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ABREVIATURAS

DMF N,N-Dimetilformamida

DNA Acido desoxirribonucleico (Desoxyribonucleic acid)

DODAP 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio

DOTAP 1,2-dioleil-3-trimetilamonio-propano

DOTMA 1-(2,3-dioleoloxi)propil-N,N,N-trimetilamonio)

ESI lonizacién por Electrospray (Electrospray lonization)

Et,0O Eter

EtOAC Acetato de etilo

HRMS Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (High Resolution Mass
Spectrometry)

LNP Nanoparticulas lipidicas (Lipid nanoparticles)

Pd/C Paladio soportado sobre carbono

PEG Polietilenglicol

RMN Resonancia magnética nuclear

RNA Acido ribonucleico (Ribonucleic acid)

TBAB Bromuro de tetrabutilamonio

TEM Microscopia electrénica de transmisiébn (Transmission Electron
Microscopy)

THF Tetrahidrofurano

TOF Tiempo de Vuelo (Time Of Flight)

Respecto a Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

br Sefal ancha (broad)

COosy COrrelation SprectroscopY

DQF COSY Double Quantum Filtered COSY

d Doblete

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
Hz Hercio

J Constante de acoplamiento en RMN

m Multiplete

ppm Parte por millon

S Singlete

t Triplete



o Desplazamiento quimico

sept Septuplete



1. RESUMEN

En este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacion
de lipidos catidnicos para la posterior formacion de nanoparticulas lipidicas. Las
nanoparticulas lipidicas son sistemas moleculares capaces de encapsular el &cido
ribonucleico y tienen una gran aplicacion en el campo de la farmacologia, empleandose en
terapias contra el cancer y la vacuna contra el COVID-19. A lo largo del TFG se ha disefiado
y realizado la sintesis de estos lipidos, en los que su arquitectura estd compuesta por
diferentes cadenas alifaticas y distintas cabezas ionizables NHxR.x). Se han elegido cadenas
lineales con un ndimero creciente de atomos de carbono (12, 14, 16 y 18 carbonos). Una vez
finalizada la sintesis de los lipidos, se obtuvo el hidrocloruro, dado que es mas estable. La
parte final del proyecto en la que se preparan las nanoparticulas lipidicas se realizé en
colaboracién con un grupo de investigacion de la Universidad de Pais Vasco dirigido por el
Dr. José Luis Pedraz (estudios preliminares).

En esta memoria, se comienza presentando las aplicaciones de estas moléculas y los
sistemas que forman. Posteriormente, se plantean los objetivos del trabajo y se discute el
proceso de sintesis de los &cidos grasos. A continuacion, se detallan las conclusiones y en la
parte final del trabajo se incluye la parte experimental en la que se refleja toda las etapas

sintéticas y la caracterizaciéon de las especies.



2. ABSTRACT

The synthesis and characterization of cationic lipids has been carried out in this Final
Degree Project for the subsequent formation of lipid nanoparticles. Lipid nanoparticles are
molecular systems that encapsulate ribonucleic acid (RNA) and have a wide application in the
field of pharmacology, such as various cancer therapies and the COVID-19 vaccine.
Throughout this project, the synthesis of these lipids has been developed whose architecture
is composed of different aliphatic chains and ionizable heads NHxR@3x). Linear chains have
been chosen so that they possess an increasing number of carbon atoms (12, 14, 16 and 18
carbons). Once the lipid synthesis is finished, its corresponding hydrochloride is obtained given
that it is more stable. The final stage of the study deals with the lipid nanopatrticles preparation
and has been carried out in collaboration with a research group from the University of the
Basque Country led by Dr. José Luis Pedraz (preliminary studies).

In this dissertation, we begin by presenting the applications of these molecules and the
systems they form. Subsequently, the aims of this project are stated and the process of
synthesis of fatty acids is discussed. Then, the conclusions are detailed, and the final part of
the project includes the experimental part in which all the synthetic stages and the

characterization of the species are reflected.



