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RESUMEN

Quimica click aplicada a policarbonatos con potencial actividad antimicrobiana

Los policarbonatos alifaticos derivados del dacido 2,2,-bis(hidroximetil)propidnico (bis-MPA)
presentan un interés especial debido a que este acido permite, por un lado, incluir funcionalidad
mediante la incorporacién de unidades laterales a través del grupo carboxilo y, por el otro, posibilita
su ciclacién gracias a los grupos hidroxilo, formando asi carbonatos ciclicos de facil polimerizacién.
Ademads, los policarbonatos alifdticos obtenidos son degradables y suelen presentar buena
biocompatibilidad.

En este trabajo se preparan policarbonatos mediante polimerizacidon controlada por apertura de
anillo de carbonatos ciclicos derivados de bis-MPA con grupos propargilo laterales. La posterior
funcionalizacion de los polimeros obtenidos se realiza mediante una reaccién tiol-ino, tipica de la
denominada quimica click. Se ha elegido como tioles funcionales, derivados de guanidina con el
objetivo de preparar macromoléculas con diferentes porcentajes de estas unidades, ya que para
polimeros analogos con estos grupos se han descrito propiedades antimicrobianas.

Las tareas realizadas han sido la sintesis del carbonato ciclico utilizado como mondmero, la sintesis
de tioles con grupos guanidina y la polimerizacién del mondmero para obtener una plataforma
polimérica. Su posterior funcionalizaciéon por reaccién click tiol-ino con tioles de guanidina
combinados con fenilmetanotiol ha dado lugar a tres series de polimeros con diferente
hidrofobicidad y porcentaje de grupos guanidinio. Todos los materiales han sido adecuadamente
caracterizados y se ha estudiado su agregacion en agua. Las propiedades antimicrobianas se estan
estudiando en colaboracién con el grupo del Prof. M. Arruebo.



ABSTRACT

Click chemistry applied to polycarbonates with potential antimicrobial activity

Aliphatic polycarbonates derived from bis-MPA are of especial interest because this molecule allows
to include functionality by incorporating side units onto its carboxyl group and, moreover, its
hydroxyl groups enable their cyclation to obtain cyclic carbonates that can be easily used as
monomers. In addition, the resultant aliphatic polycarbonates are degradable and usually have good
biocompatibility.

In this project polycarbonates are synthetized through the controlled Ring-Opening Polymerization
(ROP) of bis-MPA-derived cyclic carbonates with propargyl side groups. The subsequent
functionalization of the polymer is carried out by means of a thiol-yne reaction, typical of the so-
called click chemistry. Guanidine derivatives have been chosen as functional thiols with the aim of
preparing macromolecules with different percentages of these units, since antimicrobial properties
have been described for analogous polymers.

To this end, the synthesis of both the cyclic carbonate used as monomer and the thiols with
guanidine groups has been carried out, as well as the polymerization of the monomer. Its
functionalization by the click thiol-yne reaction with guanidine thiols combined with
phenylmethanethiol has given rise to three series of polymers with different hydrophobicity and
percentage of guanidinium groups. All the materials have been adequately characterized and their
aggregation in water has been also studied. The antimicrobial properties are currently under study in
collaboration with the group of Prof. M. Arruebo.



ABREVIATURAS

AcOEt: acetato de etilo

AcOH: acido acético

BHT: butilhidroxitolueno

bis-MPA: acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico

CDI: 1,1- carbonildiimidazol

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno

DCM: diclorometano

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DLS: dynamic light scattering (dispersién dinamica de luz)
DMF: N-N-dimetilformamida

DP: degree of polymerization (grado de polimerizacién)
DTT: ditiotreitol

MeCN: acetonitrilo

MeOH: metanol

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

ROP: ring-opening polymerization (polimerizacidn por apertura de anillo)
RT: temperatura ambiente

TBD: 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno

TEA: trietilamina

TEM: transmission electron microscopy (microscopia electrénica de transmision)
THF: tetrahidrofurano

TU: 1-(3,5-bis(trufluorometil)fenil-3-ciclohexil-2-tiourea)
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1. INTRODUCCION
1.1. Polimeros y biodegradabilidad

Los polimeros son macromoléculas con simplicidad estructural cuya estructura quimica estd formada
por unidades menores que se repiten sucesivamente en la cadena (unidad repetitiva) y cuyos dtomos
estdn unidos mediante enlaces covalentes. Su sintesis se realiza mediante reacciones de
polimerizacién, como la ejemplificada en la Figura 1.1, donde n es el grado de polimerizacion y
representa el nimero medio de unidades repetitivas en la cadena.!

Mondmero Polimero
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Unidad repetitiva
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Figura 1.1: Ejemplo reaccién de polimerizacién del etileno

Los polimeros se pueden clasificar, por ejemplo, en funcion de su origen (naturales, semisintéticos y
sintéticos), su estructura (lineales, ramificados, entrecruzados y reticulados), su composicion
(homopolimeros y copolimeros) y su estabilidad (bioestables y degradables). 2

En funcion de la composicidn se pueden clasificar en (Figura 1.2):

» Homopolimeros: son polimeros compuestos por solo un tipo de unidad repetitiva.

» Copolimeros: son polimeros compuestos por dos o mas tipos diferentes de unidades
repetitivas y, dependiendo de su disposicién en la cadena, se diferencian en copolimeros
estadisticos, alternados, en bloque o de injerto, para los casos mas sencillos.

0000002000 O X 00000 .?.!.

Estadistico Alternado Blogue De injerto
Figura 1.2 Algunos tipos de copolimeros con dos unidades repetitivas diferentes 12

En cuanto a la estabilidad de los polimeros, se trata de uno de los problemas que se achacan a estos
materiales (debido al volumen de sus residuos), que hace que perduren en el medio ambiente
durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, los denominados degradables son aquellos que
experimentan la destruccion gradual de su cadena mediante diferentes procesos, ya sean
estrictamente bioldgicos o en condiciones ambientales como resultado, por ejemplo, de su hidrdlisis.
Dentro de esta clasificacion, los llamados biodegradables se definen, segun la American Society for
Testing and Materials (ASTM), como aquellos que sufren degradacion biolégica por microorganismos
naturales.® No obstante, por extension suele hablarse de biodegradables cuando experimentan una
degradacién en contacto con cualquier organismo. Asi, para el caso de polimeros empleados en
medicina, se diferencia entre bioestables, que son los que mantienen la funcionalidad en el medio
fisiolégico durante largos periodos de tiempo, y biodegradables, que la mantienen por un tiempo
limitado.* Cabe destacar la importancia de la biodegradabilidad, ya que la eliminacidén del polimero
de forma natural tras haber realizado su papel permite recuperar la funcionalidad de los sistemas
fisioldgicos.



A pesar de las ventajas ya mencionadas, estos materiales tienen una serie de requisitos necesarios,
como que tanto los reactivos de partida como los productos de degradacion deben ser inertes.
Debido a que escasos materiales naturales cumplen todos los requisitos, asi como la necesidad de
ampliar su aplicacién, se han desarrollado una gran variedad de macromoléculas biodegradables
sintéticas, con grupos funcionales sensibles a la hidrdlisis, como son las unidades carbonato, uretano,
éster o anhidrido. En el caso de este proyecto, se van a emplear los policarbonatos alifaticos como
polimeros degradables a estudiar.>®

1.2. Policarbonatos alifaticos y su sintesis mediante polimerizacidn por apertura de anillo

Los policarbonatos alifaticos (APCs) se definen como polimeros, de estructura alifatica, que tienen
enlaces carbonatos entre las unidades repetitivas [-O-C(0)-O]. El interés de estos materiales es
debido a que poseen una excelente biocompatibilidad, se degradan en medios fisioldgicos y sus
productos de degradacién no presentan toxicidad. Ademas, a diferencia de los poliésteres alifaticos,
los cuales son también biodegradables, tienen la ventaja de que no alteran las condiciones de acidez
del medio fisioldgico al degradarse.*’

Para su sintesis se pueden diferenciar diversas técnicas de polimerizacién (Figura 1.3): la
policondensacién entre un diol alifatico con dialquilcarbonato (a), la copolimerizacién de CO; con
epoxidos (b) y la polimerizacidon por apertura de anillo (ROP) usando carbonatos ciclicos como
mondmeros (c).2
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Figura 1.3: Métodos de obtencién de APCs 8

La policondensacion presenta un bajo control sobre la masa molecular y la dispersidad, y la
copolimerizacién de epdxidos con CO; esta limitada a usar catalizadores metalicos, y no siempre con
un buen control estructural. Por eso la polimerizacidén por apertura de anillo (ROP) es el método mas
usado para sintetizar policarbonatos,® ya que tiene una buena reproducibilidad y control de la masa
molecular y la dispersidad, permitiendo asi la sintesis de polimeros degradables con propiedades
especificas y controlables. Para llevarse a cabo, los mondmeros deben ser anillos de 3 a 8 miembros,
de modo que sea la pérdida de entalpia asociada al alivio de la tensidn de anillo, en combinacién con
consideraciones estéricas, la fuerza impulsora que dé lugar a la polimerizacion.®

Para la polimerizacidon tipo ROP, es comun el empleo del 2-etilhexanoato de estafio como
catalizador.'® Sin embargo, dado que los compuestos de Sn presentan toxicidad y es dificil su
eliminacion de los productos poliméricos obtenidos, se buscan catalizadores menos téxicos, como
son los organocatalizadores.!

