxicarboxilatos y de tipo mixto, presentando estos ultimos una

combinacion de los anteriores (Figura 1).13
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Figura 1. Ejemplos de los distintos tipos de sideréforos atendiendo a sus grupos funcionales.

1.1.2. Mecanismos de captacion de hierro
El hierro se trata de un elemento esencial para todos los organismos vivos, ya que se
requiere en infinidad de procesos bioldgicos como la sintesis y reparacion del ADN o el
transporte de oxigeno, ademas actia como cofactor necesario para multitud de enzimas
implicadas en el metabolismo.'* Su forma oxidada (Fe**) es insoluble, por lo que precipita
como Fe(OH)s en condiciones aerobias y de pH neutro, y su forma reducida (Fe?") tiene
un alto grado de toxicidad al interaccionar con la mayoria de las macromoléculas.'%?
Ademas, el hierro del huésped se encuentra secuestrado en proteinas de almacenamiento
(como la lactoferrina y transferrina) disminuyendo su concentracion y por tanto su

disponibilidad en el suero.®®

En consecuencia, a pesar de la gran abundancia del hierro en la corteza terrestre, su
biodisponibilidad es muy baja, por lo que las bacterias para satisfacer sus necesidades
requieren diversos sistemas de adquisicion de hierro. Pueden captarlo a través del
contacto directo con las fuentes exogenas hierro/hemo, o mediante moléculas, como

sider6foros o hemaforos, que liberan al medio extracelular.%2

3



La biosintesis de sider6foros es una de las estrategias mas habituales de captacion de
hierro, tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, regulada por los niveles
de hierro del medio donde se encuentre el organismo. Los mecanismos de captacion de
hierro, por consiguiente, constituye una atractiva diana terapéutica, ya que el desarrollo
de estrategias que actGan sobre ellos podria lograr la disminucion de la colonizacién
bacteriana en el huésped.®1®

La regulacion génica de la utilizacion de sider6foros y homeostasis del hierro en las
bacterias generalmente estd mediada a nivel transcripcional por el represor de captacion
férrica (Fur) en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas con bajo contenido de
Guanina y Citosina (GC) o el regulador de la toxina dfitérica (DtxR) en bacterias Gram-

positivas con alto contenido de GC.’

Los sideroforos, una vez excretados al medio, se coordinan con el ion hierro (111) en el
medio extracelular dando lugar al complejo sider6foro-Fe(l11) que debe ser reintroducido
en las células (Figura 2). No obstante, el mecanismo de internalizacion de ese complejo
es diferente en las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas debido a su diferente

composicion estructural. %6

Las bacterias Gram-negativas presentan una membrana externa que acttia de barrera entre
el medio intracelular y extracelular, protegiendo a las bacterias de toxinas, enzimas
degradantes y detergentes. En la membrana externa estan presentes las porinas, unas
proteinas de barril B triméricas que permiten la difusion pasiva de solutos de pequefio
tamafio (con un peso inferior a 600 Da). Sin embargo, la mayoria de los complejos
sideréforo-Fe(l11) exceden el peso molecular limite de estas proteinas y requieren de
receptores de membrana externa (PME) especificos para incorporarse en el espacio
periplasmico.’® En el periplasma, estos complejos son captados por proteinas
periplasmaticas de union (PBP; periplasmic binding protein) y conducidos hasta la
proteina de membrana dependiente de ATP (transportador tipo ABC; ATP Binding
Cassette) que se encuentra en la membrana interna. Finalmente, esta Gltima proteina
introduce el complejo en el citoplasma de la célula, donde el hierro es liberado bien por
reduccion o mediante la degradacion del sideréforo gracias a enzimas especificas y el

siderdforo vuelve a ser secretado al exterior para ser reutilizado (Figura 2).%°



O

Siderdforo Complejo siderdforo- Fe(lll)

Figura 2. Mecanismo de captacién de hierro mediante siderdforos en bacterias Gram-negativas.

Las bacterias Gram-positivas carecen de membrana externa y periplasma, de manera que
los complejos sideréforo-Fe(l1l) pueden ser incorporados en el citoplasma celular
directamente a través de una permeasa ubicada en la membrana plasmatica, al ser

reconocidos por una lipoproteina (SBP; siderophore-binding protein) (Figura 3).%1¢

Membrana

Figura 3. Mecanismo de captacién de hierro mediante siderdforos en bacterias Gram-positivas.

1.1.3. Biosintesis
La maquinaria transcripcional anteriormente mencionada se activa cuando la
concentracion de hierro es baja, de manera que comienza la produccion de enzimas
requeridas para la biosintesis de siderdforos y de proteinas necesarias para su

reconocimiento, transporte y procesamiento.®

La biosintesis tiene lugar mediante distintos mecanismos atendiendo a la naturaleza

quimica de los siderdéforos. En general, la biosintesis de los sideroforos tiene lugar en



grandes complejos proteicos multienzimaticos conocidos como NRPS (nonribosomal
peptide synthetase). Estos complejos activan y ensamblan multitud de aminoéacidos
conformando una gran variedad estructural de sideréforos que después se exportan al

espacio extracelular.t’

1.2. Los polimeros
Los polimeros son macromoléculas (compuestos organicos) formadas por la union
covalente de unidades simples denominadas monémeros en un proceso denominado
polimerizacion. Existen polimeros naturales como la celulosa o el ADN (Acido
desoxirribonucleico) y polimeros sintéticos como el polietileno empleado en la
fabricacion de bolsas o el policarbonato usado en gafas de laboratorio y botellas de
plastico.??! EI principal interés de los polimeros sintéticos es el gran abanico de
posibilidades de personalizacion: longitud de la cadena, grupos funcionales, propiedades

quimicas, fisicas, etc. segun los requisitos necesarios.’

Ademas, tanto las macromoléculas cationicas naturales como ciertos polimeros sintéticos
son excelentes compuestos “antimicrobianos” debido a su capacidad de interaccion con
los microorganismos, resultado de su afinidad (presencia de carga positiva) con la
envoltura cargada negativamente de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Por
tanto, a concentraciones y densidades de carga elevadas, estas moléculas pueden afectar
significativamente la integridad y crecimiento de la membrana, afectando a la actividad
bacteriana y disminuyendo su viabilidad.??

Sin embargo, a pesar de que se han sintetizado diversos mondémeros, homopolimeros y
copolimeros antimicrobianos, existe poco conocimiento sobre el efecto de estos
elementos en la fisiologia de las bacterias patdgenas objetivo. Se sabe que las bacterias
son capaces de detectar y responder a los cambios de su entorno mediante la combinacion
de sefiales quimicas y fisicas. Por ejemplo, algunas de ellas pueden transitar de una vida
libre a un estado adherente como los biofilms cuando interactian con algunos polimeros,
lo que conlleva cambios de expresion génica que pueden dar lugar a la regulacion de los
genes de virulencia con una tendencia alcista.*® Estudios realizados con Vibrio cholerae
han demostrado que cuando se adicionan polimeros antimicrobianos, se produce la
agrupacion de las bacterias y esta agregacion conduce a la autoinduccion, debido que se
activan sefiales que producen un aumento rapido de la concentracion de autoinductores
de QS.4%2



1.3. Siderdforo-conector-polimero
El desarrollo de polimeros antibacterianos selectivos constituye una de las estrategias
antibacterianas de gran interés en investigacion frente a los antibidticos, debido a que los
polimeros antibacterianos presentan propiedades mejoradas respecto a los antibidticos,
como estabilidad a largo plazo, toxicidad reducida, menor susceptibilidad de causar
resistencia, etc.>® Por tanto, la conjugacion de polimeros con sideréforos puede ser una
propuesta atractiva para incrementar la actividad antibacteriana, debido a que la
incorporacion del sider6foro permite dirigir al polimero a la membrana bacteriana gracias
a los receptores de membrana para la captacion de sideroforos, de igual modo que en los
antibidticos conjugados con siderdforos en los que se emplea la estrategia de “caballo de

Troya".23

Recientemente, Jing Qiao et al. ha evaluado la actividad antibacteriana selectiva de un
copolimero conjugado a un xenosider6foro contra Pseudomonas aeruginosa. En este
estudio observo como el polimero conjugado se dirige a receptores seleccionados de la
membrana externa (OM) para eliminar xenosideréforos, y al mismo tiempo presenta una

citocompatiblidad favorable que permite dafiar de forma segura la OM bacteriana.®

Estos materiales antibacterianos propuestos estan constituidos por un polimero unido a
un sideroforo a través de un conector. El sideréforo permite unirse a las bacterias
empleando sus sistemas de captacidn de hierro, elemento esencial para ellas, mientras que
el polimero altera la integridad de la membrana bacteriana afectando a su actividad,

actuando como antimicrobiano.?
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Figura 4. Propuesta de la estructura de los polimeros conjugados al sideréforo.
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1.3.1. Eleccion del sideréforo
El objetivo principal del sider6foro es dirigir selectivamente al conjugado sintético
polimero-siderdforo a la superficie celular bacteriana. Para ello se ha seleccionado como

sideréforo un derivado de la amonabactina P750 (Figura 5).8
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Figura 5. Estructura del sideréforo amonabactina P750 y del analogo seleccionado

Las amonabactinas son sideroforos producidos por la bacteria patdgena Aeromonas
salmonicida subsp salmonicida que es el agente responsable de la enfermedad infecciosa
en peces, denominada forunculosis.?* Pertenecen al grupo de las gamma-proteobacterias
Gram-negativas ampliamente extendidas en medios acuéticos.”® EIl siderdforo
seleccionado presenta un esqueleto formado por dos lisinas, una glicina y dos catecoles
como grupos funcionales, cada uno de ellos con una alta densidad de carga, que poseen
gran afinidad por el hierro (111) gracias a los dos &tomos en posicion orto de los anillos

aromaticos.1®

1.3.2. Eleccion del conector
El conector debe tener como finalidad principal enlazar covalentemente el sider6foro con
el polimero para obtener el conjugado sintético de interés. También es crucial disminuir
las interacciones bioldgicas con el conector, para lo que es importante tener en cuenta su
tamafio, forma, composicion, propiedades fisicoquimicas y elasticidad. Ademas, debe ser
estable en el medio extracelular y permitir la actuacion del polimero y sideréforo en la

bacteria diana.2®
OH

0 (0]
HNT IS0
ol

Figura 6. Estructura del conector seleccionado: polietilenglicol (PEG-3).