3. INTRODUCCION

Los acidos desoxirribonucleico (DNA) y ribonucleico (RNA) son los principales tipos de
acidos nucleicos esenciales para la vida. La mayoria de las moléculas de RNA son cadenas
compuestas por ribonucleétidos, que contienen un grupo fosfato, ribosa y una base
nitrogenada que puede ser adenina, citosina, guanina o uracilo' Hay varios tipos de RNA,
incluyendo el mMRNA (mensajero) que traduce la informacion genética del DNA a proteinas.
Por otro lado, también existen otras moléculas de RNA que no codifican dicha informacion
genética, tales como rRNA (ribosémico), tRNA (de transferencia), microRNA o siRNA (small
interfering). El siRNA, por ejemplo, inhibe la expresion genética en células de mamiferos e

induce la degradacién del mMRNA complementario.

Gracias al riguroso estudio y comprension de este tipo de moléculas a lo largo de la ultima
década, el RNA ha resultado ser una potencial herramienta en el desarrollo de nuevos
tratamientos contra diversas enfermedades. EI mRNA se emplea en farmacologia para
transferir un mensaje genético a las células del paciente con el fin de prevenir una
enfermedad. En comparacién con otras biomoléculas, como los plasmidos de DNA o las
proteinas recombinantes, el RNA presenta una serie de beneficios. Para empezar, el RNA es
mas seguro dado que se sintetiza en un sistema libre de células.? Ademas, el RNA no necesita
penetrar en el ndcleo de la célula dado que cumple su funcién en el compartimento
citoplasmatico. Finalmente, su produccién es relativamente simple, rapida y econdmicamente
viable dado que se sintetizan sin medios celulares y su preparacion se puede realizar en

condiciones estandares y controladas.?

Para incrementar el potencial terapéutico del RNA, las nanoparticulas de lipidos son los
sistemas de encapsulamiento lideres tanto en su liberacion como su activacion. En su
ausencia, dicho RNA es susceptible a la hidrdlisis y poco estable. Estos sistemas no son
téxicos y han demostrado un efecto antitumoral en estudios preclinicos y clinicos. Han sido

utilizados en terapias contra el cancer y vacunas, como la vacuna contra el COVID-19.4

Tras el éxito de la vacuna contra el COVID-19 basada en nanoparticulas lipidicas, esta
tecnologia ha avanzado muy rapido. Un campo de estudio emergente es la sintesis de nuevos
componentes lipidicos para la construccién de nanoparticulas capaces de encapsular RNA,
que puedan prolongar la actividad del RNA, mejorar la selectividad celular y potenciar la
inmunogenicidad. ' Otro posible ambito de estudio es la relacion entre la estructura de los
componentes lipidicos y las propiedades finales de la nanoparticula, para lo que es necesario

disponer de diferentes lipidos.



3.1. Nanoparticulas de lipidos para liberacion de mRNA: Organizacion

estructural

La encapsulacion del mRNA es esencial para aprovechar al maximo su poder terapéutico,
protegiéndolo de la degradacion extracelular y promoviendo la captacion celular de forma
simultanea. Para llevar a cabo la encapsulacion, protecciéon y transfeccion del mRNA, los
nanomateriales que contienen grupos amina son utilizados comunmente como plataformas
no virales. Por tanto, las formulaciones basadas en lipidos se encuentran entre las

herramientas mas desarrolladas para la liberacion de mRNA.

Las primeras nanoparticulas en desarrollarse fueron los lipoplexos: liposomas que
contienen un lipido catidnico sintético capaz de interaccionar electrostaticamente con las
cargas negativas de los fosfatos de las cadenas del mRNA. Sin embargo, estas moléculas
presentaban problemas tales como inestabilidad o poca eficiencia de transfeccion, por lo que
se abandond la investigacion por esta via. Posteriormente, se demostré que los lipoplexos
con DOTMA (cloruro de [1-(2,3-dioleoloxi)propil-N, N, N-trimetilamonio) o DOTAP (1,2-dioleil-3-
trimetilamonio-propano) entre los componentes de su formulacion, eran capaces de proteger

el mRNA de ribonucleasas extracelulares y liberar el mMRNA en el interior celular (Figura 1).