Se emplean como sistemas organocataliticos compuestos organicos basados en interacciones tipo
puente de hidrégeno, que permiten conseguir altas selectividades y distribuciones estrechas.?? Entre



los diferentes tipos de organocatalizadores, las bases como 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU)
o 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (TBD), promueven la activacion del alcohol utilizado como
iniciador aumentando su nucleofilia, tal y como se muestra en la Figura 1.4. Ademads, también es
posible utilizar un sistema catalitico bifuncional adicionando, ademas de alguna de las bases
mencionados, catalizadores como 1-(3,5-bis(trufluorometil)fenil-3-ciclohexil-2-tiourea) (TU), que
también actla mediante puentes de hidrégeno, esta vez aumentando la electrofilia y activando el
grupo carbonilo del mondmero, facilitando asi el ataque del iniciador.®® Tras la reaccién de
sustitucidn nucledfila en el grupo acilo, en la que el alcohol ataca al carbonato ciclico dando lugar a la
apertura del ciclo, el grupo hidroxilo terminal resultante es activado para atacar a otra molécula de
mondmero, repitiendo el proceso catalitico. La terminacién de la reaccién se produce por
protonacion de la base (DBU, en el caso de la figura 1.4) con &cido benzoico.!

En el caso de mondmeros formados por carbonatos ciclicos de 6 miembros como los derivados de
acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (bis-MPA), el sistema organocatalitico DBU/TU es el que
proporciona una polimerizacién mas controlada y en condiciones suaves. Por otro lado, el TBD,
aunque presente mayor actividad, también produce mayor dispersidad.*
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Figura 1.4: Mecanismo de polimerizacion por apertura de anillo (ROP) del mondmero MPC. Adaptado de la
referencia®!

1.3. Funcionalizacién de polimeros

La importancia de usar carbonatos ciclicos derivados de bis-MPA como precursores se debe a que
permite, por un lado, incorporar funcionalidad a través del grupo carboxilo y, por otro lado, su
ciclacién y formacion del carbonato a partir de su diol. Asi, existen en la literatura una gran variedad
de mondmeros ciclicos derivados del bis-MPA con diferentes grupos (alilo, propargilo, azida, etc.)
que cuelgan del ciclo y que permiten posteriormente, mediante reacciones de post-polimerizacion, la
funcionalizacién a demanda del policarbonato final.»>*” Entre las reacciones de funcionalizacién, en
los ultimos afios han ganado terreno las englobadas en la denominada quimica “click”.

El concepto de quimica click se introduce en 2001 por Sharpless y desde entonces el empleo estas
reacciones (que ya estaban previamente descritas) han tenido amplia aplicacién en ciencia de
materiales y polimeros en particular.’® Esto es debido a que posibilitan obtener variedad de



materiales a partir de precursores mds simples, de manera selectiva, con una amplia tolerancia a
multitud de grupos funcionales, buenos rendimientos, en condiciones de reaccién sencillas y en
general con una cinética de reaccidn rapida y fécil purificacion.

Como se observa en la Figura 1.5, gracias a estas caracteristicas se pueden crear sistemas poliméricos
para diversas aplicaciones biomédicas como la liberacién controlada de farmacos y su posible
conjugacién, en bioimagen, o su uso como antimicrobianos.’®
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N Farmacos conjugados

Carbonato ciclico Polimero al polimero

Bis-MPA (mondmero) funcionalizable

Polimero bioactivo
antimicrobiano

Figura 1.5 Disefio de policarbonatos biodegradables funcionalizables 1516

Se conocen varios tipos de reacciones de quimica click, entre ellas la cicloadicién [3+2] de alquino-
azida catalizada por Cu(l) (CuUAAC) ampliamente utilizada en ciencia de materiales, la reaccién de
Diels-Adler, las adiciones de Michael y las reacciones de tipo tiol-eno y tiol-ino.'® En el caso de la
reaccion tiol-ino, complementaria a la CuAAC ya que en ambas se parte de precursores alquino,
presenta diversas ventajas, como que evita el uso de metales (ya que no necesita de catalizadores)
empleando luz para iniciar el proceso, y permite la introduccidon de dos unidades funcionales en la
misma unidad repetitiva.®

Esta reaccion tiene lugar en varios pasos consecutivos (Figura 1.6), que permiten la obtencion
selectiva del producto de adicidn 1,2, introduciendo asi dos unidades ligadas a ambos carbonos del
alquino de partida. En primer lugar, preferentemente a partir de un fotoiniciador, se genera la fuente
primaria de radicales tiilo R-S' que, en presencia de un alquino, produce la adicién del radical al triple
enlace obteniendo un radical viniltioéter (paso 1). Tras esto tiene lugar la transferencia de cadena
(paso 2) con un tiol adicional obteniendo el intermedio de viniltioéter (A), que es muy reactivo y
reacciona con los radicales tiilo (paso 3) para formar un radical intermedio, que tras una segunda

reaccién de transferencia de cadena (paso 4), se obtiene el producto de adicién 1,2 deseado (B).%%°
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Figura 1.6: Mecanismo de la reaccién tiol-ino 2



1.4. Policarbonatos antimicrobianos

Entre las posibles funcionalidades que se pueden introducir en polimeros para que tengan
propiedades de interés en el dmbito de la Salud, destaca la necesidad de preparar polimeros
antimicrobianos. Esto es debido al gran problema actualmente en expansién producido por la
resistencia a los antibidticos, la cual la OMS describe como una de las mds graves amenazas para la

Salud y el desarrollo mundial, requiriendo medidas urgentes.?%?

Esto explica que se propongan diferentes tipos de polimeros sintéticos degradables que imiten a los
péptidos antimicrobianos que genera nuestro sistema inmunoldgico, como lo son los policarbonatos
gue se van a sintetizar. Para ser efectivos, estos deben tener una parte hidréfoba que sea capaz de
interaccionar con los dominios lipidicos microbianos, y una parte catidnica que interaccione con los
grupos fosfatos de la membrana microbiana provocando su ruptura, generando selectividad hacia

estos ya que la membrana celular animal es neutra.'>?

El primer ejemplo de polimero biodegradable antibacteriano (Figura 1.7, a) fue desarrollado por
Hedrick et al. en 2011.%* Mediante la sintesis de nanoparticulas por ROP a partir de carbonatos
ciclicos con grupos amonio cuaternarios, lograron alterar las membranas microbianas de manera
selectiva y eficiente, presentando buena actividad contra bacterias Gram +. Ademas, estan probados
in vivo y no muestran actividad hemolitica a altas concentraciones.

En 2018 se sintetizan policarbonatos con grupos guanidinio (Figura 1.7, b) 2 que poseen excelente
actividad antimicrobiana, incluidas bacterias multirresistentes, ademds de gran selectividad sin
presentar toxicidad importante en tratamientos in vivo y sin desarrollar resistencia tras sucesivas
dosis. En este caso se estudian espaciadores aromadticos y alifaticos, donde la serie alifatica,
especialmente empleando etilo como espaciador, presenta mayor capacidad antimicrobiana.

En ese mismo afio, se lleva a cabo otro estudio en el que se sintetizan policarbonatos introduciendo a
través de quimica click la guanidina con el grupo azida (Figura 1.7, c),” consiguiendo actividad
antibacteriana, demostrando asi que los grupos guanidinio catidonicos muestran mayor actividad que
los grupos amonio cuaternarios.
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Figura 1.7 Ejemplos policarbonatos antimicrobianos



En 2021 se publica un estudio de copolimeros bloque con guanidinio, en el que se investiga el efecto
que produce incorporar una cadena lateral hidréfoba sobre la actividad antimicrobiana y la
selectividad (Figura 1.8). Se observa que cuanto mas hidréfobos son los polimeros mayor capacidad
antimicrobiana presentan, porque se produce una mayor interaccién con la membrana,
desestabilizdndola. Sin embargo, si el caracter hidréfobo se aumenta demasiado, esta reportado que
se produce una pérdida de selectividad, lo que supone la muerte inespecifica de todas las células.?®
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Figura 1.8: Copolimero aleatorio funcionalizado con guanidinio y unidades hidr6fobas?®

Estos antecedentes directos al Trabajo de Fin de Grado establecen que el grupo guanidinio catidnico
dota a los policarbonatos excelente actividad antimicrobiana. Esto motivo a realizar nuevos estudios
en los que plataformas poliméricas con versatilidad en su funcionalizacidn sirvan como base para
conocer en mayor profundidad los derivados poliméricos de grupos guanidinio y su aplicacién en el
campo de la Salud.