Atendiendo a estos requisitos se escogio el polietilenglicol mostrado en la Figura 6, ya
que su naturaleza hidrofila mejora la estabilidad del conjugado sintético y reduce su

afinidad de unién a componentes bioldgicos. 2



1.3.3. Eleccion del polimero

Los polimeros antibacterianos mas eficaces se caracterizan por presentar gran cantidad
de residuos cationicos e hidrofobicos y, ademas, por ser frecuentemente anfipaticos. La
carga catidnica de los polimeros es necesaria para la interaccion electrostatica con la
membrana bacteriana externa aniénica. Ademas, las cadenas alquilo hidrofobicas del
polimero son capaces de interrumpir la integridad de la membrana al insertarse en ella,

pudiendo llegar a provocar la muerte bacteriana.®

NH S HO S
zﬁsﬁn \/\NHZ \/\S%\/in \/\OH
N‘H O HN o
OYNH

o) P1 /H P2
X /N\
Figura 7. Estructuras de los polimeros P1y P2 propuestos.
Los polimeros que han sido seleccionados atendiendo a los criterios recién mencionados
son los que se muestran en la Figura 7. El poli N'-(terc-butoxicarbonil)acriloilo hidrazida
(polimero 1) se trata de un polimero anfifilico suficientemente estable en condiciones
fisioldgicas, que tiene que ser desprotegido tras su conjugacion con el sideroforo, para
después poder ser modificado con aldehidos cationicos e hidrofébicos y estudiar su
capacidad antimicrobiana.??® El poli (N-[3-(dimetilamino)propil]metacrilamida

(polimero 2) ha sido empleado con anterioridad para la induccion de QS en vibrios.*?2

2. MARCO CONCEPTUAL

Este Trabajo de Fin de Grado fue realizado en el grupo de PRONAMAR, un equipo
interdisciplinar formado por miembros del grupo de Quimica Molecular y de Materiales
(QUIMOLMAT) y del grupo de investigacién en biologia evolutiva (GIBE) adscrito al
Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas (CICA) y a la Facultad de Ciencias de
la Universidad de A Corufia. En este grupo se ha estudiado recientemente la sintesis de
diversos analogos de amonabactinas con el fin de desarrollar nuevos tratamientos contra
la forunculosis empleando los mecanismos de captacion de Fe (111) mediados por
siderdforos.?®

Por otro lado, el grupo de investigacion de Francisco Fernandez Trillo ha demostrado
como ciertos polimeros con gran afinidad por las superficies bacterianas, presentan la

capacidad de alterar el sistema de QS.” Ademas, han probado la capacidad de interferencia
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de algunos polimeros en la formacion de biopeliculas y produccién de factores de
virulencia regulados por QS.3#

Por tanto, estas dos lineas de investigacion son las que han permitido disefiar los
polimeros conjugados con sideroforos, con potencial de actuacion en los mecanismos de

comunicacion bacteriana y las interacciones bacteria-huésped.

3. OBJETIVOS

En base a lo descrito anteriormente, el principal objetivo de este Trabajo de Fin de Grado
es la sintesis y caracterizacion de los conjugados sider6foro-polimero (Figura 4). Para

conseguirlo, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Plantear un analisis retrosintético para la sintesis de un analogo del sideréforo
amonabactina P750 de la bacteria patdgena Aeromonas salmonicida subsp
salmonicida unido covalentemente a un conector PEG-3.

2. Sintetizar y caracterizar cada una de las subestructuras seleccionados como claves
del analisis sintético planteado, asi como del fragmento objetivo.

3. Realizar ensayos de acoplamiento entre fragmentos del sideréforo sintetizado con
los polimeros seleccionados P1y P2, a través del conector PEG-3.

4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Sintesis del sideréforo (S) acoplado con el conector PEG-3 (C).

En primer lugar, se plante6 un analisis retrosintético para la sintesis del sideréforo
analogo al de las amonabactinas acoplado al conector (Figura 8), en el que se
seleccionaron tres subestructuras principales: la subestructura del sider6foro formada por
una lisina y un catecol (S-7), la subestructura del sideréforo constituida por una glicina,
una lisina y un catecol (S-12) y el conector, que contiene tres unidades etilenglicol (C-
13).

Tras realizar este planteamiento retrosintético (Figura 8), se establecieron como etapas
clave de la sintesis el acoplamiento del conector (C-13) con la subestructura del sideréforo
(S-7) que contiene la lisina y el catecol y el posterior acoplamiento del fragmento
resultante (SC-15) con la subestructura del sideréforo (S-12) constituida por la glicina, la

lisina y el catecol.
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Figura 8. Analisis retrosintético para la sintesis del sideréforo acoplado al conector (SC-16).

Sintesis del fragmento S-7 y del fragmento C-13.

Para la preparacion del fragmento S-7 se estableci6 una ruta sintética en la que se requiere
en primer lugar la activacion del &cido carboxilico del catecol convenientemente

protegido (Figura 9) para el posterior acoplamiento con la lisina (Figura 10).

0 o) 0
Ph._Ph
OH SOCl oMe I CI OMe
OH MeOH OH Tolueno, 160°C 0
OH

90°C
OH 074%

acido 2,3-dihidroxibenzoico 1 Ph 2
. THF:H,0
LiOH-H,0 950
0O NHS Q
o’N EDC.HCI OH
O CHzclz O
O
o O%Ph
Ph Ph
Ph

4 3

Figura 9. Activacion del acido carboxilico del catecol convenientemente protegido.
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Figura 10. Acoplamiento del catecol a la lisina para dar lugar al fragmento S-7.
Para la obtencion del catecol activado en primer lugar, se obtuvo el éster 1 por tratamiento
del &cido 2,3-dihidroxibenzoico comercial con SOCI, en MeOH con un rendimiento del
90%. Después, se protegieron los grupos hidroxilos de las posiciones 2 y 3 en el estér 1
con diclorodifenilmetano obteniéndose el estér 2 y una vez protegido, se hidroliz6 en
medio béasico para obtener el acido carboxilico 3. Por ultimo, se activo el éacido

carboxilico del catecol con NHS y EDC-HCI, dando lugar al compuesto 4.

De forma paralela, se elimind el grupo protector terc-butiloxicarbonilo (Boc) del N-a-
(Fmoc)-N-e-(t-boc)-L-Lisina para dar lugar a la amina 5. El catecol activado 4 se acopld
a la amina 5 obteniéndose la amida 6 con un rendimiento del 90%. Los compuestos 1y
3-6 se caracterizaron por 'H-RMN, ®*C-RMN y espectrometria de masas de alta
resolucion (HR-ESIMS) como se muestra en el ANEXO.

Finalmente, el &cido carboxilico de la amida 6 se activd con NHS y EDC-HCI en
condiciones de atmosfera inerte dando lugar al fragmento S-7 con un rendimiento del
97%. La estructura de este fragmento también se determin6 andlisis de RMN, en cuyo
espectro de *H-RMN se observa la sefial a 6+ 2.8 caracteristica del grupo NHS, la sefial a
dn 4.2 del hidrdégeno alfa de la lisina y sefiales entre 6+ 6.8-7.8 correspondientes al grupo
catecol. Ademas, en el espectro de *C-RMN se pueden observar las sefales
correspondientes a los carbonos del NHS a 6c 25.65 de los grupos CHz y a 6¢c 168.6 y dc
168.3 de los carbonos carbonilicos. Adicionalmente, el espectro de masas de alta
resolucion mostré el ion [M+Na]®™ m/z 788.2585 (Calculada para CasH3zgN3NaOe:

788.2579) que corroboro la sintesis del fragmento S-7.
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Figura 11. Sintesis del fragmento C-13.

El fragmento C-13 se sintetizd desprotegiendo el grupo terc-butilo del 1,1-dimetiletil 3-
[2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi]propanoato de terc-butilo con un rendimiento del 99%,
empleando las condiciones que se muestran en la Figura 11. Su estructura se confirmo
por *H-RMN, 3C-RMN vy espectrometria de alta resolucion. En el espectro *H-RMN del
conector comercial se pueden observar las sefiales correspondientes al grupo terc-butilo
a dn 1.4 (sombreada en rosa), que desaparecen al realizar la desproteccion. Ademas,
aparecen dos singuletes anchos que se corresponden con el NHs"y OHa 84 7.6 y 8n 8.7,
del fragmento C-13 (Figura 12).

Amino-trioxadodecanoato de terc-butilo }

Fragmento C-13

M\ |

[
) f ]
o J’LJL M J\;g B

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05
f1 (ppm)

Figura 12. Espectros de *H-RMN apilados del conector comercial y el fragmento C-13.

En el espectro de masas de alta resolucion del producto obtenido se observa el ion [M+H]*
m/z 222.1336 (Calculada para CoH20NOs: 222.1341) y el ion [M+Na]* m/z 244.1155
(Calculada para CoH19NNaOs: 244.1161) que verifica que se ha formado el fragmento C-

13 correctamente.

Sintesis del fragmento SC-15.

Para la preparacion del fragmento SC-15 se realizo el acoplamiento de los dos fragmentos
anteriormente sintetizados (S-7 y C-13) y la posterior desprotecciéon del grupo Fmoc
(Figura 13).
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Figura 13. Ruta sintética del fragmento SC-15.

Una vez sintetizado el fragmento C-13 se acopl6 al fragmento S-7 con NaHCO3 en una
disolucion THF: H20O, obteniéndose el fragmento SC-14 con un rendimiento del 75%.
Después, se desprotegio la amina, eliminando el grupo Fmoc del fragmento SC-14 con
NaOH en THF:MeOH, forméandose el fragmento SC-15 con un rendimiento del 76%.