07 KN DOTMA

Figura 1. Estructuras de DOTAP y DOTMA.

Una formulacion tipica de nanoparticulas lipidicas para encapsular el mRNA polianionico
(también denominadas LNP’s (lipidic nanoparticles)) se compone, entre otros, de lipidos
sensibles al pH o de lipidos catibnicos con aminas terciarias o cuaternarias. También
contienen un fosfolipido neutro, colesterol y polietilenglicol (PEG). La superficie externa de las
nanoparticulas se compone de lipidos PEG, que estan unidos a las cabezas lipidicas. Estos
lipidos controlan el tamafio de la particula y actuan como barrera estérica, por tanto, previenen
de la agregacion de las LNP’s y mejora su estabilidad. Ademas, el peso molecular de los PEG,
las cadenas alquilicas de los lipidos a los que van anclados y la densidad de los PEG en la
superficie de la LNP pueden modular las propiedades de las LNP’s y por tanto ejercer una

gran influencia en la actividad el RNA.?



3.1.1. Interacciones de las LNP’s con el mRNA

Los lipidos catidnicos son moléculas anfifilicas consistentes en la uniéon entre un grupo
cargado positivamente y cadenas alquilicas hidrofébicas, que en medios acuosos se
organizan espontaneamente en distintos tipos de agregados (por ejemplo, micelas). Gracias
a los grupos amino cationicos, interaccionan electrostaticamente con los grupos fosfato
cargados negativamente de las moléculas de mRNA, permitiendo que se queden atrapadas

en las nanoparticulas.

Aparte de que los lipidos protegen al mMRNA de su posible degradacion y forman complejos
con los acidos nucleicos, poseen propiedades inmunogénicas debidas a la interacciéon con
componentes inmunes (sirven como adyuvantes inmunes que mejoran la inmunogenicidad de
las formulaciones). Esta actividad ha sido atribuida a la superficie cargada positivamente y su

habilidad para interaccionar y estabilizar antigenos por interacciones idnicas.®

3.1.2. Modelos de organizacion estructural de los complejos LNP’'s-mRNA

A diferencia de los liposomas, algunos estudios han demostrado que las LNP’s presentan
simultaneamente lipidos y agua en el nucleo.® Dependiendo de la aplicacion de las LNP’s, la
estructura y composicion exactas pueden variar. Por ejemplo, para las formulaciones
empleadas en las vacunas, la fraccién de mRNA con respecto a la de lipidos es muy baja. Se

han propuesto tres modelos para la estructura de los complejos mMRNA-LNP’s © (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de mRNA-LNP’s y siRNA-LNP’s.”

El primer modelo consiste en una vesicula multilamelar (Figura 2a). EI complejo esta
formado por multiples capas concéntricas de tal forma que la mas externa esta formada sélo
por lipidos, y a continuacion se van alternando capas que contienen el mMRNA en medio acuoso

y capas lipidicas.’
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En la actualidad, las investigaciones se han decantado mas por otros dos tipos de
modelos, en los que las nanoparticulas tienen una capa superficial y un niucleo amorfo. En
uno de estos modelos (Figura 2b), el nucleo esta nanoestructurado, presentando nucleos
hidrofobicos rodeados de capas de PEG. El nucleo se compone de lipidos catiénicos
invertidos que se separan por poros de agua durante la sintesis de LNP’s, junto con colesterol

y otros lipidos ionizables dispersados homogéneamente.’

El otro modelo destacable, es un modelo con el nucleo homogéneo (Figura 1¢), con todos
los surfactantes dispersos homogéneamente en la particula formando una capa fina y el
interior compuesto de pequefias micelas invertidas que forman “bolsillos” de agua. En este

caso, el mRNA esta disperso homogéneamente alrededor de la estructura.’