2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAIJO

El objetivo general de este trabajo es la sintesis y caracterizacién de policarbonatos alifaticos que
poseen cadenas laterales funcionalizables que permiten dotarlos con propiedades antimicrobianas.
En este caso, se plantea la realizacion de homopolimeros derivados de bis-MPA a través de ROP
organocatalizada, y posterior funcionalizacién mediante quimica click, en concreto la reaccion tiol-
ino, que permite introducir unidades guanidinio para dotarles de actividad antibacteriana.

Tras la sintesis de un polimero base, se propone estudiar si dos grupos guanidinio por unidad
repetitiva aumentan esta actividad respecto a uno, que es lo que esta reportado en los articulos
anteriormente mencionados.”>?® Ademds se plantea la modificaciéon no solo con unidades
guanidinio, sino también con una combinacién de unidades que aumenten la hidrofobicidad, con el
objetivo de comprobar si la interacciéon con las membranas microbianas aumenta, ya que se ha
descrito que esta variacién afecta a la actividad antibacteriana.?® Como los compuestos que se van a
preparar poseen el esqueleto hidréfobo y cadenas laterales hidrdfilas, se realizara ademas un estudio
sobre el tamafio y morfologia de los agregados en agua.

Para lograr los objetivos, se propone el plan de trabajo mostrado en la Figura 2.1, en el cual se
abordan las siguientes tareas:

1. Sintesis del carbonato ciclico empleado como mondémero (MPC) que contiene un grupo
alquino lateral.

2. Sintesis del homopolimero (P(MPC)) mediante la polimerizacidon por apertura de anillo del
MPC, empleando TU/DBU como organocatalizadores y alcohol bencilico como iniciador.

3. Sintesis del derivado de guanidina dotado con un grupo tiol (GBoc-SH)



Funcionalizacién del homopolimero mediante quimica click, a través de la reaccién tiol-ino,
variando la proporcién de grupos entrantes, de forma que se aumente la hidrofobicidad al
incorporar grupos bencilos:

Serie . 100% 2-mercaptoetilguanidina (GBoc-SH)

Serie Il.  75% GBoc-SH + 25% fenilmetanotiol (Bn-SH)

Serie Ill. 50% GBoc-SH + 50% Bn-SH
Desproteccion con 4cido trifluoroacético (TFA) del Boc contenido en los policarbonatos
funcionalizados.
Caracterizacion de los compuestos sintetizados mediante Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), andlisis de masas (MS) y
cromatografia por permeacién de gel (GPC).
Formacién de agregados en agua y estudio de su tamafio y morfologia mediante dispersion
dindmica de luz (DLS) y microscopia electrénica de transmisién (TEM).

1y 2. Sintesis del monémero (MPC) y polimero (P(MPC))
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Figura 2.1 Ruta sintética seguida en este TFG



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis del carbonato ciclico usado como mondmero (MPC)

La preparacion de carbonatos ciclicos a partir del acido bis-MPA permite introducir grupos
funcionales potencialmente modificables mediante quimica click. Existen diversos métodos de
sintesis del mondmero a partir del acido bis-MPA,®* en este trabajo se realiza en dos pasos
consecutivos: la reaccion de esterificacién del acido bis-MPA y la posterior ciclacién del diol para
obtener el carbonato (Figura 3.1)
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Figura 3.1: Sintesis de MPC

Para la reaccidon de esterificacion del bis-MPA, se afiade una base que forma el carboxilato
correspondiente, lo que permite que, al afiadir el bromuro de propargilo, se produzca una reaccién
Sn2 dando lugar al éster precursor. La obtencidon del producto se confirma debido a que en el
espectro de H-RMN (Anexo A, figura Al) se observa una Unica sefial correspondiente al metileno
unido al -O0C- a 6=4.77 ppm y una Unica senal a 6=2.72 ppm correspondiente al H del grupo
hidroxilo. Ademds, en el espectro FTIR (Anexo A, figura A3) se detecta la banda C=C a 2130 cmy a
1727 cm™ la sefial del C=0 éster que confirma su formacion.

Posteriormente se lleva a cabo la preparacidn del carbonato ciclico utilizando 1,1-carbonildiimidazol
(CDI) como fuente de carbonilo, tal y como se muestra en la bibliografia,  con un rendimiento del
68%. Se opta por usar el CDI frente a otras opciones debido a su facilidad de manejo, bajo coste y los
subproductos de imidazol que genera se eliminan facilmente mediante una extraccién liquido-
liguido. Tras llevar a cabo la reaccion de ciclacion, se observa la desapariciéon del protén
correspondiente al grupo hidroxilo en el espectro de *H-RMN (Anexo A, figura A4), lo que concuerda
con la ausencia de banda -O-H en el espectro de FTIR (Anexo A, figura A6). Ademds, se observa que
las sefiales de los CH, diastereotdpicos se desplazan respecto a las del éster precursor y se simplifica
su multiplicidad apareciendo ahora como dobletes de dobletes (Anexo A, figura A4).

3.2. Sintesis del policarbonato con grupos propargilo laterales (P(MPC))

La sintesis del policarbonato deseado se lleva a cabo a través de una reaccion de polimerizacion por
apertura de anillo (ROP) usando el alcohol bencilico como iniciador y DBU/TU como sistema
organocatalitico (Figura 3.2). El uso de alcohol bencilico se debe a que facilita el estudio por RMN del
grado de polimerizacién al poder detectar facilmente las sefiales de esta unidad terminal en la
cadena de polimero.’”
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Figura 3.2: Sintesis de P(MPC)




Debido a que en las polimerizaciones controladas, como es la ROP, se considera una formacién inicial
rapida de todas las cadenas que se propagan, el grado de polimerizaciéon promedio tedrico (DP:) se
puede calcular a través de la ecuacion 1, donde la concentracidn inicial de mondmero y de iniciador
son [M]o y [l]o, respectivamente, y C es la conversién en un determinado tiempo (mondémero que ha
reaccionado respecto al inicial).
DPt:%XC (Ec.1)
[,

Asi, con el objetivo de obtener un policarbonato de grado de polimerizacion teérico en tornoa 20y
siguiendo la ecuacion 1, se emplea una relacion [MPC]o:[BnOH]o 1:1/23. Se escoge este grado de
polimerizacidon debido a que estudios previos este DP es el que presenta mayor selectividad a
membranas microbianas.?®> Ademas, de acuerdo con la experiencia previa en el grupo,?®?° se emplea
una relacion [MPC]:[TU]:[DU] 1:0.01:0.05 con [MPC], =0.5M. La polimerizacién se realiza en un
Schlenk bajo atmdsfera de Ar y previamente seco para asi evitar que moléculas de agua, también
nucledfilas, acttien como iniciador.

El seguimiento de la reaccién se hace mediante *H-RMN, donde se pueden diferenciar las sefiales de
MPCy P(MPC), permitiendo asi obtener la conversidn a partir de sus integrales (ecuacion 2).

_ lpprrg) (Ec.2)

Conversion (%)=
Ippvpc)*2XIvpc

Donde lppmec) €s la integracion de las sefiales caracteristicas del polimero que se pueden diferenciar
de las del mondmero (sefial ¢, 6=4.31 ppm) e Iwec es la integracidon de la sefial caracteristica y
diferenciable del mondmero (sefial k’, 6=4.22 ppm), la cual es importante distinguir de su H
diastereotdpico (k) que se observaria a 6=4.7 ppm, pero en este caso se superpone con otras sefales
del polimero, (Figura 3.3). lppvrc) €std relacionado con el mondémero que ha reaccionado y lppmec) + Impc
esta relacionado con el monémero total.
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Figura 3.3: Espectro *H-RMN (400 MHz, CDCls) tras 1h del inicio de la polimerizacion



En primer lugar, se realiza una polimerizacién en la que se obtiene una conversion del 94%, pero al
realizar un estudio por MALDI-TOF MS (figura 3.4, a) se observa la existencia de una segunda
distribucidon ademas de la principal. Esto puede ser debido a que en el tiempo de reaccion empleado
(70 min) para llegar a conversiones tan altas, se ha producido crecimiento de cadena por un proceso
diferente al esperado, como puede ser un desarrollo analogo a una transesterificacién que produce
que la cadena crezca de manera no controlada. Consecuentemente, se lleva a cabo una segunda
polimerizacidon en las mismas condiciones, disminuyendo el tiempo de reaccidon (60 min), para
obtener un polimero con una conversion del 84%, en el que se aprecia claramente una Unica
distribucidn en el espectro MALDI-TOF MS (Figura 3.4, b), por lo que sera este el que se empleara
para el resto de las sintesis planteadas. Como se observa en la Figura 3.4b, la distancia entre los picos
es 198 m/z, coincidiendo con la masa esperada de la unidad repetitiva.
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Figura 3.4: Espectro Masas MALDI-ToF (Microflex, matriz DCTB) de P(MPC): a) tras 70 min, b) 60 min de
reaccion

Una vez terminada la reaccién y aislado el polimero, la determinacion del grado de polimerizacion

(DP) se obtiene del espectro *H-RMN. La posibilidad de este célculo es debido a que tanto las sefiales
aromaticas (Ha) como la del CH; (Hp) del iniciador son facilmente identificables y permiten referenciar
el resto (Figura 3.3). A partir de las sefiales de los distintos protones pertenecientes a la unidad
repetitiva de P(MPC) en el *H-RMN se puede calcular el DP, por ejemplo, a partir del valor de la
integracién del Hc, conociendo que hay 4 protones de ese tipo por unidad repetitiva, obteniendo asi
un DP=19 en el primer polimero y DP=17 para el siguiente. A partir de ahora este ultimo polimero va

a ser el denominado P(MPC), usado en el resto de las reacciones.