Ambos compuestos (SC-14 y SC-15) se caracterizaron por ‘H-RMN, *C-RMN y
espectrometria de masas de alta resolucion (HR-ESIMS) como se muestra en el ANEXO.
En los espectros de *H-RMN (Figura 14) se observan las sefiales caracteristicas del
conector a on 3.6 (sombreado en verde) que indican que el fragmento C-13 se ha unido
correctamente al fragmento SC-14, y, ademas se puede apreciar la desaparicion de sefiales

correspondientes al grupo protector Fmoc (sombreado en azul) en el fragmento SC-15.

I [

Fragmento S-7

’ \ Fragmento SC-14

AT ‘ 'k i

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Figura 14. Espectros de *H-RMN apilados de los fragmentos S-7, SC-14 y SC-15.
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Mediante espectroscopia de 3C-RMN se confirmd la obtencion del fragmento SC-15, ya
que aparecen las sefiales caracteristicas al conector entre 68.3 y 69.7 ppm y desaparecen
las sefiales correspondientes al grupo protector Fmoc. Ademas, en espectrometria de
masas de alta resolucion (HR-ESIMS), se observan los iones [M+H]" m/z 650.3080
(Calculada para CssHasN3Og9: 650.3072), [M+Na]® m/z 672.2889 (Calculada para
CasHasN3NaOo: 672.2892) y [M-H]” m/z 648.2934 (Calculada para CazsH42N3Og:
648.2927).

Sintesis del fragmento S-12.

La ruta sintética que se empleo en la sintesis del fragmento S-12 se muestra en la Figura
15. En esta ruta es necesario activar la glicina, acoplarla posteriormente con la lisina, y

una vez acopladas (fragmento S-10) conectarlas con el catecol activado 4 anteriormente

sintetizado.
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Figura 15. Ruta sintética del fragmento S-12.
Para la formacion del fragmento S-12, se activd el acido carboxilico de la glicina
protegida con el grupo carboxibencilo (Cbz) con NHS y EDC-HCI para dar lugar al
compuesto 8 con un rendimiento del 95%. EI compuesto sintetizado 8 se acoplé con la
lisina protegida con el grupo Boc para formar el dipéptido 9 con un rendimiento del 92%,
desprotegiendo el grupo Cbz a continuacion con hidrogeno y el catalizador Pd/C para
obtener el dipéptido 10 con un rendimiento del 95%. Seguidamente, el dipéptido 10 se
acoplé al catecol activado 4 sintetizado anteriormente (Figura 9) para formar el

compuesto 11 con un rendimiento del 94%. Por ultimo, el acido carboxilico del
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compuesto 11 se activo con NHS y EDC-HCI, para dar lugar al fragmento S-12 con un

rendimiento del 97%.

De nuevo, todos estos compuestos sintetizados se caracterizaron por *H-RMN, *C-RMN
y espectrometria de masas de alta resolucion (HR-ESIMS) como se muestra en el
ANEXO.

La estructura del fragmento S-12 pudo confirmarse por espectroscopia de *H-RMN donde
Se observan la sefial correspondiente al NHS a dn 2.8, las sefiales de los hidrégenos
aromaticos entre 6.9 y 7.6 ppm correspondientes al catecol protegido, la sefial intensa del
grupo protector Boc de la lisina a 61 1.5 y la sefial caracteristica del grupo Cbz de la
glicina a 61 4.1. Esta estructura pudo corroborarse mediante el analisis de su espectro de
13C-RMN con las sefiales correspondientes al grupo NHS a 8¢ 25.6 y 169.0, las sefiales
propias del Boc a dc 28.4 y 80.7 y las caracteristicas de la glicina a 6c 43.8 y 164.0.
Ademas, en espectrometria de masas de alta resolucion (HR-ESIMS) se observo el ion
[M+Na]" m/z 723.2641 (Calculada para C37H4oN4NaO1o: 723.2637).

Sintesis del compuesto SC-16.

Finalmente, se sintetizé el siderdforo convenientemente protegido acoplado al conector
(SC-16) para su posterior acoplamiento con los polimeros seleccionados. Para ello, se
acoplaron los fragmentos SC-15 y S-12 anteriormente sintetizados, en un medio
ligeramente basico para asegurarse que la amina es reactiva y neutralizar el &cido formado

en el acoplamiento (Figura 16).
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Figura 16. Acoplamiento de los fragmentos SC-15 y S-12 para formar el compuesto SC-16.
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La estructura del compuesto SC-16 se determind por espectroscopia de *H-RMN (Figura
17) donde se observan las sefiales caracteristicas del conector a on 3.4 (sombreada en

amarillo) y la sefial intensa del grupo Boc a 61 1.4 (sombreada en lila).

‘ ' ‘ Fragmento S-12

Figura 17. Espectros de *H-RMN apilados de los fragmentos S-12, SC-15 y SC-16.

También se corrobor6 por espectroscopia de **C-RMN con la sefial caracteristica del Boc
a oc 28.4 y las sefiales propias del conector entre 67.1 y 77.4 ppm. Asi, como por
espectrometria de masas de alta resolucion (HR-ESIMS), donde se observo el ion
[M+Na]* m/z 1257.5403 (Calculada para CesH7sNsNaO16: 1257.5367) y el ion [M-H]
m/z 1233.5400 (Calculada para CesH77NsO16: 1233.5402).

Ensayos de acoplamiento de los fragmentos de sideréforo sintetizados con
los polimeros (P) seleccionados

Con el fin de encontrar las condiciones adecuadas para realizar el acoplamiento entre el
fragmento SC-16 sintetizado y los polimeros comentados en la introduccidn, se realizaron
cuatro pruebas con fragmentos del siderdforo sintetizados (S-12 y 6) y los polimeros (P1
y P2) elegidos (Figura 18). En el caso del fragmento S-12, el hecho de que el grupo acido
se encuentre activado facilitaria la reaccion de acoplamiento ya que solo habria que
mezclar los compuestos en un medio ligeramente basico. Con el fragmento 6, aunque no
se encuentre activado, lo cual implicaria el empleo de un agente de acoplamiento, su
empleo reduciria el niUmero de etapas necesarias ya que no seria necesario el paso de

activacion si se consigue realizar el acoplamiento con éxito.
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Para el acoplamiento del compuesto 6 con los polimeros P1y P2, se empleé EDC-HCI
como agente activador, DMAP y DIPEA en DMF. Mientras que, para acoplar el
fragmento S-12 a ambos polimeros solo se adicion6 DIPEA en DMF, ya que el fragmento

del sideroforo ya se encontraba activado.

Ph
Ph
NH s O’k
s 2 > NH ° o]
N
NH™ 0 \/\/\‘)J\OH P
Os__NH 0 NHFmoc i
N N 6-P2-6
o) P1 ”»
>‘/ EDC-HCI, DMAP, DIPEA,DMF
SP-2
-P1-
(0] 0 o
HO\/\ S\/\ H
H oo NHB 0 .y
HN” S0 0 oc -P2-
0 Ph
Ph
P2 N SP-4
—N DIPEA,DMF 6-P1-6

\

Figura 18. Ensayos de acoplamientos entre los fragmentos 6 y S-12 y los polimeros P1 y P2 para formar
los compuestos SP-1, SP-2, SP-3 y SP-4.

Los cuatro productos obtenidos, resultado de las pruebas de acoplamiento mencionadas,
se estudiaron por espectroscopia de *H-RMN (Figura 19 y ANEXO).
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Figura 19. Espectro de *H-RMN apilados del fragmento 6, el polimero P2y del producto de
reaccion.
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En el espectro de *H-RMN correspondiente al primer ensayo de acoplamiento siderdforo-
polimero se observa por un lado las sefiales caracteristicas del polimero 2 (P2) y por otro
lado las del fragmento 6. Desafortunadamente, las sefiales de dicho espectro parecen
indicar que no se ha producido el acoplamiento, ya que no se observan las sefiales
ensanchadas del fragmento del siderd6foro correspondiente, tal y como cabria esperar. En
caso de que se hubiese producido el acoplamiento con éxito, el considerable mayor
tamafo de SP-1 en relacidn con el del fragmento 6, traeria consigo una menor velocidad
de rotacion que como consecuencia produciria un ensanchamiento de las sefiales. Estos
mismos resultados se observaron en los otros tres ensayos indicando que el acoplamiento
no ha tenido lugar (ANEXO), pero debido a la extension limitada del Trabajo de Fin de

Grado, se decidi6 no realizar nuevos intentos.

En un futuro seria interesante realizar estos ensayos de acoplamiento con otras
condiciones y/u otros polimeros funcionalizados para conseguir los polimeros conjugados
con siderdforos objetivo de este trabajo. Una vez sintetizados, seria necesario desproteger
los grupos funcionales de los catecoles para que puedan quelatar Fe (111) y actuar como

sideroforo.

5. CONCLUSIONES

Atendiendo a los objetivos planteados y los resultados obtenidos, se establecen las

siguientes conclusiones:

e Se planted un analisis retrosintético para la sintesis del sider6foro analogo del
amonabactina P750 unido covalentemente al conector PEG-3, en el que se
seleccionaron tres subestructuras principales: una subestructura del sideroforo
formada por una lisina y un catecol (S-7), otra subestructura del sider6foro
constituida por una glicina, una lisina y un catecol (S-12) y el conector, que
contiene tres unidades etilenglicol (C-13).

e Se consiguid sintetizar y caracterizar cada una de las subestructuras propuestas y
se logaron conectar con éxito para obtener el sider6foro acoplado con el conector
planteado (SC-16).

e Serealizaron cuatro ensayos de acoplamiento entre los fragmentos del sideréforo

y los polimeros a través del conector PEG-3, que resultaron ser infructuosos.
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Con el fin de conseguir los polimeros conjugados con sider6foro objetivo de este trabajo
se propone realizar los ensayos de acoplamiento en otras condiciones con el fragmento
SC-16 y/u otros polimeros funcionalizados. Ademas, una vez sintetizados, seria necesario
desproteger los grupos funcionales de los catecoles para que puedan quelatar Fe (I11) y

actuar como sideroforos.