3.2. Liberacion del mRNA por las nanoparticulas lipidicas

En un entorno acido, las LNP’s catiénicas forman complejos estables con los acidos
nucleicos. Sin embargo, en condiciones neutras, las LNP’s son neutras y por tanto
interaccionan peor con los componentes del suero. Una vez que los complejos mRNA-LNP
llegan a la membrana celular, los fosfolipidos catidénicos se fusionan con ella y la
desestabilizan, promoviendo la entrada del complejo a la célula (Figura 3). Una vez en el
interior de la célula, el complejo es almacenado por endosomas y como el ambiente de estos
acidifica los lipidos ionizables, se permite la fusidon con los lisosomas primarios de la
membrana. La integridad de la LNP se ve alterada, liberandose el mMRNA que directamente va
a la sintesis de proteinas.8 Este mecanismo indica la necesidad de disponer de lipidos

ionizables sensibles al pH, como por ejemplo aminolipidos.
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Figura 3. Proceso de liberacion de mRNA en la célula.’

3.3. Técnicas de preparacion de LNP’s
El uso de sistema LNP para la liberacion de farmacos, especialmente los genéticos, es
una tecnologia relativamente madura. Su procesado y almacenamiento son delicados: su

estabilidad es de un afo aproximadamente a muy bajas temperaturas para evitar la adsorcion
de proteinas del suero.

La introduccidn de lipidos cationicos ionizables, como el 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio
propano (DODAP), combinada con la adicion de etanol, ha dado lugar a métodos que
consiguen alta eficiencia con baja carga superficial. Los DODAP tienen un pKa menor que 7,
por lo que se pueden emplear especialmente para una encapsulacion eficiente de polimeros
cargados negativamente en LNP a bajo pH, donde los lipidos ionizables estan cargados

positivamente.®

Para su preparacién (Figura 4), primero, se mezclan los lipidos ionizables con los demas

lipidos ayudantes (PEG, colesterol, etc) y los oligonucleétidos en presencia de altas

concentraciones de etanol. Esto da lugar a una gran cantidad de LNP de diametro pequeno

encapsulando acidos nucleicos. Para eliminar el etanol, la dispersion de LNP’s se tampona a

12



pH 4 y después a pH 7.4 para elevar el pH a valores fisioldgicos.10 El material resultante se

liofiliza para obtener las nanoparticulas aisladas.
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Figura 4. Esquema de preparacion de nanoparticulas lipidicas.

3.4. Complejos MRNA-LNP’s en la vacuna contra el COVID-19

Como se ha mencionado al comienzo de la introduccién, las principales aplicaciones para
este tipo de nanovesiculas son de tipo farmacoldgico. La mas popular hoy en dia es la vacuna
contra el COVID-19. Uno de los obstaculos que se ha encontrado a la hora de desarrollar y
distribuir esta vacuna es su estabilidad, dado que tiene que mantenerse a temperaturas muy

bajas (2-8 °C) y es estable durante un periodo inferior a un afio.”

3.4.1. Estabilidad de los complejos mMRNA-LNP’s

Existen diversas formas a través de las que se pueden degradar las moléculas de mRNA.
Puede ser por degradacién quimica (oxidacion o hidrolisis) o fisica (desnaturalizacion del
mRNA). La hidrdlisis afecta principalmente a los grupos fosfodiéster que forman la cadena de
RNA, como se muestra en la Figura 5."" Por otro lado, la oxidacion afecta a las bases

nitrogenadas y altera la estructura secundaria del mMRNA."
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Figura 5. Hidrélisis intramolecular del enlace fosfodiéster en RNA."

En resumen, las moléculas de mRNA por si solas son muy poco estables y aguantan
escasos dias a 4 °C sin sufrir procesos de degradacion. Sin embargo, el mMRNA dentro de la
LNP esta protegido por los lipidos ionizables a través de interacciones hidrofébicas,
electrostaticas y enlaces de hidrégeno. Por esto, el MRNA encapsulado es mucho més estable

gue en un medio acuoso.®

3.5. Aplicaciones en inmunoterapia contra el cancer

La inmunoterapia contra el cancer es el campo con la historia mas larga de investigacion
del RNA en farmacologia. Las terapias con acidos nucleicos son muy prometedoras contra el

cancer de higado y otras enfermedades, dada su alta eficacia y selectividad.'?