Ademas, en los datos obtenidos por cromatografia de permeacién en gel (GPC) se observa que al
repetir la polimerizacién también se mejora la dispersidad (de P=1.28 a P=1.14) obteniendo un pico
definido (Figura 3.5). Por lo tanto, se concluye que a mayor conversidn se tiene un mayor grado de
polimerizacidn, pero también mayor dispersidad, como se muestra en la tabla 3.1, y un peor control
estructural, de acuerdo con el analisis de masas.
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Figura 3.5: Analisis de P(MPC) por GPC

10



A partir del DP calculado por H-RMN (DPf™N), se puede obtener la masa molecular en nimero
(M.”MN) del polimero obtenido usando la ecuacion 3, donde M, es la masa molecular del iniciador
(alcohol bencilico 108.14 g/mol) y Mwec es la de la unidad repetitiva (198,18 g/mol) coincidente con
el mondédmero.

MgMN=Min+DPRMNXMMpC (EC. 3)

Polimero C%(Ec.2) DP:(Ec.1) DPFW M, MRMN M 8PC pSPe

PMPCy9 94 23 19 4666 3874 4228 1.28
PMPCy; 82 23 17 4666 3477 4463 1.14

Tabla 3.1: Resumen polimeros obtenidos por polimerizacion con el sistema DBU/TU

La diferencia percibida entre las masas moleculares en nimero (M,%F¢) determinadas por GPC y las
calculadas a partir de la ecuacion 3 (M,"MVN) se debe a que las masas moleculares obtenidas por GPC
son masas relativas y dependen de los patrones utilizados, en este caso de poli(metacrilato de
metilo).

3.3. Sintesis del derivado de guanidina con grupo tiol (GBoc-SH)

El objetivo de este trabajo es la funcionalizacién, mediante reaccién tiol-ino, con derivados de
guanidinio andlogos a los que se han descrito con capacidad de interaccionar con la membrana
microbiana.?* Para ello, se lleva a cabo la sintesis de derivados de guanidina con grupo tiol (GBoc-SH)
tal y como muestra la Figura 3.6.
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Figura 3.6 Sintesis de derivado de guanidina con grupo tiol (GBoc-SH)

La ruta sintética consta de una primera reaccién de sustituciéon, donde se produce el ataque
nucleofilico de la amina sobre el carbono electrofilico (-N=C-S-), con salida de SHCH; dando lugar al
derivado de guanidina dimero Di-(GBoc-SH).3! Mediante una segunda reaccion de reduccién del
disulfuro se obtiene el tiol (GBoc-SH) que posteriormente se usard para la funcionalizacion de
P(MPC).

En un primer lugar para la obtencién del dimero de guanidina Di-(GBoc-SH) se emplea N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) como base y DCM seco como disolvente, de acuerdo con condiciones
andlogas descritas en la bibliografia.?® Sin embargo, dado que la mezcla de la reaccién resulta no ser
soluble, se proponen nuevas condiciones de reaccidén, obtenidas de otra referencia.?? Se usa
trietilamina (TEA) como base, y se cambia también el disolvente a DMF, de modo que la reaccién
progresa dando el producto deseado con un rendimiento del 43%.

Debido al bajo rendimiento obtenido y a que se observa la aparicidn de varios subproductos tanto en
el *H-RMN como en la TLC del crudo de la reaccidn, se realiza un estudio del MS, donde se observan
picos que podrian coincidir con diversos productos como se muestra en la figura 3.7. El pico A podria
corresponderse con la especie reducida (GBoc-SH), la masa de B coincide con la del producto de la
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oxidacién de A que ha reaccionado con el SH-CHs; que se libera durante la reaccién, C podria coincidir
con el dimero en el que ha tenido lugar la desproteccién de un grupo terc-butiloxicarbonilo (Boc), D
puede ser el producto de la reaccidn del ataque del N de la guanidina al enlace S-S del dimero, y E es
el producto deseado (Di-(GBoc-SH)).
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Figura 3.7 Espectro ESI MS Di-(GBoc-SH)

Tras esto, el producto de la reaccién (Di-(GBoc-SH)) se purifica mediante cromatografia en columna y
se identifica por RMN (Anexo A, Figuras A9 y A10).

Una vez purificado el dimero Di-(GBoc-SH), se lleva a cabo la reducciéon del disulfuro con ditiotreitol
(DTT), en la cual hay que afiadir TEA gota a gota hasta pH=9 para que comience la reaccion. La
necesidad de aumentar el pH es debido a que a pH=7 o similar el DTT es un agente reductor lento
porque la mayoria de los grupos tiol que posee estadn protonados.3?33 Se comprueba que no queda
reactivo inicial a partir de una cromatografia en capa fina. Ademas, se confirma con las diferencias
presentes en los espectros *H-RMN y 3C-RMN. En el espectro H-RMN del dimero se observa un
triplete a 6=2.88 ppm correspondiente a las sefiales del CH,-S (Anexo A, Figura A9), mientras que en
tiol final esta sefial desaparece y, en su lugar, aparece un doblete de triplete a 6=2.73 ppm (Anexo A,
Figura A12). También se observan estos cambios en el espectro *C-RMN ya que en el dimero la sefial
correspondiente al CH>-S aparece a 6=39.32 ppm (Anexo A, Figura A10), y en el tiol se desplaza a
6=24.32 ppm (Anexo A, Figura A13).

3.4. Funcionalizacién de P(MPC)

Una vez obtenido el polimero P(MPC), a través de la reaccidn tiol-ino de adicién de radicales tiilo al
alquino, es posible su funcionalizacién. Conociendo esto, se propone, en primer lugar, la
funcionalizacion con dos grupos guanidinio por unidad repetitiva para comprobar cual es su actividad
antimicrobiana respecto a lo descrito en la bibliografia.2>"?® Ademas, teniendo en cuenta que los
grupos guanidinio presentan un caracter hidrdéfilo, se varia la proporcion hidrofilo/hidréfobo
mediante la incorporacidn fenilmetanotiol (hidréfobo), con el objetivo de comprobar si aumentando
la parte hidréfoba mejora la interaccién con la membrana bacteriana y por lo tanto su actividad.?®
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Figura 3.8: Ruta sintética para la obtencion de los polimeros funcionalizados.

En la figura 3.8 puede verse la ruta sintética general de reaccion seguida para la obtencién de los
diferentes polimeros, en el que primero tiene lugar la funcionalizaciéon a través de una tiol-ino
empleando DMPA como fotoiniciador UV y una ldampara UV con maximo de irradiaciéon a 365 nm.?
En esta reaccidn la relacidn [Alquino]:[R-SH]:[DMPA] es 1:10:0.05, con un gran exceso de tiol para asi
asegurar una completa funcionalizacidn. Su seguimiento se lleva a cabo realizando espectros *H-RMN
al crudo, hasta que desaparece por completo la sefial a 6=4.75ppm correspondiente al -CH2-C=. Una
vez finalizada la reaccidn, se lleva a cabo la desproteccién de los grupos protectores (Boc) con acido
trifluoroacético (TFA) en THF, realizando la purificacién por precipitacion en éter frio y liofilizando,

tal y como se indica en la bibliografia ,*® dando lugar a los polimeros finales.

La diferencia entre los tres polimeros finales se encuentra en la proporcién utilizada de los dos tioles
(GBoc-SH/Bn-SH) que reaccionan con los grupos propargilo. En la serie |, se lleva a cabo una
funcionalizacion tan solo con grupos guanidinio (GBoc-SH). En las series Il y Ill, se aumenta la
proporcién hidréfoba mediante la adicion de tiol bencilico (Bn-SH) en diferentes proporciones.