CONCLUSIONS

En funcion dos obxectivos marcados e dos resultados obtidos, establécense as seguintes

conclusioéns:

* Propuxose un analise retrosintético para a sintese do sideréforo analogo 4 amonabactina
P750 unido covalentemente ao conector PEG-3, no que se seleccionaron tres
subestruturas principais: unha subestrutura do sider6foro formada por unha lisina e un
catecol (S-7), outra subestrutura do sider6foro formada por unha glicina, unha lisina e un

catecol (S-12) e o conector, que contén tres unidades de etilenglicol (C-13).

* Logrouse sintetizar e caracterizar cada unha das subestruturas propostas e conectaronse

con éxito para obter o sideréforo acoplado ao conector proposto (SC-16).

» Realizaronse catro probas de acoplamento entre os fragmentos do sideréforo e os

polimeros a través do conector PEG-3, que resultaron infrutuosos.

Para conseguir os polimeros conxugados co sideréforo que é o obxectivo deste traballo,
proponse realizar as probas de acoplamento noutras condicions co fragmento SC-16 e/ou
outros polimeros funcionalizados. Ademais, unha vez sintetizados, seria necesario
desprotexer os grupos funcionais dos catecoles para que poidan quelatar Fe (I11) e actuar

como sideroforos.

CONCLUSIONS

Based on the objectives set and the results obtained, the following conclusions are
established:

* A retrosynthetic analysis was proposed for the synthesis of the siderophore analogue of
amonabactin P750 covalently linked to the PEG-3 linker, in which three main
substructures were selected: a siderophore substructure formed by a lysine and a catechol
(S-7), another siderophore substructure consisting of a glycine, a lysine and a catechol

(S-12) and the linker, which contains three ethylene glycol units (C-13).
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« It was possible to synthesize and characterize each of the proposed substructures and
they were successfully connected to obtain the siderophore coupled with the proposed
linker (SC-16).

* Four coupling tests were carried out between the siderophore fragments and the

polymers through the PEG-3 linker, which turned out to be unsuccessful.

In order to achieve the polymers conjugated with the siderophore that is the objective of
this project, it is proposed to carry out the coupling tests under other conditions with the
SC-16 fragment and/or other functionalized polymers. In addition, once synthesized, it
would be necessary to deprotect the functional groups of the catechols so that they can
chelate Fe (111) and act as siderophores.

6. PARTE EXPERIMENTAL

En este apartado se explica la metodologia experimental llevada a cabo, asi como el
procedimiento y la caracterizacion llevado a cabo para cada uno de los compuestos

sintetizados, cuyos espectros se muestran en el apartado ANEXO.

6.1. Métodos generales

Todas las reacciones que requirieron condiciones anhidras fueron realizadas bajo
atmosfera de argon desoxigenado seco (Argon C-50). Los disolventes y las disoluciones
fueron afiadidas a través de jeringas. Aquellas reacciones que necesitaban baja
temperatura (0 °C) se llevaron a cabo utilizando bafios de hielo/ agua. Las reacciones de
hidrogenacion se realizaron bajo atmdsfera de hidrogeno (H2 Premier X50S) con
agitacion magnética y una leve presion de hidrégeno. En las ocasiones que se requiso

energia de ultrasonidos se utilizé el equipo Branson 3800.

Los disolventes anhidros se obtuvieron mediante un sistema de purificacion de
disolventes MB sps-800 de M-BRAUN. Excepto la DMF seca que se empled una versién

comercial con 99,8% de pureza, extra seca AcroSeal™ de ACROS Organics™,

Se siguieron las reacciones mediante cromatografia en capa fina (CCF), empleando
cromatoplacas de gel de silice Merck 60 F254 y revelandolas por exposicion a la luz UV
(254 nm) o por la inmersion en una disolucién de acido fosfomolibdico (10% m/v en

EtOH) o ninhidrina (1% m/v en EtOH) y posterior calentamiento.
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Las cromatografias en columna se realizaron en columna de vidrio empleando como fase
estacionaria gel de silice (tamafio de particula 40-60 pum, tamafio de poro 60A) de ACROS

Organics™,

Los espectros obtenidos por resonancia magnética se obtuvieron de un espectrometro
Bruker Avance 300 (300 MHz para *H y 75 MHz para 13C) situado en el CICA (Centro
de Investigaciones Cientificas Avanzadas). Los disolventes deuterados empleados
fueron: CDCl3 (99.8% D) y CD30D (99.8% D).

Por otro lado, los espectros de masas electrospray (ESI) fueron realizados en un equipo

Qstar-QqTOF Tamdem Hybrid System con fuente de ESI de Applied BioSystems,

6.2. Procedimiento y caracterizacion

A continuacion, se muestra el procedimiento experimental que se llevo a cabo y la
caracterizacion de los compuestos sintetizados, donde los asteriscos sirven para indicar

que las sefiales son intercambiables.

Sintesis de metil 2,3- dihidroxibenzoato (1)

(0] (0]
SOCl,
OH OMe
@ii; MeOH 90°C Q\)O‘\H
OH OH
acido 2,3-dihidroxibenzoico 1

Se disolvieron 352.4 mg de acido 2,3-dihidroxibenzoico (2.29 mmol) con 3.6 mL de
MeOH. Después, mientras se enfriaba la disolucion de color amarillento se afiadieron
0.36 mL de cloruro de tionilo (4.60 mmol) bajo agitacién, tornando en este momento la
disolucion a un color rosado. La mezcla se agit6 bajo calentamiento a reflujo durante toda
la noche, pudiéndose observar cémo adquirié un color anaranjado. Al dia siguiente, la
disolucidn se concentré a presion reducida, se redisolvio con 15 mL de AcOEt y se lavo
con una disolucion saturada de NaHCO3 (2 x 15 mL). Se realiz6 una extraccion con
AcOEt de la fase acuosa (1x 15 mL) y las dos fases organicas resultantes se juntaron, se
secaron con Na>SO4 anhidro y se filtraron a gravedad. Finalmente, el residuo se purifico
concentrandose a presion reducida, obteniéndose 294.8 g del compuesto 1 (1.76 mmol,

90% de rendimiento) como un solido cristalino de color marron blanquecino.
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'H-RMN (CDCIs), 8H, ppm: 10.89 (s, OH, H-2), 7.37 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, Har; H-6),
7.11(dd, J=8.0, 1.5 Hz, Har; H-4), 6.80 (t, J = 8.0 Hz, Har; H-5), 5.66 (s, OH, H-3), 3.96
(s, HsC; OMe).

13C-RMN (CDCls), 5c, ppm: 170.89 (CO, C-7), 148.86 (Car-OH, C-2), 145.13 (Car-OH,
C-3), 120.68 (CHar, C-4*), 120.02 (CHar, C-6%), 119.33 (CHar, C-5%), 112.50 (Car, C-
1), 52.54 (CHs, OMe).

(-)-HR-ESIMS m/z: 167.0352 [M-H] (Calculada para CsH7Ox: 167.0350).

Sintesis del acido 2,2-difenil-1,3-benzodioxol-4-carboxilico (3)
0O (0] o}

Ph Ph
OMe CI><C| OMe LiOH-H,0 OH
OH Tolueno, 160°C 0} THF:H,0, 95°C

(0]
OH OWLPh Oﬁtph
Ph
3

Ph
1 2

Se disolvieron 285 mg del compuesto 1 (1.69 mmol) en un bal6n previamente purgado
con argon en 2 mL de tolueno y se adicion6 0.5 mL de diclorodifenilmetano (2.54 mmol),
observandose un burbujeo. A continuacion, se dejé la disolucidn de color amarillento bajo
agitacion y calentamiento con reflujo durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo la
disolucion que adquiri6 un color marrén se concentro a presién reducida, se redisolvié en
10 mL de AcOEt y se lavo con una disolucion saturada de NaHCOs (1 x 10 mL). Se
realizd una extraccion con AcOEt de la fase acuosa (1x 10 mL) y las dos fases organicas
resultantes se lavaron con una disolucion de NaCl saturada (1x 20 mL), se secaron con
Na,SOs anhidro y se filtraron a gravedad. Finalmente, el residuo se purificd

concentrandose a presion reducida.

El producto oleoso de color marrén sintetizado en la etapa anterior se disolvié con 5 mL
de THF bajo agitacion y se adicionaron 750 mg de LiOH-H20 (17.87 mmol) disueltos en
5 mL de H>O. Después, la disolucion de color marron se dejé calentando con reflujo
durante toda la noche. Al dia siguiente, se observo un cambio de color a rojo intenso, se
elimind el THF a presién reducida, y la disolucion resultante se acidific6 con una
disolucién de HCI al 5% hasta pH 3, observandose la aparicion de precipitado. Después
se extrajo con AcOEt (3x 15 mL), comprobando que el pH se mantuviese acido y se lavo
la fase organica con una disolucién saturada de NaCl (2x 30 mL). Por ultimo, la fase

orgénica se secO sobre Na SO anhidro, se filtrd a gravedad y se concentrd a presion
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reducida obteniéndose un producto oleoso de color marron. El residuo obtenido se
purifico por columna de gel de silice, fase mévil CH2Cl./MeOH (5%), y se obtuvieron

267 mg del producto 3 (0.84 mmol) como un sélido amorfo amarillo.

!H-RMN (CDCIs), 8H, ppm: 7.67 — 7.58 (m, 4x Har), 7.48 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, Har; H-
6), 7.39 (dd, J =5.1, 1.9 Hz, 6x Har), 7.07 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, Har; H-4), 6.89 (t, J = 8.0
Hz, Har; H-5).

13C-RMN (CDCls), dc, ppm: 169.82 (CO, C-7), 148.94 (Ca-OH, C-2%), 148.52 (Car-
OH, C-3*), 139.72 (2x Car), 129.49 (2x CHa), 128.49 (4x CHar), 126.56 (4x CHa),
123.42 (CHar, C-4), 121.47 (CHar, C-6), 118.42 (C (4°); C-8), 113.34 (CHar, C-5), 112.21
(Car, C-1).

(-)-HR-ESIMS m/z: 317.0820 [M-H]" (Calculada para C20H1304: 317.0819), 635.1714
[2M-H] (Calculada para C4oH250s: 635.1712).