El mRNA regula la expresion genética afectando en una serie de procesos bioldgicos
propios del cancer que comprenden la proliferacion, apoptosis, angiogénesis, invasion y

metastasis. Por tanto, el mRNA puede actuar como supresor de genes tumorales.'

Sin embargo, la liberacion de RNA todavia se enfrenta a una serie de retos con respecto
a la comprension y control de la liberacion a genes especificos. Se han hecho progresos muy
significativos en liberacion hepatica, por ejemplo, se han desarrollado LNP’s que identifican
selectivamente los 6rganos controlando la liberacion de RNA al higado o a los pulmones.
Comprender el destino celular de las LNP’s en el érgano es importante en el contexto
terapéutico dado que puede provocar efectos adversos o ineficacia a la hora de suministrar el

farmaco."?
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4. OBJETIVOS

En este Trabajo de Fin de Grado se busca como objetivo general una metodologia
adecuada y general para la sintesis de lipidos catidénicos basados en aminas que
posteriormente se puedan emplear en la formacion de nanoparticulas lipidicas que
encapsulen material genético. Este trabajo se enmarca dentro de una nueva linea de
investigacion del grupo orientada a la obtencion de nanoparticulas lipidicas que encapsulen

MRNA de forma mas selectiva.

Para obtener estas moléculas objetivo y lograr la consecucion de este objetivo general,

se han planteado los siguientes objetivos especificos:

- Disefnar una ruta de sintesis eficaz para los compuestos objetivo.

- Probar la sintesis con diferentes longitudes de cadena, de doce, catorce, dieciséis y
dieciocho atomos de carbono.

- Optimizar todos los pasos sintéticos.

- Caracterizar todos los compuestos obtenidos.

- Testear alguno de los lipidos respecto a la formacién de LNP’s.

15



5. DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se describe la metodologia sintética y los resultados obtenidos
experimentalmente, asi como su discusion. La arquitectura general de los lipidos ionizables
objetivo se muestra en el Esquema 1a. Es una estructura versatil que nos permite introducir
dos tipos de modificaciones que pueden afectar a la encapsulacion de mRNA: diferentes
cadenas alifaticas R (que variaran las propiedades lipofilicas del compuesto final) y distintas
cabezas ionizables/iénicas NHxR’s.x) (qQue permiten modular la parte ionizable/iénica del
lipido). Las posibles rutas sintéticas dependen principalmente del grado de sustitucion de la
amina. Para el caso de aminas primarias y secundarias, la ruta seria la misma y es en la que
nos hemos centrado (Esquema 1b). Respecto a las cadenas R, por simplicidad hemos elegido

cadenas lineales con un nimero creciente de atomos de carbono (12, 14, 16 y 18 carbonos).

a)
RO/\/\NHXR'@_X)
OR
R = alquilo R' = Metilo

Proteccién del Desproteccion
O/Y\OH grupo -OH O/Y\OBn del diol HO OBnN Alquilacion RO OBn
S T S8 T e e 0T

3 4aR = C12H25
4bR = C14H29
4cR = C16H33
4dR = C18H37

Hidrogenolisis

Conversioén de

Sustitucion un buen grupo
RO/Y\NHXR'@.X) nucledfila RO/\/\X salien%e RO/\/\OH
- B S—

OR OR OR
6a R = CqoHqs5, X = Br 5a R = Cq3Hzs
8R=CqoH 12H25,
12M125 6bR = C14H29, X = Br 5bR = C14H29
6¢c R = CqgH33, X = Br 5¢ R = CqgH33
7TR= C12H25, X =OMs 5dR = C18H37

Esquema 1. Arquitectura general de lipidos catiénicos ionizables (a) y esquema de sintesis (b).