» Serie I: Funcionalizacion de P(MPC) con un 100% de unidades guanidina (GBoc-SH)

Para la reaccién solamente con unidades guanidina, empleando el tiol GBoc-SH, se controla la
funcionalizacién por *H-RMN, comprobdndose que a las 3h se habia completado obteniendo P(MPC)-
GBoc. Se observa en el espectro *H-RMN (Anexo A, Figura A15), que la sefial correspondiente al -CH,-
C= de PMPCy7 a 6=4.72ppm ha desaparecido, ademas en FTIR no aparece C=C (Anexo A, Figura A16).
Al estudiar el espectro de FTIR se observa un pico a 2340 cm™ (-SH, Figura 3.9, a) que corresponde al
tiol residual. Sin embargo, una vez que se realiza la desproteccion del grupo Boc para obtener el
polimero objetivo P(MPC)-G, en el espectro de FTIR se aprecia su desaparicién, confirmando asi la
purificacién y eliminaciéon del tiol residual. El contraién de los grupos guanidinio es el
trifluoroacetato. La eliminacién total del acido trifluoroacético usado en la desproteccion, se verifica
con la aparicién de una Unica sefial en el espectro F-RMN correspondiente al CO,CFs”a §=-74 ppm
(Anexo A, Figura A18), y no la del TFA a 6=-77 ppm.

El polimero P(MPC)-G se obtiene como un sélido blanco que se disuelve en agua. La desproteccion ha
sido completa debido a que en el espectro H-RMN las sefiales a §=1.48 ppm (Figura 3.9, b)
pertenecientes al Boc desaparecen.
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Figura 3.9: Espectros a) FTIR (KBr) v: cm™ de P(MPC)-GBoc y P(MPC)-G b) *H-RMN (400 MHz, CD3z0D) P(MPC)-G

> Serie ll: Funcionalizacién de P(MPC) con un 75% de GBoc-SH y un 25 % de Bn-SH

Para aumentar la hidrofobicidad, se funcionaliza el polimero P(MPC) con un 75% de GBoc-SH y 25%
de Bn-SH. En este caso la reaccion también da lugar a la funcionalizacién completa de los grupos
alquino del policarbonato. Esto se corrobora, de nuevo, con el espectro *H-RMN (Anexo A, Figura
A20) en el que no aparece sefial a 6=4.72ppm del -CH,- C= de P(MPC) y con el espectro FTIR (Anexo
A, Figura A21) donde no se detecta sefial del -C=C-. Sin embargo, para completar la funcionalizaciéon
del polimero, en este caso se tuvo que afiadir mas iniciador y dejar reaccionar durante 3.5h
adicionales debido a que a las 5h todavia no habia tenido lugar la funcionalizacidn total.

Por otra parte, aunque la mezcla de tioles se afiade a la reaccidn con una composiciéon de 75% de
GBoc-SH y un 25% de Bn-SH, tras el estudio del espectro 'H-RMN del polimero obtenido se observa
que la composicidn en el polimero final es de 59% de GBoc-SH y 41% de Bn-SH .

La relacién GBoc-SH/Bn-SH se obtiene a partir de la relacion de sefiales caracteristicas de cada grupo
en el espectro *H-RMN (Figura 3.10) y utilizando los protones de la sefial b, correspondientes al CH;
del iniciador, como referencia para el cdlculo de las integrales. La proporcién de grupos GBoc-SH que
han reaccionado se puede obtener a partir de las sefiales k y j, correspondientes a los protones N-H a
6=11.64 ppm y a 6=8.53ppm, y los grupos Bn corresponden a la sefial a+n, correspondientes a los
protones aromaticos a 6=7.6-7.0 ppm, restandole a su integracion los H..
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Tras la desproteccién del Boc y purificacidon se obtiene P(MPC)-Go 75-st-Bng2s como un sdlido blanco
soluble en agua. En cuanto al H-RMN, no se pueden cuantificar perfectamente las sefiales porque
son complejas y anchas, pudiendo ser fruto de la agregaciéon del polimero en el disolvente deuterado.
Prueba de ello es la clara diferencia entre la seial del CH; del iniciador que siempre aparece como un
pico definido y al introducir el derivado bencilico se observa una sefial ancha mostrada en la figura
3.11.
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Figura 3.11: Sefiales *H-RMN del -CH3- del iniciador

» Serie lll: Funcionalizacion de P(MPC) con un 50% de GBoc-SH y un 50% de Bn-SH

Para aumentar mas la hidrofobicidad, se funcionaliza usando un 50 % de cada tiol. En este caso a las
3h la funcionalizacién no resulta completa, por lo que se vuelve a encender la ldmpara UV y se deja
reaccionando 2h mas. Tras esto, como la reaccion no avanza se afiade de nuevo un 5% de DMPA.
Tras pasar 3h y media se decide parar la reacciéon debido a que, desde las 3 primeras horas, aun
aumentando el tiempo de reaccidn y la cantidad de catalizador, la conversién por *H-RMN no varia.

Por tanto, no se consigue la completa funcionalizacién como se observa en la Figura 3.12, en la que la
sefial a 6=4.76 ppm (i) corresponde al -CH,-=C del P(MPC) no funcionalizado, y en el espectro FTIR
(Anexo A, Figura A25) a 2129 cm™ se sigue observando la sefial de -C=C-. A partir del espectro de 'H-
RMN se cuantifica la cantidad de GBoc-SH y Bn-SH que han reaccionado y se han incorporado al
propargilo, de manera andloga con las mismas sefiales usadas en la serie anterior, ademas se puede
calcular el porcentaje de grupos propargilo que han sido funcionalizados (71%).
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Figura 3.12: Espectro *H-RMN de P(MPC)-GBoco.s-st-Bnos

15



Tras la desproteccion del Boc, y purificacidon se obtiene el polimero final como un sélido blanco, el
cual no se disuelve en agua. En cuanto al H-RMN, no se pueden cuantificar perfectamente las
sefiales por el mismo motivo que en el caso anterior (Figura 3.11).

Para asegurar que en la obtencién de P(MPC)-Gg 75-st-Bng.2sy P(MPC)-Gos-st-Bngs (series Il y 1ll) se ha
logrado eliminar el exceso de trifluoroacético, se realiza un espectro °F-RMN y se observa que
aparece una Unica seiial, lo que podria indicar que el Unico resto fluorado es el correspondiente al
anion trifluoroacetato. Sin embargo, dado que aparece a un desplazamiento distinto al caso de
P(MPC)-GBoc, se realiza un *F-RMN de TFA puro en MeOD, con el objetivo de comparar sus
desplazamientos. Dado que estos difieren, se puede confirmar la ausencia de TFA en los polimeros
finales (Figura 3.13).

TFA

CF4C00

P(MPC)-Gg 75-st-Bng 25 P(MPC)-G 5-st-Bng 5

o 772
1 pom)

Figura 3.13: Espectro ®F-RMN de P(MPC)-Go 75-st-Bno 2, P(MPC)-Go s-st-Bno.sy TFA puro

Tanto en la serie Il como en la Ill se aprecia que la proporcién en la que han entrado los grupos
funcionales es distinta a la de la alimentacion (Tabla 3.2).

RELACION GBoc-SH/Bn-SH tedrica GBoc-SH/Bn-SH experimental
 seen 75/ s/
e | s0/5 5716

Tabla 3.2: Relacion entre grupos entrantes tedrica y experimental

Tras los resultados obtenidos en ambos casos, se puede afirmar que el grupo Bn-SH entra en mayor
proporcién a la esperada. Ademads, se corrobora debido a que en la serie Ill no es posible la
funcionalizacion completa ni aumentando el tiempo de reaccidon ni afiadiendo un exceso del
iniciador.

A partir de los datos obtenidos por GPC se confirma la eficacia del proceso de funcionalizacién, ya
que los polimeros funcionalizados protegidos P(MPC)-GBoc, P(MPC)-GBoco 75-st-Bnoas y P(MPC)-
GBoCos-st-Bnos (Anexo B, Figura B5) muestran un pico de distribucidon desplazado a un tiempo de
retencion inferior que PMPCy; debido al aumento de la masa. Se observa que las curvas obtenidas
por GPC tras la funcionalizacién son anchas y muestran varios picos, pudiendo ser fruto de una
interaccion entre los N de los derivados de guanidina y la superficie de la columna.?* Debido a esto, la
dispersidad y la masa molecular proporcionada por el equipo no son representativas.

Es importante comentar, que tanto P(MPC)-G obtenido en la serie |, como P(MPC)-Gg 75-st-Bng 25 en la
I, son solubles en agua formando agregados que van a ser estudiados por DLS y TEM, mientras que
P(MPC)-Gos-st-Bngs obtenido en la serie lll no lo es.
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3.5. Formacion de agregados en agua y estudio de su tamafio y morfologia

Para la formacién de agregados en agua, las muestras se preparan disolviendo directamente el
producto a estudiar en agua y sonicando en bafio de ultrasonidos durante 10 min, preparando
disoluciones de 0.1 mg/mL de P(MPC)-G y P(MPC)-Goss-st-Bnoas. El tamafio de los agregados se
puede determinar por dispersion dindmica de la luz (DLS), la cual cuantifica el diametro
hidrodindmico en funcién de cdmo los agregados en agua dispersan la luz.