Sintesis del acido 2,2-difenil-1,3-benzodioxol-4-carboxilico de 2,5-

dioxopirrolidina (4)
(0] (0]
@\)J\OH Qﬁl\o/N
NHS (0]
(0] _— >

0
o\‘ EDC.HCI 0
Ph ‘i\hph

Ph CH,ClI,
3 4

Se disolvieron 259 mg del compuesto 3 (0.81 mmol) en un bal6n previamente purgado
con argén con 8 mL de CH2Cl, anhidro. Sobre esta disolucion se afiadieron 190 mg de
NHS (1.65 mmol) y 240 mg de EDC-HCI (1.25 mmol), obteniéndose una disolucion
transparente de color amarillo que se dejé agitando a temperatura ambiente durante toda
la noche bajo atmoésfera de argdn. Al dia siguiente, la disolucién se lavé con HCI 0.1 M
(2x 10 mL), con una disolucion concentrada de NaHCO3 (1x 20 mL) y con una disolucion
saturada de NaCl (1x 20 mL). Tras los lavados la fase organica se secO sobre Na SO4
anhidro y se filtr6 a gravedad. Finalmente, el residuo se purificd concentrandose a presién
reducida, obteniéndose 360 mg del compuesto 4 (0.86 mmol) con aspecto de espuma de

color amarillo.

IH-RMN (CDCls), 81, ppm: 7.64-7.55 (M, 4x Har), 7.49 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, Har; H-6),
7.38 (dd, J=5.1, 1.7 Hz, 6x Har), 7.11 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, Har; H-4), 6.91 (t, J = 8.0 Hz,
Har; H-5), 2.90 (s, 2x H2C; NHS).
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13C-RMN (CDCl3), 5, ppm: 169.31 (2x CO, NHS), 159.85 (CO, C-7), 149.55 (Car-OH,
C-2*), 148.68 (Car-OH, C-3%), 139.39 (2x Car), 129.59 (2x CHay), 128.51 (4x CHa),
126.49 (4x CHar), 123.00 (CHar, C-4), 121.84 (CHar, C-6), 119.06 (C (4°); C-8), 114.26
(CHar, C-5), 107.67 (Car, C-1), 25.83 (2x CHz2, NHS).

(+)-HR-ESIMS m/z: 416.1131 [M+H]* (Calculada para CasHisNOg: 416.1129),
438.0951 [M+Na]" (Calculada para C2sH17NNaOs: 438.0948).

Sintesis del N-a-(Fmoc)-L-Lisina (5).

O O
TFA HAN
BocHN oH -~ 2 oH
NHFmoc CHaCl NHFmoc
N-a-(Fmoc)-N-¢-(t-boc)-Lisina 5

Se disolvieron 649 mg del compuesto N-a-(Fmoc)-N-e-(t-boc)-Lisina (1.39 mmol) en 4
mL de CH2Cl,, se afiadié 1 mL de TFA y la disolucion transparente amarillenta resultante
se dejo bajo agitacion durante 3.5 horas. Transcurrido ese tiempo se concentrd a presion
reducida, se resuspendid en étery se repitid este proceso tres veces para eliminar el TFA,
después se disolvio en MeOH y se concentrd a presion de reducida de nuevo otras 3 veces,
obteniéndose finalmente 632 mg del compuesto 5 (1.36 mmol, 98% de rendimiento) con

aspecto de espuma blanquecina.

'H-RMN (CD30D), 8+, ppm: 7.80 (d, J = 7.3 Hz, 2x Har; Fmoc), 7.69 (d, J = 7.3 Hz,
Har; Fmoc), 7.66 (d, J = 7.3 Hz, Har; Fmoc), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 2x Har; Fmoc), 7.31 (t,
J=7.3 Hz, 2x Har; Fmoc), 4.48 — 4.29 (m, H2C; Fmoc),), 4.24 (d, J = 6.8 Hz, HC; Fmoc),
4.18 (dt, J = 9.4, 4.9 Hz, HC; Lys- 0), 2.92 (t, J = 7.3 Hz, H.C; Lys- €), 1.98 — 1.84 (m,
H2C; Lys- B*), 1.80 — 1.60 (m, H2C; Lys- 6*), 1.56 — 1.43 (m, H2C; Lys-y).

13C-RMN (CD3OD), éc, ppm: 175.65 (CO, Lys), 158.72 (CO, Fmoc), 145.10 (2x Ca,
Fmoc), 142.55 (2x Car, Fmoc), 128.77 (2x CHar, Fmoc), 128.14 (CHar, Fmoc), 128.12
(CHar, Fmoc), 126.21 (CHar, Fmoc), 126.16 (CHar, Fmoc), 120.91 (2x CHar, Fmoc),
67.91 (CH., Fmoc), 54.94 (CH, Lys-a), 48.55 (CH, Fmoc), 40.46 (CHa, Lys-¢), 32.10
(CHg, Lys-B), 27.97 (CHz, Lys-9), 23.84 (CHa, Lys-y).

(+)-HR-ESIMS m/z: 369.1809 [M+H]* (Calculada para C21H2sN204: 369.1809),
391.1627 [M+Na]* (Calculada para C21H2sN2NaOa: 391.1628) 759.3367 [2M+Na]*
(Calculada para C42H4sNaNaOg:759.3364).
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Sintesis del acido (S)-N2-(N2-(9H-Jfluoren-9-ylmethoxy)-N6-(2,2-difenil-1,3-
benzodioxol-4-carboxilato)-L -lisina-metanoico (6).

o
o Phen
_N O’k
() O o}
0 HoN DIPEA H O
(6] + OH N
o\ﬁ NHFmoc DMF OH
phh 4 5 0 6 NHFmoc

Se disolvieron 400 mg del compuesto 4 (0.96 mmol) y 390 mg del compuesto 5 (1.06
mmol), en un balén previamente purgado, con 4 mL de DMF anhidra. A continuacion, se
afiadieron 0.4 mL de DIPEAy la disolucion de color dorado se dejo bajo agitacion durante
toda la noche. Al dia siguiente, se eliminé el DMF a presion reducida sin calentar y se
acidificé con HCI 0.1M, observandose la aparicion de una gran cantidad de precipitado.
Después, se extrajo con AcOEt (3x 10 mL), comprobando que el pH se mantuviese acido
y se lavo la fase organica con HCI 0.1 M (2x 20 mL) y una disolucién saturada de NaCl
(2x 20 mL). Por dltimo, la fase organica se secO sobre Na>SQO4 anhidro, se filtrd a
gravedad y se concentrd a presion reducida, obteniéndose 582 mg del producto 6 con

aspecto espumoso color ocre (0.87mmol, 90 % de rendimiento).

IH-RMN (CDCls), 81, ppm: 7.73 (d, J = 7.5 Hz, 2x Har), 7.61 — 7.48 (m, 7x Ha/), 7.44
—7.37 (M, 6X Har), 7.34 (d, J = 7.7 Hz, 2X Har), 7.26 — 7.20 (m, 2X Har), 6.99 ((dd, J =
7.7, 1.1 Hz, Har; H-11), 6.88 (t, J = 7.7 Hz, Har; H-12), 5.75 (d, J = 7.7 Hz, HN; Fmoc),
5.43 (bs, HN; Lys), 4.50 — 4.24 (m, HC y H,C; Fmoc), 4.16 (t, J = 6.7 Hz, HC; Lys- ),
3.57-3.46 (m, HoC; Lys- €), 1.90 (m, H2C; Lys- B), 1.66 (p, J = 6.7 Hz, H2C; Lys- 9),
1.58- 1.40 (m, H2C; Lys-y).

13C-RMN (CDClg), 8¢, ppm: 175.07 (CO, Lys), 164.40 (CO, C-1), 156.42 (CO, Fmoc),
147.31 (Car-O, C-9%), 144.88 (Car-O, C-10%*), 143.90 (2x Car, Fmoc), 141.38 (2x Car,
Fmoc), 139.10 (2x Car), 129.88 (2x CHar), 128.65 (4x CHar), 127.80 (2x CHar), 127.21
(2x CHar, Fmoc), 126.53 (4x CHar), 125.30 (2x CHar, Fmoc), 122.66 (CHar, C-13%*),
122.33 (CHar, C-11%*), 120.05 (2x CHar, Fmoc), 118.44 (C (4°); C-14), 115.60 (Car, C-
8), 112.08 (CHar, C-12), 67.21 (CH2, Fmoc), 53.82 (CH, Lys-a), 47.25 (CH, Fmoc),
39.47 (CHa, Lys-¢), 31.75 (CHa, Lys-B), 29.52 (CH>, Lys-6), 22.50 (CHz, Lys-y).

(+)-HR-ESIMS m/z: 669.2601 [M+H]" (Calculada para CaiH37N2O7: 669.2595),
691.2419 [M+Na]" (Calculada para CsiH3sN2NaO7: 691.2415), 1359.4979 [2M+Na]*
(Calculada para Cg2H72N4NaO14: 1359.4938).

(-)-HR-ESIMS m/z: 667.2453 [M-H]" (Calculada para C41HasN2O7: 667.2450).
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Sintesis del acido (S)-N2-(N2-(9H-fluoren-9-ylmethoxy)-N6-(2,2-difenil-1,3-
benzodioxol-4-carboxilato)-L-lisina-metanoico de 2,5-dioxopirrolidina (S-7).

PhPh
Ph
O“% O’k Ph
H Q NHS o o ©
N —. H
OH N N
(0] NHFmoc EDC.HCI o
6 CH,Cl, (0] S-7 NHFmoc O

Se disolvieron 450 mg del compuesto 6 (0.67 mmol) en un balon previamente purgado
con argon con 8 mL de CH2Cl> anhidro. Sobre esta suspension se afiadieron 155 mg de
NHS (1.35 mmol) y 195 mg de EDC-HCI (1.03 mmol), observandose en ese momento
como se disolvio todo el soluto y se obtuvo una disolucién con subtono dorado que se
dejo agitando a temperatura ambiente durante toda la noche bajo atmoésfera de argén. Al
dia siguiente, la disolucion se lavé con HCI 0,1 M (2x 10 mL), con una disolucién diluida
de NaHCOs3 (1x 20 mL) y con una disolucién saturada de NaCl (1x 20 mL). Tras los
lavados la fase organica se seco sobre Na,SO4 anhidro y se filtrd a gravedad. Finalmente,
el residuo se purificd concentrandose a presion reducida, obteniéndose 502 mg del
compuesto S-7 (0.65 mmol, 97% de rendimiento) con aspecto espumoso color

blanguecino.