La estrategia racional que hemos disefiado para la sintesis de los lipidos ionizables
que posteriormente formaran parte de las nanoparticulas lipidicas se lleva a cabo a partir del
solketal (1), una molécula que contiene en su estructura un alcohol y un acetal que protege
un diol. El primer paso es una proteccion de dicho alcohol como éter bencilico, seguido de la
hidrélisis del acetal en medio acido. Al romper el acetal se genera el 1,2-diol (3), a partir del

cual se forman los éteres alquilicos (4). Una vez formados, se procede a desproteger el éter
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bencilico mediante hidrogenacion catalitica heterogénea. El siguiente objetivo es sustituir el
alcohol por una amina secundaria, pero como el OH es mal grupo saliente, es necesario
transformarlo en otro grupo funcional que si sea buen grupo saliente como el metanosulfonato
o el bromuro. A partir de estos, se produce la sustitucién nucleofilica con dimetilamina para
obtener el compuesto final (8). Este compuesto final se hace reaccionar con cloruro de
hidrogeno, para obtener el hidrocloruro correspondiente, que es mas estable. Una vez
obtenido, sera empleado para preparar las nanoparticulas lipidicas que encapsulen el RNA.
Esta parte final del proyecto se ha realizado en colaboracion con un grupo de investigacion

de la Universidad del Pais Vasco dirigido por el Dr. José Luis Pedraz.

5.1. Sintesis de 3-(benciloxi)-1,2-propanodiol
El primer objetivo es sintetizar el diol (3), que es el reactivo comun al que vamos a
introducir las diferentes cadenas alquilicas de doce, catorce, dieciséis y dieciocho carbonos.
El compuesto inicial es el solketal (1), que es un reactivo comercial. El primer paso que se

debe realizar es la proteccion del alcohol del solketal (primera reacciéon del Esquema 1b).

La proteccion consiste en la conversion del alcohol en un éter bencilico mediante una
reaccion Sn2 del alcéxido sobre un alquilo primario con un buen grupo saliente, en este caso
bromuro de bencilo. Como base se ha usado hidruro de sodio, que es una base muy fuerte.
Primero se hace reaccionar el NaH con el solketal para formar un ién alcéxido que es mucho
mejor nucledfilo que el grupo -OH. Es una reaccidon exotérmica con aparicion de burbujas
(hidrogeno), por lo que hay que realizarla en bafio de hielo y atmdsfera inerte. Después se
afade la disolucién de bromuro de bencilo para que se produzca la sustitucion. Tras una
extraccién con éter y lavado con cloruro de sodio, se pudo obtener el derivado 2 sin necesidad

de mas purificacion.

Cuando se ha protegido el alcohol, el siguiente paso es romper el acetal ciclico,
mediante la adicion de acido acético a temperatura elevada para liberar el diol (3). Hay que
tener cuidado con el pH antes de la extraccion (neutralizar con bicarbonato sddico), puesto
que, si se afiade un exceso, se generan los alcoxidos que podrian transferirse a la fase acuosa

en la extraccion, dificultando la purificacion.

Br
O/Y\OH . /Y\ /\@ HACO HO/\/\O
)TO THF DMF H,0 OH
1 RT, 48 h 65°C, 12 h
3
rendlmlento 99% rendimiento 74 %

Esquema 2. Proteccion del grupo alcohol y posterior ruptura del acetal del solketal.
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La obtencion de este producto, que servirdA como reactivo de partida para la
introduccion de las diferentes cadenas alquilicas, requiere de una etapa final de purificacion
que se realiza mediante cromatografia en columna. Se obtuvieron buenos rendimientos tras

esta purificacion (74%).

5.2. Sintesis de éteres alquilicos (4)
El siguiente paso de nuestra ruta sintética es la obtencion de los alcoholes con los
éteres alquilicos (5)."® De nuevo, el proceso consta de dos etapas (Esquema 2), la primera es

una reaccién de eterificacion y la segunda la desproteccion del OH.

La reaccion de formacion de los éteres es de nuevo una sustitucion nucledfila Sn2. Las
mejores condiciones fueron emplear DMF como disolvente, NaH como base (es una base
muy fuerte y no interacciona con el resto de la molécula) y el bromuro correspondiente como
substrato. En este caso fue necesario utilizar bromuro de tetrabutilamonio (TBAB), que es un
catalizador de transferencia de fase e incrementa la solubilidad de especies i6nicas en

disolventes organicos, haciendo que la reaccién transcurra mucho mas rapida.