Se realizan tres repeticiones para asegurar que las medidas son reproducibles. En ambos casos

(Figura 3.14 y 3.15) se representa una media de las repeticiones tanto en la distribucién ndmero
como en intensidad.
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Figura 3.14: Distribucién nimero e intensidad medido por DLS (escala logaritmica) de P(MPC)-G
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Figura 3.15: Distribucién numero e intensidad medido por DLS (escala logaritmica) de P(MPC)-Go.75-st-Bno 25

A partir los datos obtenidos del DLS (Tabla 3.3), se puede confirmar que efectivamente ambos
compuestos forman agregados en agua observandose una Unica distribuciéon de tamafios, pero con
elevado indice de polidispersidad (PDI), pudiéndose deber a la formacién de agregados mas grandes

como se aprecia en las imagenes tomadas por microscopia electrénica de transmisién (TEM)
expuestas en el Anexo C, Figuras C1y C2.

Media niimero (nm) Media intensidad(nm)
P(MPC-(G)2)17 218.3 220.7
P[(G)o.59-St-(Bn)o.41] 95.8 97.7

Tabla 3.3: Datos obtenidos por DLS

Para el estudio del tamafio y morfologia de los agregados por TEM, se preparan disoluciones de 1

mg/mL de ambos compuestos, llevando a cabo la elaboracion de las celdillas como se muestra en el
Anexo D.
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La figura 3.16 muestra algunas fotografias representativas:

Figura 3.16: Imagenes TEM de a) P(MPC)-G, b) P(MPC)-Go.75-st-Bno.2s

En ambos casos, a partir de la Figura 3.16 se comprueba que los agregados se corresponden con
micelas esféricas. Sin embargo, hay diferencias entre ambos, principalmente en el tamafo. Los
agregados que se observan para P(MPC)-G poseen un didmetro de aproximadamente 27 nm,
mientras que los que forma P(MPC)-Go.75-st-Bno.2s tienen un didmetro en torno a 17 nm. Respecto a lo
obtenido, se confirma que en el primer caso (a) las micelas son de tamafio mayor que en el segundo
caso (b) donde se ve una distribucién de micelas mas redondas y mas uniforme, que puede ser
porque ha aumentado el contenido en parte hidréfoba, lo que concuerda con la bibliografia. **

Esta diferencia de tamafos concuerda con la obtenida por DLS, aunque en DLS salen valores
notablemente mayores que puede ser debido a la medicidn directa del didmetro hidrodinamico en
agua para una muestra idnica. En compuestos analogos se han observado diferencias entre ambos

3 sin embargo es preciso llevar a cabo mas estudios para corroborar estos

tipos de medidas,
resultados aparentemente tan divergentes, si bien confirman en ambos casos la tendencia a la

agregacidn micelar.

Por ultimo, resaltar que la actividad bactericida del polimero P(MPC)-G esta siendo estudiada por el
grupo del Prof. M.Arruebo en las instalaciones que dispone en el CIBA (Centro de Investigacion
Biomédica de Aragon) y los primeros resultados han confirmado dicha actividad tanto para bacterias
Gram+ como Gram-, si bien son necesarios estudios complementarios de selectividad y comparacion
con otros agentes antibacterianos.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Sintesis y caracterizacidon del éster precursor: 2,2-bis(hidroximetil)propionato de
propargilo

En un matraz de fondo redondo se afade acido bis-MPA (25 g, 186.56 mmol) y MeCN (100mL) como
disolvente. Se agita a RT y se afiade TEA (26.3 mL, 186.56 mmol) hasta conseguir una mezcla
homogénea. A continuacion, se aflade bromuro de propargilo (27.74 g, 186.56 mmol) gota a gota. Se
prepara el sistema de reflujo a 60°C y se deja reaccionar durante 21h. Se comprueba que la reaccion
ha transcurrido por cromatografia de capa fina del crudo (DCM:MeOH 95:5). Una vez terminada, se
deja enfriar a RT y se evapora el disolvente con ayuda del rotavapor. El residuo crudo se disuelve en
acetato de etilo (70 mL) y se vierte en HCI 1M (120 mL). Las dos fases se separan y se realiza una
extraccion liquido-liquido con AcOEt (3x150 mL). La fase organica se seca con MgS0O4 anhidro, se filtra
y se concentra con el rotavapor. Posteriormente se realiza una cromatografia en columna usando
como eluyente DCM: AcOEt 8:2 aumentando la polaridad hasta DCM:AcOEt 1:1. Se evapora a
sequedad y se obtiene un sélido blanco como producto.
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Rendimiento: 22%

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 4.77 (d, 2H, J=2.3 Hz), 3.94 (dd, 2H, J=11.4 Hz, J=6.1 Hz), 3.75 (dd,
2H, J=11.4 Hz, J=5.9 Hz), 2.72 (t, 2H, J=6.3 Hz), 2.50 (t, 1H, J=2.3 Hz), 1.1 (s, 3H)

13C.RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 175.04, 77.28, 75.22, 67.89, 52.49, 49.31, 16.96

FTIR (KBr, v: cm™): 3416 banda ancha (OH), 3293 (Csp-H), < 3000 (Csp3-H), 2130 (C=C), 1727 (C=0),
1037 (C-0)

4.2. Sintesis y caracterizacion de 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxano-2-ona (MPC).

En un matraz de fondo redondo se afiade el 2,2-bis(hidroximetil)propionato de propargilo (6.5 g,
37.79 mmol) y MeCN (75 mL) como disolvente. Esta suspensién se agita a RT hasta que se disuelve.
Se afiade CDI (9.20 g, 56.73 mmol) y se sigue agitando la disolucién 5 min mas. Tras esto se afade
acido acético (35 mL, 604.64 mmol) y se deja agitando a 75°C durante 3 h. Se comprueba que la
reaccién ha terminado por cromatografia de capa fina del crudo (DCM:AcOEt 9:1). Una vez completa
se enfria hasta RT y se concentra con ayuda del rotavapor. El residuo crudo se disuelve en DCM (100
mL) y se vierte en HCl 2M (100 mL). Las dos fases se separan y se realiza una extraccién liquido-
liguido con DCM (2x100 mL). La fase organica se seca con MgS0O, anhidro, se filtra y se concentra con
el rotavapor. Tras esto, se disuelve en 25 mL de AcOEt y se realiza una recristalizacidn/precipitacion
con 75 mL hexano, en la que los cristales se recogen por filtracién a vacio y se lavan con hexano a RT.
Por ultimo, se realiza una cromatografia en columna usando como eluyente DCM: AcOEt 9:1 y se
evapora hasta sequedad con ayuda del rotavapor.

Rendimiento: 68%

IH RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 4.79 (d, 2H, J=2.5 Hz), 4.72 (d, 2H, J=11 Hz), 4.22 (d ,2H, J=11 Hz),
2.53 (t, 1H, J=2.5 Hz), 1.37 (s, 3H)

13C.RMN (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 170.34, 147.22, 76.37, 75.96, 72.72, 53.49, 40.21, 17.43

FTIR (KBr, v: cm™): 3300 (Csp-H), <3000 (Csp3-H), 2135 (C=C), 1742(C=0)

4.3. Sintesis y caracterizacion de P(MPC)

En un matraz Schlenk se afade la TU (140 mg, 0.378 mmol) bajo Ar y se deja secando a vacio durante
2h. Transcurrido este tiempo, se afiade el alcohol bencilico (35,58 mg, 0.329 mmol), DBU (11.57 mg,
0.076 mmol), DCM seco (15 mL) y MPC (1.5 g, 7.569 mmol) bajo atmédsfera de Ar. El crudo de
reaccién se precipita en hexano frio y se purifica mediante cromatografia en columna de silica gel
usando como eluyente Hex: AcOEt 7:3 hasta Hex: AcOEt 3:7, y se evapora a sequedad.