'H-RMN (CDCl3), éH, ppm: 7.79 — 7.68 (m, 2X Har), 7.64 — 7.49 (m, 6x Har), 7.43 —
7.32 (m, 8x Har), 7.29 (d, J = 6.9 Hz, 2X Har), 7.24 — 7.18 (M, Har), 7.07 — 6.95 (m, Har;
H-11), 6.95 — 6.83 (M, Har; H-12), 5.61 (d, J = 8.0 Hz, HN; Fmoc), 4.70 (g, J = 6.0 Hz,
HC; Fmoc), 4.49 — 4.31 (m, H2C; Fmoc), 4.28 — 4.18 (m, HC; Lys- a), 3.62 — 3.41 (m,
H2C; Lys- €), 2.76 (s, 2x H2C; NHS), 2.09 — 1.91 (m, H2C; Lys- p*), 1.76 — 1.61 (m, H2C;
Lys-y y H2C; Lys- 6%).

13C-RMN (CDCl3), éc, ppm: 168.63 (2x CO, NHS), 168.34 (CO, Lys), 164.09 (CO, C-
1), 155.86 (CO, Fmoc), 147.26 (Car-O, C-9), 144.81 (Car-O, C-10), 143.98 (2x Car,
Fmoc), 141.41 (2x Car, Fmoc), 139.24 (2x Car), 129.82 (2x CHar), 128.62 (4x CHar),
127.83 (2x CHar), 127.24 (2x CHar, Fmoc), 126.54 (4x CHar), 125.28 (2x CHar, Fmoc),
122.75 (CHar, C-13%), 122.21 (CHar, C-11%), 120.07 (2x CHar, Fmoc), 118.24 (C (49);
C-14), 116.02 (Car, C-8), 111.83 (CHar, C-12), 67.43 (CH2, Fmoc), 52.41 (CH, Lys-a),
47.24 (CH, Fmoc), 39.04 (CHa, Lys-¢), 31.83 (CH2, Lys-B), 29.47 (CH>, Lys-3), 25.65
(2x CH2, NHS), 22.13 (CHz, Lys-y).
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(+)-HR-ESIMS m/z: 788.2585 [M+Na]* (Calculada para CasH3sN3sNaOg: 788.2579),
1553.5287 [2M+Na]* (Calculada para CooH7sNsNaO1s: 1553.5265).

Sintesis de ((benciloxi)carbonil)glicinato de 2,5-dioxopirrolidina (8)

i NHS Cb HN\)OL 3
cozin A, ————— z o-N
EDC.HCI
Cbz-GI
=By CH,Cl, 8 O

Se disolvio 1 g de Cbz-Gly (4.78 mmol) en 15 mL de CH2Cl; anhidro en un balén
previamente flameado y purgado con argdn. Sobre esta suspension se afiadieron 1.10 g
de NHS (9.56 mmol) y 1.37 mg de EDC-HCI (7.17 mmol), obteniéndose una disolucion
con subtono dorado que se dejo agitando a temperatura ambiente durante toda la noche
bajo atmosfera de argon. Al dia siguiente, la disolucién se lavo con HCI 0,05 M (2x 15
mL), con una disolucion diluida de NaHCOs3 (2x 15 mL) y con una disolucién saturada
de NaCl (1x 15 mL). Tras los lavados, la fase orgéanica se sec6 sobre MgSOs anhidro y se
filtré a gravedad. Finalmente, el residuo se concentrd a presion reducida, obteniéndose

1.4 g del compuesto 8 (4.58 mmol, 95% de rendimiento) como un soélido blanco.

'H-RMN (CDClg), 81, ppm: 7.43 — 7.28 (m, 5x Har, Chz), 5.22 (s, HN; Gly), 5.15 (s,
H.C; Cbz), 4.37 (d, J = 5.9 Hz, HoC; Gly), 2.85 (s, HoC; NHS).

13C-RMN (CDCls), &c, ppm: 168.75 (2x CO, NHS), 166.10 (CO, Gly), 156.12 (CO,
Cbz), 136.03 (Car, Cbz), 128.71 (2x CHar, Cbz), 128.46 (CHar, Cbz), 128.35 (2x CHar,
Cbz), 67.63 (CHz, Cbz), 40.76 (CHz, Gly), 25.67 (2x CHz2, NHS).

(+)-HR-ESIMS m/z: 329.0745 [M+Na]" (Calculada para C14H14N2NaOs: 329.0750),
635.1600 [2M+Na]" (Calculada para C2sH2sN4NaO12: 635.1596).

Sintesis de N6-(((benciloxi)carbonil)glicil)-N2-(terc-butoxicarbonil)-L-lisina (9)

0
HoN oH
0
CszN\)(J)\ Boclys  NHBOC § i
O-N : CbzHN" Y OH
NaHCO3’ THFHzo 0 9 NHBoc

8 O
Se disolvieron 1.39 g del compuesto 8 (4.55 mmol) en 6 mL de THF, obteniéndose una
disolucién completamente transparente. Sobre esta disolucién se afiadieron 0.59 g de
NaHCO3 (6.83 mmol) y 1.18 g de N,-Boc-L-lisina (4.78 mmol) disueltos en 7 mL de
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H-O. La disolucion de color amarillento (con una sola fase) se dejé agitando a temperatura
ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente, se elimind el THF a presién reducida
sin calentar, y la disolucién resultante se acidific6 con HCI 0,1 M hasta pH 3,
observandose la aparicion de precipitado. Después se extrajo con AcOEt (15 mL),
comprobando que el pH se mantuviese acido y se lavo la fase organica con HCI 0.1 M
(30 mL) y una disolucién saturada de NaCl (30 mL). Por ultimo, la fase orgénica se secd
sobre MgSOs anhidro, se filtrO a gravedad y se concentré a presion reducida,
obteniéndose 1.8 g del producto 9 (4.12 mmol, 92% de rendimiento) como un solido

blanco.

'H-RMN (CDClg), 8H, ppm: 7.32 (s, 5x Har), 6.72 (s, HN; Lys), 6.05 (s, HN; Cbz), 5.41
(s, HN; Boc), 5.10 (s, H2C; Cbz), 4.22 (s, HC; Lys-a), 3.83 (d, J = 5.9 Hz, H2C; Gly),
3.21 (q, J=5.9 Hz, H2C; Lys-¢), 1.85- 1.58 (m, HoC; Lys-B*), 1.58- 1.28 (m, 13H, H2C;
Lys-y, H2C; Lys-6* y 3x HzC; Boc).

13C-RMN (CDCl3), &c, ppm: 175.51 (CO, Lys), 170.09 (CO, Gly), 157.14 (CO, Cbz),
156.00 (CO, Boc), 136.21 (Car, Chz), 128.68 (2x CHar, Cbz), 128.40 (CHar, Cbz), 128.22
(2x CHar, Cbz), 80.27 (C, Boc), 67.40 (CHa, Cbz), 53.39 (CH, Lys-a), 44.57 (CHz, Gly),
39.19 (CHg, Lys-¢), 31.85 (CHz, Lys-p), 28.65 (CHz, Lys-3), 28.46 (3x CHs, Boc), 22.32
(CHa, Lys-).

(+)-HR-ESIMS m/z: 460.2045 [M+Na]* (Calculada para C21H31N3sNaO7: 460.2060),
897.4210 [2M+Na]" (Calculada para C42Hs2NsNaO14: 897.4216).

(-)-HR-ESIMS m/z: 436.2096 [M-H]" (Calculada para C21H30N307: 436.2089), 873.4262
[2M-H]" (Calculada para C42Hes1NsO14: 873.4251).

Sintesis de N2-(terc-butoxicarbonil)-N6-glicil-L-lisina (10)

H (0] H, H (0]
N Pd/C N
CbzHN \/\/\‘)J\OH — = H,N \/\/\HJ\OH
B weon "
9

NHBoc NHBoc
10

Se disolvieron 1.12 g del compuesto 9 (2.56 mmol) en 25 mL de MeOH (grado HPLC)
en atmosfera inerte. Después, se afiadid una cantidad catalitica de paladio sobre carb6n
activo al 10% (120 mg), manteniendo la atmdsfera inerte y se adiciond Ha. La disolucién
de color negro se agitd bajo atmosfera de Hz 'y a temperatura ambiente durante toda la
noche. Al dia siguiente se filtré a través de celita y se concentré a presion reducida,
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obteniéndose 734.3 mg (2.42 mmol, 95% de rendimiento) del compuesto 10 de aspecto

cristalino blanco.

'H-RMN (CD3OD), 8+, ppm: 3.99 (t, J = 6.1 Hz, HC; Lys-a), 3.63 (s, H2C; Gly), 3.27
(t, J =6.5 Hz, HoC; Lys-¢), 1.84 — 1.62 (m, H2C; Lys-p*), 1.62 — 1.50 (m, H2C; Lys-6*),
1.46 (s, 3x HsC; Boc), 1.44 — 1.30 (m, H2C; Lys-y).

13C-RMN (MeOD)), éc, ppm: 179.00 (CO, Lys), 167.41 (CO, Gly), 157.69 (CO, Boc),
80.08 (C (4°), Boc), 56.68 (CH, Lys-0), 41.58 (CHz, Gly), 40.29 (CHa, Lys-¢), 33.58
(CHa, Lys-P), 29.86 (CH2, Lys-8), 28.77 (3x CHs, Boc), 23.83 (CHy, Lys-v).

(+)-HR-ESIMS m/z: 304.1871 [M+H]" (Calculada para CisH26N4Os: 304.1867),
326.1686 [M+Na]* (Calculada para CisH2zsN4NaOs: 326.1686), 607.3671 [2M+H]*
(Calculada para C26Hs1NgO10: 607.3665).