La mezcla resultante se extrae con diclorometano y se lava con cloruro sodico, para
eliminar el exceso de NaH y las sales formadas. Esta extraccién se complicd, dado que
cuando hacia mas frio se formaba un precipitado blanco en la interfase que dificultaba la
extraccion. El precipitado podria ser nuestro producto, que presentara un punto de fusion bajo
(se observd que a medida que las cadenas eran mas largas, la aparicién de precipitado era
mayor, asi como que al realizar la extraccién en dias mas frios la complicacién era mayor que
en dias mas calurosos, cuando podia extraer sin problema). Para solucionarlo, primero se
optd por dejar un par de horas para que se estabilizaran las fases o a realizar la extraccion en

caliente.

La purificacion final se llevd a cabo en cromatografia en columna con gel de silice
como fase estacionaria. Para la fase movil se probd con mezclas de hexano/EtOAc 1:15 y
1:20, y se vio mediante TLC que la separacion mejoraba con la mezcla 1:20. En la purificacion,

disminuyo ligeramente el rendimiento.

Una vez mas, se observé que a medida que aumentaba la longitud de las cadenas
alquilicas, el producto puro se solidificaba con mas rapidez, de hecho, el compuesto (4d) era
sélido, dado que las cadenas hidrocarbonadas eran de dieciocho carbonos, mientras que el

(4a) (con cadenas de doce) era un aceite.
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Cs szso/\/\o
n-C12H2sBr, OC1oHas H,, Pd/IC C12H250/\/\OH

MeOH
4a rendimiento 54 % RT, 24 h

n-C14Hngr C14H290/\/\O/\© Ho, Pd/C C14H290/\/\
e

OH TBAB

4b imi 9 RT, 24 h L.
HO/Y\O/\© NaH rendimiento 47 % 5b rendimiento 96 %

3 R'Il?l\‘qlg h n-CgH33Br C16H33O/\/\o H,, Pd/C C16H330/Y\OH
' s OC+6Ha33 AcOEUMeCH OC1gHss
4c rendimiento 63 % RT, 24 h

Hz, PdIC — C,gH5,0 OH
—
n-C1gH37Br C18H37O/\/\O AcOEt/MeOH /\/\
18H37 OCaH ST 241 OCqgHay
> 181137 y

OCyoHs
5a rendimiento 98 %

OC14Hpg ACOEUMeON OC14Ha9

5¢ rendimiento 80 %

4d rendimiento 52 % 5d rendimiento 94 %

Esquema 3. Sintesis de éteres alquilicos y posterior desproteccién del alcohol.

Una vez sintetizados los éteres alquilicos (4), se procedié a desproteger el alcohol.
Esto se realiz6 mediante hidrogenolisis del éter bencilico,’® utilizando como catalizador
paladio sobre carbono, por lo que se trata de una catalisis heterogénea. La hidrogenacion se
llevé a cabo introduciendo Hz, mediante unos globos en el matraz Schlenk. En esta reaccién,
es importante que la agitacién sea fuerte para que haya la maxima cantidad de hidrégeno
posible en contacto con la suspensién. Como disolvente, se emple6é en todos los casos

metanol, dado que era necesario que hubiera un medio prético.

Para obtener el compuesto (5a) no hubo problemas al llevar a cabo la hidrogenacion
catalitica, pero a medida que aumentaba el numero de carbonos de las cadenas alquilicas de
los compuestos, los substratos de partida se disolvian peor en metanol, con un dramatico
descenso de la conversion (ver la Figura 6). Este hecho motivé que hubiera que sustituir el
metanol por otro disolvente como el acetato de etilo. El problema ahora fue que al haber
ausencia de un medio proético, no se observé reaccion. Por ultimo, se probaron mezclas de
metanol y acetato de etilo. En los compuestos con cadenas alquilicas mas largas se
necesitaba afiadir mas acetato de etilo, con un incremento de la conversion de la reaccion

(ver la Figura 7).
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Eter bencilico Eter bencilico  Producto
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Figura 6. Espectros apilados de "TH RMN (400 MHz, CDCI3) del crudo de reaccion para los casos 5a, b y c,
empleando tnicamente MeOH como disolvente (el resto de condiciones de reaccién como tiempo, temperatura,

concentracion, etc se mantuvieron constantes).