Rendimiento: 88%

'H RMN (400 MHz, CDCl3) § (ppm): 7.40-7.33 (m, 5H), 5.15 (s, 2H), 4.72 (d ,34H, J=2.8 Hz), 4.31 (m,
68H, J=10.4 Hz), 3.73 (m, 2H), 2.55-2.50 (m, 17H), 2.47 (t, 1H, J=2.4 Hz), 1.29 (s, 48H), 1.24 (s, 3H)
FTIR (KBr, v: cm™): 3293 (Csp-H), <3000 (Csp3-H), 2100 (C=C), 1752(C=0), 1250, 1145, 986 (C-0)

4.4, Sintesis y caracterizacion de bis(1,1-dimetiletilo)3,12-bis{[(1,1-dimetiletoxi)
carbonillamino}-7,8-ditio-2,4,11,13-tetraazatetradeca-3,11-dieno-1,14dioato (Di-(GBoc-SH))

En un matraz de fondo redondo con 2 bocas bajo atmdsfera de Ar, se afiade DMF seco (7 mL),
diclorohidrato de cistamina (690 mg, 2.94 mmol), TEA (2.48 mL, 17.61 mmol) y 1,3'-bis(terc-
butoxicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea (2 g, 6.75 mmol) y se agita a RT durante 24h. A
continuacién, se adiciona DCM (100 mL) a la mezcla y se realiza una extraccién liquido-liquido con
agua (3x80 mL) y salmuera (1x80 mL). La fase organica se seca con MgSO, anhidro, se filtra, se
evapora el filtrado con ayuda del rotavapor. El residuo se purifica por cromatografia en columna de
silica gel usando como eluyente Hex:AcOEt 92:8 a 5:5, se evapora a sequedad y se obtiene un sélido
blanco como producto.

Rendimiento: 43%
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H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 11.47 (s, 2H), 8.62 (s, 2H), 3.77 (c, 4H, J=6.2 Hz), 2.88 (t, 4H, J=6.3
Hz), 1.49 (s, 36H)

13C-RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 163.62, 156.30, 153.25, 83.34, 79.44, 39.32, 39.23, 28.32

FTIR (KBr, v: cm™): 3335 (N-H), <3000 (Csp-H), 1735 (C=0), 1168 (C-O)

4.5. Sintesis y caracterizacion de 2-mercaptoetilguanidina (GBoc-SH)

En un matraz de dos bocas se anade Di-(GBoc-SH) (500 mg, 0.783 mmol) bajo atmadsfera de Ar, tras
esto se disuelve en THF seco (16 mL) y se afiade DTT (362.46 mg, 2.35 mmol). A continuacién, se
adiciona gota a gota TEA hasta alcanzar un pH = 9.0 y se deja 24h agitando. Tras evaporar hasta
sequedad, el residuo se purifica por cromatografia en columna de silica gel usando Hex:AcOEt 8:2
como eluyente, y se seca con ayuda del rotavapor obteniendo un sélido blanco.

Rendimiento: 98%

H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 11.49 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 3.63 (c, 2H, J=6.4 Hz), 2.73 (dt, 2H, J=
6.7 Hz, J=8.8 Hz), 1.50 (s, 18H), 1.42 (t, 1H, J=8.5 Hz)

13C.RMN (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 163.623, 156.30, 153.29, 83.36, 79.49, 47.70, 28.25, 24.32

FTIR (KBr, v: cm™): 3338 (N-H), <3000 (Csp3-H), 2340 (S-H), 1737 (C=0), 1164 (C-0)

4.6. Sintesis y caracterizacion de P(MPC)-GBoc

En un vial de reaccion bajo atmdsfera de Ar se afiaden P(MPC) (70 mg, 0.02 mmol), GBoc-SH (1.1 g,
3.45 mmol) y THF seco (3 mL) como disolvente. A continuacidn, se deja borboteando Ar durante 20
min. Tras la adicién de 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (4.4 mg, 0.017 mmol), se deja reaccionando
durante 3 h a temperatura ambiente y bajo una ldmpara de Hg Philips PL-S 9W con maximo de
emision a 365 nm. Una vez acabada la reaccién se evapora a sequedad y se precipita en metanol frio
obteniendo el producto como un sélido blanco.

Rendimiento: 36%

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 11.44 (sa, 34H), 8.60 (sa, 34H), 7.39-7.30 (m, 5H), 5.14 (s, 2H),
4.46-4.18 (m, 102H), 3.68-3.53 (m, 68H), 3.21-3.11 (m, 17H), 2.89-2.72 (m, 102H), 1.50-1.45 (m,
612H), 1.28 (s, 51H)

FTIR (KBr, v: cm™): 3335 (N-H), <3000 (Csp3-H), 2343 (S-H), 1732 (C=0), 1632 (N-H), 1134 (C-0)

4.7. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)-G

En un matraz de fondo redondo se afiade P(MPC)-GBoc (90 mg, 0.0063 mmol), DCM (9 mL) y TFA (1
mL) y se deja reaccionando durante 17 h a RT. Tras la eliminacién del disolvente a vacio, el aceite
obtenido se disuelve en EtOH y se precipita 3 veces en éter frio obteniendo un sélido céreo de color
blanco nacarado. Finalmente, se disuelve el producto en agua y se liofiliza dando lugar a un sélido
blanco.

Rendimiento: 56%

'H RMN (400 MHz, CD30D) & (ppm): 7.39-7.34 (m, 5H), 5.17 (s, 2H), 4.47-4.27 (m, 102H), 3.49-3.40
(m, 68H), 3.20 (m, 17H), 2.93-2.79 (m, 102H), 1.30 (s, 51H)

19F-RMN: (376.5 MHz, CDs0D) & (ppm): -73.84 (1F)
FTIR (KBr, v: cm™): 3190 (N-H), 1753 (C=0), 1247, 1196, 1130 (C-O)

4.8. Sintesis y caracterizaciéon de P(MPC)-GBoco.75-st-Bno.ss

En un vial de reaccién bajo atmdsfera de Ar se afiaden P(MPC) (70 mg, 0.02 mmol), GBoc-SH (819.95
mg, 2.57 mmol), fenilmetanotiol (106.36 mg, 0.86 mmol) y THF seco (3 mL) como disolvente. A
continuacidn, se cubre con aluminio y se deja pasar Ar durante 20 minutos. Tras esto se afiade 2,2-
dimetoxi-2-fenilacetofenona (4.4 mg, 0.017 mmol), se deja agitando a RT bajo una ldmpara de Hg
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Philips PL-S 9W con maximo de emisidn a 365 nm. Transcurridas 5h desde el inicio de la reaccidn, se
afiade DMPA de nuevo (4.4 mg, 0.017 mmol). Tras 8.5h, se seca con ayuda del rotavapor y se
precipita en metanol frio (2x50 mL). Se realiza una columna de separacion por tamarfios (Bio-Beads®)
usando como eluyente THF. Se evapora el disolvente, y se realiza una precipitacion en MeOH frio (40
mL) y tres lavados.

Rendimiento: 40%

1H RMN (400 MHz, CDsCOCDs) & (ppm): 11.64 (sa, 20H), 8.53 (sa, 20H), 7.6-7.0 (m, 75H), 5.16 (s, 2H),
4,32 (m, 109H), 3.9-3.3 (m, 80 H), 1.47 (m, 368H), 1,27 (sa, 51H)

FTIR (KBr, v: cm™): 3338 (N-H), <3000 (Csp3-H), 1756 (C=0)

4.9. Sintesis y caracterizacion de P(MPC)-Go.75-st-Bno.2s

En un matraz de fondo redondo se afiade P(MPC)-Go 75-st-Bngzs (47.2 mg), DCM (9 mL) y TFA (1 mL) y
se deja reaccionando durante 18 h a RT. Tras la eliminacién del disolvente a vacio, el aceite obtenido
se disuelve en EtOH, se precipita 1 vez en 30 mL éter frio y se lava 3 veces con éter frio. Finalmente,
se disuelve el producto en agua y se liofiliza dando lugar a un sélido blanco.

Rendimiento: 89%
¥F-RMN: (376.5 MHz, CD;0D) & (ppm): -76.69 (1F)
FTIR (KBr, v: cm™): 3381 (N-H), <3000 (Csp*-H), 1753 (C=0), 1252, 1200, 1135 (C-0)

4.10. Sintesis y caracterizacidon de P(MPC)-GBocos-st-Bnos

En un vial de reaccién bajo atmédsfera de Ar se afiaden P(MPC) (70 mg, 0.02mmol), GBoc-SH (546.63
mg, 1.71 mmol), fenilmetanotiol (212.72 mg, 1.71 mmol) y THF seco (3 mL) como disolvente. Tras 20
min borboteando, se afiade 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (4.4 mg, 0.017 mmol), se introduce en
una caja con ldampara UV y se enciende la lampara a la vez que se agita a RT. Transcurridas 5h desde
el inicio de la reaccidn, se afiade DMPA de nuevo (4.4 mg, 0.017 mmol). Tras 8.5h, se seca con ayuda
del rotavapor y se precipita en metanol frio (2x50 mL).

Rendimiento: 47%

1H RMN (400 MHz, CDsCOCDs) & (ppm): 11.64 (9H), 8.53 (9H), 7.6-7.00 (80H), 5.16 (s, 2H), 4,32 (m,
102H), 1.47(162H), 1,27 (51H)

FTIR (KBr, v: cm™): 3338 (N-H), >3000(Csp2-H), <3000 (Csp-H), 2129 (C=C), 1756 (C=0), 1642 (C=C),
1250, 1125 (C-0)

4.11. Sintesis y caracterizacion de P(MPC)-Go.s-st-Bngs

En un matraz de fondo redondo se afiade P(MPC)-GBocos-st-Bnos (38.4 mg), DCM (9 mL) y TFA (1 mL)
y se deja reaccionando durante 18 h a RT. Tras la eliminacidn del disolvente a vacio, el aceite
obtenido se disuelve en EtOH y se precipita sobre éter frio (3x30 mL). Finalmente, se afiade agua
formdandose una suspensién y se liofiliza dando lugar a un sélido blanco.