Sintesis de N2-(terc-butoxicarbonil)-N6-((2,2-difenil-1,3-benzodioxol)glicil)-L-
lisina (11)

o 0]

H
o N
p HZN/\[]/ \/\/\HJ\OH (0] H (0]
o” \ o) 10  NHBoc N/\H/N\/\/\HJ\OH
o H (0] NHBoc

O
O%Ph DIPEA, DMF OﬁLPh y
Ph 4 PH

Se disolvieron 553 mg de 2,2-difenil-1,3-benzodioxol-4-carboxilato de 2,5-
dioxopirrolidina (1.33 mmol) y 598 mg del compuesto 4 (1.97 mmol), en un baldn
previamente purgado, con 6.5 mL de DMF anhidra. A continuacién, se afiadieron 600 pl
de DIPEA vy la disolucion se dejo6 bajo agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente,
se eliminé el DMF a presion reducida sin calentar y se acidifico con HCI 0.1M,
observandose la aparicion de una gran cantidad de precipitado. Después, se extrajo con
AcOEt (3x 15 mL), comprobando que el pH se mantuviese acido y se lavé la fase organica
con HCI 0.1 M (2x 30 mL) y una disolucion saturada de NaCl (2x 30 mL). Por dltimo, la
fase organica se secd sobre MgSQs anhidro, se filtro a gravedad y se concentrd a presion
reducida, obteniéndose 748 mg del producto 11 con aspecto espumoso color ocre (1.26

mmol, 94% de rendimiento).

'H-RMN (CDCls), 8H, ppm 8.03 (t, J = 5.1 Hz, HN; Lys*), 7.62 (dd, J=5.2, 5.9, 4x Ha/),
7.52 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, Har; H-15), 7.43-7.33 (m, 6x Har), 7.03 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz,
Har; H-13), 6.92 (t, J= 7.9Hz, Har; H-14), 6.66 (t, J= 5.1 Hz, HN; Gly*), 5.27 (s, HN;
Boc), 4.35-4.22 (m, HC; Lys-a), 4.19 (d, J= 5.1Hz, H.C; Gly), 3.30 (q, J= 6.4 Hz, H.C,;
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Lys-¢), 1.77 — 1.66 (m, H2C; Lys-p*), 1.69 — 1.50 (m, H2C; Lys-6*), 1.42 (s, H2C; Lys-y
y 3x HsC; Boc).

13C-RMN (CDCI3), éc, ppm: 175.38 (CO, Lys), 169.16 (CO, C-9), 164.43 (CO, Gly),
155.90 (CO, Boc), 147.54 (Car-0), 145.40 (Car-O), 139.36 (2x Car), 129.65 (2x CHar ),
128.62 (4x CHar), 126.39 (4x CHar), 122.25 (CHar, C-15%), 122.15 (CHar, C-13%),
118.72 (C (4°); C-8), 114.91 (Car, C-10) 112.27 (CHar, C-14) , 80.12 (C, Boc), 43.89
(CHz, Gly), 39.34 (CHz2, Lys-¢), 31.89 (CH2, Lys-B), 28.68 (CH2, Lys-3), 28.44 (3x CHs,
Boc), 22.41 (CHy, Lys-y).

(-)-HR-ESIMS m/z: 602.2513 [M-H]" (Calculada para CszsH3sN3Os: 602.2508),
1205.5105 [2M-H] (Calculada para CesH71NeO16: 1205.5094).

Sintesis de N2-(terc-butoxicarbonil)-N6-((2,2-difenil-1,3-benzodioxol)glicil)-L-
lisinato de 2,5-dioxopirrolidina (S-12).

i H\/\/\HOJ\ NHS i H\/\/\HOJ\ T\li%
EDC.HCI -
H/\[r OH C.HC H/\[r o L
o 0] NHBoc CH,Cl, o @) NHBoc
074 o
Ph 1 WLPh

Se disolvieron 975 mg del compuesto 11 (1.62 mmol), en 15 mL de CHCl, anhidro en

un baldn previamente purgado con argén y flameado. Sobre esta suspension se afiadieron
372 mg de NHS (3.23 mmol) y 465 mg de EDC-HCI (2.42 mmol), observandose en ese
momento como se disolvié todo el soluto y se dejo la disolucion resultante agitando a
temperatura ambiente, durante toda la noche, bajo atmoésfera de argon. Al dia siguiente,
la disolucion se lavo con HCI 0.05 M (2x 15 mL), con una disolucién diluida de NaHCO3
(2x 15 mL) y con una disolucién saturada de NaCl (1x 15 mL). Tras los lavados, la fase
organica de color dorado se sec6 sobre MgSQOs anhidro y se filtrd a gravedad. Finalmente,
el residuo se purifico concentrdndose a presion reducida, obteniéndose 1.01 mg del

compuesto S-12 (1.58 mmol, 97% de rendimiento) con aspecto espumoso color caramelo.

'H-RMN (CDCls), 81, ppm: 7.97 (t, J= 3.6 Hz HN; Lys*), 7.63 (dd, J= 5.7, 2.2 Hz, 4x
Har), 7.55 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, Har; H-15), 7.40 (dd, J = 5.7, 2.2 Hz, 6x Har), 7.03 (dd,
J=7.9, 1.3 Hz, Har; H-13), 6.93 (t, J= 7.9 Hz, Har; H-14), 6.43 (t, J= 3.6 Hz, HN; Gly*),
5.15 (d, J= 8.4 Hz, HN; Boc), 4.75- 4.65 (m, HC; Lys-a), 4.17 (t, J= 3.6, H2C; Gly), 3.41-
3.28 (m, HoC; Lys-¢), 2.75 (S, 2x H2C; NHS), 1.91- 1.56 (m, H2C; Lys-0, H2C; Lys-B,
H2C; Lys-y), 1.45 (s, 3x H3C; Boc).
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BC-RMN (CDCls), 8¢, ppm: 172.23 (CO, Lys), 169.03 (2x CO, NHS), 168.49 (CO, C-
9), 163.98 (CO, Gly), 154.95 (CO, Boc), 147.49 (Car-0), 145.29 (Car-O), 139.41 (2x
Car), 129.64 (2x CHar ), 128.61 (4x CHar), 126.41 (4x CHa), 122.34 (CHar, C-15%),
122.11 (CHar, C-13*), 118.55 (C (4°); C-16), 115.26 (Car, C-10) 112.08 (CHar, C-14),
80.71 (C, Boc), 52.00 (CH, Lys-a), 43.79 (CHa, Gly), 38.82 (CHa, Lys-¢), 32.21 (CHa,
Lys-P), 28.62 (CHz, Lys-8), 28.38 (3x CHs, Boc), 25.64 (2x CH2, NHS), 21.67 (CH2, Lys-
V).

(+)-HR-ESIMS m/z: 723.2641 [M+Na]* (Calculada para Cz7HioN4NaO1o: 723.2637),
1423.5418 [2M+Na]" (Calculada para C7sHsoNgNaO2o: 1423.5385).

Sintesis de acido 3-[2-[2-(2-aminoteoxi)etoxi]etoxi]propanoico (C-13).
o 0 TFA {\/OMOH
HoN H,N
{V h 7< CH,Cl, 3 O
Cc-13

terc-butil amino-trioxadodecanoato

Se disolvieron 250 mg de 1,1-dimetiletil 3-[2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi]propanoato
de terc-butilo (0.86 mmol) en 4 mL de CH2Clz, se afiadi6 1 mL de TFA y la disolucion
resultante de color amarillento se dejo6 bajo agitacion durante toda la noche. Transcurrido
ese tiempo se concentrd a presion reducida y se redisolvio en CH2Cl; tres veces para
eliminar el TFA, obteniéndose 270 mg del compuesto C-13 (0.85 mmol, 99% de

rendimiento) como un sélido amorfo blanco.

'H-RMN (CDClI3), 81, ppm: 8.75 (bs, NHz*), 7.57 (bs, OH*), 3.80- 3.71 (m, 2x H2C; H-
3, H-8), 3.71- 3.59 (m, 4x H2C; C-4, C-5, C-6, C-7), 3.21 (s, H2C; H-9), 2,59 (t, J =5.5
Hz, H2C; H-2).

13C-RMN (CDCls), éc, ppm: 175.77 (CO; C-1), 70.23 (CHz, C-8), 70.04 (CH2, C-5%),
69.91 (2x CH2, C-6*, C-7*), 66.76 (CH2, C-4*), 66.61 (CH2, C-3), 39.94 (CHz, C-9),
34.91 (CH2, C-2).

(+)-HR-ESIMS m/z: 222.1336 [M+H]* (Calculada para CoH20NOs: 222.1341), 244.1155
[M+Na]" (Calculada para CoH19NNaOs: 244.1161).

32



Sintesis de (S)-N2-(N2-(9H-fluoren-9-ylmethoxy)-N6-(2,2-difenil-1,3- benzodioxol-
4-carboxilato)-L-lisina 3-[2-[2-(2-aminoteoxi)etoxi]etoxi]propanoico (SC-14)

Ph o
!

H 0 ? Ph

N Ph
\/\/YJ\O_N O’k

(6] s-7 NHFmoc 0 0
(0] H
NaHCOs, N \WJ\ 0 OH
N
FmocNH H . o)

+
THF:H,0 )

0 OH SC-14

H,N

3 0]

C-13

Se disolvieron 500 mg del compuesto S-7 sin purificar (0.65 mmol) y 271 mg del
compuesto C-13 (0.85 mmol) en 6 mL de THF. Se afiadieron 82 mg de NaHCO3 (0.98
mmol) disueltos en 6 mL de H20 y la disolucién de color amarillo se dejé bajo agitacion

durante toda la noche. Al dia siguiente, se elimind el THF a presidn reducida, se diluy6
la disolucion con H2O vy se acidificé con HCI 0.1M. Después, se extrajo con AcOEt (3x
15 mL), comprobando que el pH se mantuviese acido y se lavo la fase organica con HCI
0.1 M (2x 30 mL) y una disolucion saturada de NaCl (2x 30 mL). Por ultimo, la fase
orgénica se secO sobre NaxSO4 anhidro, se filtré a gravedad y se concentrd a presion
reducida, obteniéndose 444 mg del producto SC-14 (0.51 mmol, 75% de rendimiento) de

aspecto espumoso color caramelo.