Rendimiento: 52%
F-RMN: (376.5 MHz, CDs0D) & (ppm): -76.76 (1F)
FTIR (KBr, u: cm™): 3390 (N-H), <3000 (Csp3-H), 2130 (C=C), 1749 (C=0), 1246, 1135 (C-0)
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5. CONCLUSIONES

En este Trabajo de Fin de Grado se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacidon de una serie de
materiales obtenidos a partir de un carbonato ciclico derivado del bis-MPA. De acuerdo con los
resultados se puede concluir:

e La técnica de polimerizacion ROP de carbonatos ciclicos derivados de bis-MPA, empleando
TU/DBU como sistema organocatalitico, permite conseguir policarbonatos de forma
controlada si se evitan conversiones elevadas en las que empieza a observarse otras
distribuciones, previsiblemente debidas a reacciones andlogas a transesterificacién.

e Laincorporacién de hasta 2 grupos guanidina por unidad repetitiva mediante el uso de tioles
apropiados y la reaccién de tiol-ino puede lograrse forzando las condiciones de reaccion.

e Se ha llevado a cabo la funcionalizacién variando la proporcidn de grupos entrantes con dos
tioles diferentes. Tras esto se ha comprobado que no en todas las ocasiones ha tenido lugar
la funcionalizaciéon completa, ya que al aumentar el % de grupos hidréfobos derivados de
fenilmetanotiol, la reaccién no prosigue, ni aumentando el tiempo de reaccién ni por adicion
de mas fotoiniciador.

e Aungue se alimente una proporcién inicial en la funcionalizacién, la relaciéon final entre los
grupos guanidinio y los Bn-SH es diferente, favoreciéndose la entrada de Bn-SH.

e Para los polimeros con completa funcionalizacidon y mayor porcentaje de grupos guanidinio
los productos son facilmente dispersables en agua.

e Se ha realizado un estudio de la morfologia y tamafio de los agregados que forman los dos
productos dispersables en agua, observando en ambos la formacién de agregados esféricos,
si bien hay discrepancia entre los valores de TEM y DLS.

e Los primeros resultados en el grupo del Prof. M. Arruebo (CIBA) muestran que el polimero
P(MPC)-G presenta actividad bactericida que es el primer paso para futuras investigaciones
con este tipo de materiales.

En cuanto a los objetivos formativos, este TFG ha permitido mi formacidn en sintesis organica, en las
técnicas habituales de aislamiento y purificacion de compuestos orgdnicos estudiadas, ampliando los
conocimientos vistos sobre su aplicacidon en polimeros. También se ha conseguido una familiarizacién
tanto con las técnicas espectroscopicas (FTIR, RMN), como con los analisis de masas, ademas de
conocer otros métodos para caracterizar los materiales obtenidos como TEM, GPC o DLS.

Finalmente, la realizacién de este trabajo me ha permitido conocer mas de cerca la ciencia de
materiales y comprender todo lo que la quimica, y en concreto la quimica organica, tiene por aportar
a sus diferentes campos de aplicacién, como es en este caso el relacionado con la Salud.
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ANEXOS
ANEXO A: Espectros *H-RMN, °F-RMN, 3C-RMN, FTIR

1. Sintesis y caracterizacion del éster precursor :2,2-bis(hidroximetil)propionato de propargilo
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2. Sintesis y caracterizacidon de 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxano-2-ona (MPC).
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3. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)
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4. Sintesis y caracterizacion de bis(1,1-dimetiletilo)3,12-bis{[(1,1-dimetiletoxi)carbonillamino}-7,8-
ditio-2,4,11,13-tetraazatetradeca-3,11-dieno-1,14dioato (Di-(GBoc-SH))
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5. Sintesis y caracterizacién de GBoc-SH
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6. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)-GBoc
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7. Sintesis y caracterizacién P(MPC)-G
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8. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)-GBoco.75-5t-Bno.2s
I
j k
oo of! idh g g
GBoc=
O_N O
[o)@Ne} hig Acetona-Dg
o]
e hS‘GBoc/Bn
%ﬁ XN
Bn/BocG’S 9 Bn= U
d
k a+n
T o L — L [y v — QT
S & 2 S o R g
S—— % 3 S &8  Ss
11.5 110 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6. 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5 60 55
f1 (ppm)

Figura A20: Espectro *H-RMN (400 MHz, CD3sCOCD3) & (ppm)



O
O</U\O/\/‘/\/\O>H
17
ﬁ/S“GBoc/Bn
Bn/BocG.

rii

ri.o

r0.9

r0.8

r0.7

0.6

ro0.5

r0.4

0.3

Transmitancia (%)

\#

C-0

T T T
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Ndmero de onda(cm™')

Figura A21: Espectro FTIR (KBr) v: cm?

9. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)-Gg 75-st-Bno.2s
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Figura A25: Espectro FTIR (KBr) v: cm?

11. Sintesis y caracterizacién de P(MPC)-Gos-st-Bnos
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Figura A26: Espectro °F-RMN (376.5 MHz, CD30OD) & (ppm)
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Figura A27: Espectro FTIR (KBr) v: cm?
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ANEXO B: Curvas de GPC
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Figura B1: Cromatograma de GPC de a) P(MPC)19 y b) P(MPC)17
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Figura B2: Cromatograma de GPC de P(MPC)-GBoc

3. P(MPC)-GBocp 75-st-Bno.2s
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Figura B3: Cromatograma de GPC de P(MPC)-GBoco.75-St-Bno.2s
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Figura B4: Cromatograma de GPC de P(MPC)-GBoco.5-st-Bno.s

5. Comparacidn entre GPC de las diferentes funcionalizaciones
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Figura B5: Cromatograma GPC incluyendo todas las funcionalizaciones
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ANEXO C: TEM
1. P(MPC)-G

——————100nm ] P —

2. P(MPC)-Gg.75-st-Bno 25

Figura C1: Imagenes TEM de P(MPC)-G

Figura C2: Imagenes TEM de P(MPC)-Go.75-st-Bno.2s
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ANEXO D: TECNICAS Y EQUIPOS EMPLEADOS

- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén, flior y carbono (*H-RMN, °F-RMN,
13C.RMN)

Todos los espectros mostrados se registraron a temperatura ambiente en un equipo Bruker AV-400,
que opera a 400MHz para 'H, 376.5MHz para °F y a 100 MHz para *C. Se han usado como
disolventes CDCls, Acetona-Dsy Metanol-Da.

-Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Se prepararon todas las muestras en pastillas de KBr (1 %wt) y se midieron en el equipo Bruker
Vertex 70.

-Espectrometria de MS

Se realizd empleando equipos Bruker Microflex y las técnicas MALDI-TOF y ESI, usando como
disolvente DCM.

-Cromatografia de permeacion en gel (GPC)

Se llevd a cabo usando un equipo HPLC Walters Alliance 2695, equipado con un detector evaporativo
de dispersion de luz (ELS) Walters 2424 y columnas Waters Stryagel ® (7.8 x 300mm) HR2 y HR4,
empleando THF como eluyente con un flujo de 1.0 mL/min. La calibracién del equipo se realizd con
patrones de poli(metacrilato de metilo). Las muestras fueron preparadas disolviendo 2 mg del
polimero en 2 mL de THF (HPLC).

-Dispersion dindmica de la luz (DLS)

Las mediciones se realizaron empleando el equipo Malvern Instrument Nano ZS usando un laser He-
Ne con una longitud de onda de 633 nm, con cubetas de poliestireno desechables. La preparacion de
la muestra se realizé diluyendo con agua mili-Q hasta 0.1 mg/mL.

-Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Los estudios de TEM se realizaron en el Servicio de Microscopia Electronica de Materiales de la
Universidad de Zaragoza, empleando un microscopio electrénico de transmisidn de alta resolucion
Fei Tecnai T20 trabajando a 200kV. La preparacion de la muestra se llevé a cabo depositando 10 pL
de la disolucién de 1Img/mL de muestra sobre una rejilla de cobre con pelicula de carbono, y tras 30s,
se elimina el exceso de muestra no depositada por capilaridad con ayuda de papel de filtro.
Seguidamente se tifié la muestra con 10 pL de acetato de uranilo, y tras 30s se elimina el exceso de
manera analoga. Finalmente se dejan secar las rejillas a vacio y se lleva a cabo la medicidn. La
manipulacion del acetato de uranilo se realiza en el Centro de Investigacion Biomédica de Aragon
(CIBA), evitando asi los residuos radioactivos.
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