IH-RMN (CDCls), 81, ppm: 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2X Har), 7.68 (M, Hay), 7.62- 7.64 (m,
Har), 7.60 (M, Har), 7.58- 7.50 (m, 5X Har), 7.48- 7.36 (m, 9x Har), 7.32 (M, 2X Har), 7.23
(m, Har), 7.02 (d, J= 7.7 Hz, Har; H-11), 6.92 (t, J = 7.7 Hz, Har; H-12), 6.11 (d, J = 8.0
Hz, HN; Lys), 4.36 (d, J= 7.0 Hz, H2C; Fmoc y HC; Fmoc), 4.20 (t, J= 7.2 Hz, HC; Lys-
a), 3.75 — 3.64 (m, 2x HoC; linker - B, linker -n), 3.64- 3.50 (m, 5x H2C; linker-o, linker
-¢, linker -y, linker -C y linker — 0), 3.47- 3.30 (m, H2C; Lys- €), 1.66- 2.47 (m, H2C;
linker-a), 1.68 (p, J= 7.2 Hz, H2C; Lys- §), 1.55- 1.43 (m, H2C; Lys- B), 1.40- 1.22 (m,
HaC; Lys-y).

13C-RMN (CDClIs), 8¢, ppm: 147.3 (2x Car-O, C-3, C-4), 144.86 (2x Car, Fmoc), 143.93
(Car, Fmoc), 141.39 (Car, Fmoc), 139.14 (2x Car), 129.83 (2x CHar), 128.64 (4x CHar),
127.82 (2x CHar), 127.21 (2x CHar), 126.51 (4x CHar), 125.29 (2x CHar, Fmoc), 122.62
(CHar, C-13%), 122.24 (CHar, C-11%*), 120.06 (2x CHar, Fmoc), 118.37 (C (4°); C-14),
115.76 (Car, C-8), 111.95 (CHar, C-12), 70.71 (2x CHp>, linker), 70.43 (2x CHy>, linker),
69.84 (CH, linker-{), 67.20 (CH2, Fmoc), 66.54 (CH>, linker-B), 54.94 (CH, Lys-a),
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47.24 (CH, Fmoc), 39.62 (2x CHoy, linker-0, lys-¢), 34.82 (CH2, linker-a), 29.83 (CHy,
Lys-6%), 29.63 (CHz, Lys-p*), 22.83 (CHz, Lys-y).

(+)-HR-ESIMS m/z: 894.3589 [M+Na]* (Calculada para CsoHs3sN3NaOi1: 894.3572),
872.3762 [M+H]" (Calculada para CsoHs4N3011: 872.3753).

(-)-HR-ESIMS m/z: 870.3622 [M-H]" (Calculada para CsoHs2N3O11: 870.3607).

Sintesis de (S)-N6-(2,2-difenil-1,3-benzodioxol-4-carboxilato)-L-lisinato 3-[2-[2-
(2-aminoteoxi)etoxi]etoxi] propanoico (SC-15)

Ph
O,kPh
o)
NaOH H (0]
SC14 THF-MeOH N\/\/\)J\N © on
0 NH, H s 0

SC-15
Se disolvieron 102 mg del compuesto SC-14 (0.117 mmol) en 2.5 mL de THF: MeOH
(v: v) y se afiadieron 0.90 mL de NaOH 0.4 M. La disolucion resultante se dejo bajo
agitacion durante toda la noche. A continuacién, la mezcla de reaccion se neutralizd con
HCI 0.5 M a pH 6-7 y se concentrd a presion reducida. Después, se disolvio con CH2Cly,
se extrajo con H2O (3x 40 mL) y se concentr0 la fase acuosa a presion reducida
obteniéndose 57,2 mg de compuesto SC-15 (0.089 mmol, 76% de rendimiento) como un

solido amorfo amarillo.

'H-RMN (CD3OD), 8H, ppm: 7.62 — 7.55 (m, 4x Har), 7.43 (dd, J=5.2, 2.0 Hz, 5x Har),
7.37 (d, J= 7.9 Hz, 2x Har), 7.10 (d, J= 7.9 Hz, Har; H-11), 6.97 (t, J= 7.9 Hz, Har; H-
12), 3.71 (t, J=7.0 Hz, H2C; linker-0), 3.66 — 3.53 (m, 4x H2C; linker-6*, linker-e*, linker
— B*, linker -n*), 3.51- 3.45 (m, H2C; Lys- €), 3.42- 3.28 (m, 2x 2x H2C; linker-y*, linker-
{*),2.43 (t,J=7.0 Hz, H2C; linker-a), 1.67 (p, J= 7.0 Hz, H2C; Lys- d), 1.52 — 1.37 (m,
H2C; Lys- B), 1.37- 1.26 (m, H2C; Lys-y).

BBC-RMN (CDsOD), éc, ppm: 178.64 (CO), 147.54 (Ca-O ,C-9%), 144.93 (Car-O ,C-
10%*), 139.33 (2x Car), 129.30 (2x CHar), 128.16 (4x CHar), 126.02 (4x CHar), 121.87
(CHar, C-11%), 121.29 (CHar, C-13%*), 118.11 (C (49); C-14), 116.01 (Car, C-8), 111.35
(CHar, C-12), 69.71 (CHo, linker), 69.45 (2x CHz, linker), 69.83 (2x CHz, linker), 68.27
(CHz, linker-p), 54.50 (CH, Lys-a), 39.19 (CHo>, linker-6), 38.77 (CHz, lys-¢), 37.99 (CH,
linker-a), 34.38 (CH2, Lys- B), 29.09 (CH>, Lys-3), 22.64 (CH2, Lys-y).
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(+)-HR-ESIMS m/z: 650.3080 [M+H]* (Calculada para CszsHaN30g: 650.3072),
672.2889 [M+Na]" (Calculada para C3sH3N3NaOg: 672.2892).

(-)-HR-ESIMS m/z: 648.2934 [M-H] (Calculada para CasHs2N3Oo: 648.2927).

w

Sintesis del fragmento SC-16

NaHCO, Ph
S12 +sc15 0 " O—Ph
THF:H,0
N e}
N
O NHBoc
o)
0
Ph SC-16

Ph
Se disolvieron 42 mg del compuesto S-12 (0.060 mmol) y 47 mg compuesto SC-15 sin
purificar (0.072 mmol) en 2 mL de THF. Se afiadieron 10 mg de NaHCO3 (0.120 mmol)
disueltos en 0.3 mL de H20 y la disolucion se dejo bajo agitacion durante toda la noche.
Al dia siguiente, se neutralizé con HCI 0,1 M hasta pH= 6-7 y se concentrd a presion
reducida. Por ultimo, el compuesto SC-16 se purificd mediante cromatografia en columna
de gel de silice, siendo la fase movil MeOH/CH2Cl (10:90), obteniéndose 30 mg (25.06

mmol, rendimiento 41%).

'H-RMN (CDCls), H, ppm: 8.12 (s, 1H; NH), 7.64 (s, 5H), 7.51 (s, 5x Har), 7.38 (d, J
= 3.9 Hz, 12x Har), 7.23 (S, Har), 6.98 (d, J = 6.8 Hz, 2x Har; H-13), 6.89 (t, J = 6.8 Hz,
2X Har; H-14), 4.37 (s, 1H; NH), 4.31- 3.92 (m, H2C; Gly, 2x HC; Lys- a ), 3.72 — 3.49
(m, 5x_H2C; linker), 3.48- 3.38 (m, 2x_H2C; linker), 3.37- 3.13 (m, 2x H2C), 2.62- 2.43
(m, H2C; linker-a), 1.83— 1.55 (m, 2x H2C; Lys- 8), 1.54 — 1.45 (m, 2x H2C; Lys- B*),
1.37 (s, 3x HsC; Boc, 2x H2C; Lys-y).

13C-RMN (CDClg), 8¢, ppm: 168.87 (CO), 164.04 (2x CO), 147.50 (2x Car-O, C-12%),
145.34 (Car-O ,C-11%*), 144.86 (Car-O ,C-11%), 139.50 (2x Car), 139.12 (2x Car), 129.85
(2x CHar), 129. 56 (2x CHar), 128.61 (8x CHar), 126.47 (2x CHar), 126.34 (6x CHar),
122.23 (2x CHar, C-15*) 122.04 (2x CHar, C-13%*), 118.59 (2x (C (49)), 115.83 (Car, C-
10), 115.18 (Car, C-10), 112.03 (2x CHar, C-14), 77.37 (CHz, linker), 70.15 (2x CHz,
linker), 69.84 (2x CHy, linker), 67.14 (CH, linker-), 53.87 (2x CH, Lys-a), 43.51 (CHo,
Gly), 39.33 (2x CHy, linker-o*, linker-6*), 39.08 (2x CHy, Lys-¢*), 32.22 (2x CHz, Lys-
B), 29.56 (2x CHy, Lys-5), 28.44 (3x CHgs, Boc), 22.57 (2x CHa, Lys-y).

(+)-HR-ESIMS m/z: 1257.5403 [M+Na]* (Calculada para CesH7sNsNaO16: 1257.5367).
(-)-HR-ESIMS m/z: 1233.5400 [M-H]" (Calculada para CegsH77NeO16: 1233.5402).
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Figura 27. Espectros de RMN-1H, RMN-13C, DEPT en CDCls, (+)-HR-ESIMS y (-)-HR-ESIMS del compuesto 9.
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Figura 29. Espectros de RMN-1H, RMN-13C, DEPT en CDClz y (-)-HR-ESIMS del compuesto 11.
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Figura 30. Espectros de RMN-1H, RMN-13C, DEPT en CDClz y (+)-HR-ESIMS del compuesto 12.
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Figura 33. Espectros de RMN-1H, RMN-13C, DEPT en CD30D, (+)-HR-ESIMS y (-)-HR-ESIMS del compuesto 15.
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Figura 34. Espectros de RMN-1H, RMN-13C, DEPT en CDCls, (+)-HR-ESIMS y (-)-HR-ESIMS del compuesto 16.
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Figura 35. Ensayos de acoplamiento de los fragmentos de sideréforo (6 y S-12) a los polimeros P1y P2.
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