Eter bencilico Eter bencilico

s

LR S L S S e S S e s S T LR S A S S S e B e S e
80 7.9 7.8 77 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 69 68 67 47 4.6 45 4.4 3.8 37 36 35 3.4 33 32 17 1.6 1.5 14 13 1.2 1.1 1.0 09 08
1 (ppm)

Figura 7. Espectros apilados de '"H RMN (400 MHz, CDCIs) de la reaccion 5¢ empleando diferentes
disolventes: (a) en MeOH/AcOEt y (b) en MeOH (el resto de condiciones de reaccion como tiempo, temperatura,

concentracién, etc se mantuvieron constantes).

Para la sintesis del compuesto (5d), la reaccion se llevo a cabo con bastante cantidad
de acetato de etilo. Aun asi, pasadas 24 horas de reaccién (que es el tiempo promedio de
reaccion para el resto de casos) la reaccién no habia sido completa. En este caso no fue por
problemas de solubilidad (el sustrato estaba totalmente disuelto), por lo que se rellenaron los

dos globos de H: y se dejo otras 24 horas reaccionando. Por tanto, para la hidrogenolisis del
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éter bencilico del compuesto (5d) hubo que variar las condiciones de reaccién aumentando

hasta 48 horas el tiempo de reaccion y afiadiendo un mayor exceso de Ho.

Una vez transcurrida la reaccion de hidrogenacion, la purificacion del compuesto final
consistioé en una filtraciéon en tierra de diatomeas para eliminar el Pd/C empleado en la reaccion
catalitica. En el caso del compuesto (5a) la filtracion fue sencilla y se realiz6 lavando con
acetato de etilo, obteniéndose un sélido blanco tras eliminar el disolvente en el rotavapor. Pero
en el caso de los compuestos (5b), (5¢) y (5d), los compuestos obtenidos no eran tan solubles
en acetato de etilo y se obtuvieron escasos miligramos del producto final. Para solucionarlo,

la filtracion se realizé con diclorometano en caliente.

Esta reaccion no requirié de purificacion en columna y los rendimientos obtenidos tras

las purificaciones con las condiciones optimizadas fueron buenos (80-98%).

5.3. Sintesis de 2,3-bis(dodeciloxi)-N,N-dimetil-1-propanamina
Para llegar al compuesto final (8) del Esquema 1b, primero hay que realizar una
trasformacion del grupo alcohol de la molécula en otro que sea un buen grupo saliente, dado
que el -OH es muy mal grupo saliente y no reaccionara bien con la dimetilamina (nuestro
nucledfilo). Se propusieron dos opciones de grupo saliente: bromuro y mesilo

(metanosulfonato).

5.3.1. Grupo saliente: bromuro

La primera opcion en realizarse fue una Sn2 en la que se sustituye el -OH por bromo."”
Las condiciones de reaccion que se utilizaron fueron CBrs y PPhs como reactivos, y el
disolvente empleado fue diclorometano, dado que era en el que los reactivos eran solubles,
como se habia observado previamente en la hidrogenacion. El procedimiento experimental se
llevd a cabo en un Schlenk, en el que previamente se habian anadido una mezcla del alcohol
junto con el tetrabromuro de carbono disueltos en diclorometano. Por otro lado, en un matraz
se disolvid la trifenilfosfina en diclorometano y se afadi6 gota a gota sobre el Schlenk. Este
ultimo proceso se debe hacer a una temperatura inferior a 15 °C y es importante afiadir la
trifenilfosfina lentamente (durante un periodo de 30 minutos aproximadamente), dado que si

no se formaria bromuro de trifenilfosfina en exceso.

La trifenilfosfina cumple dos funciones: activaciéon del CBr4 y transformacién del OH en
mejor grupo saliente para que sea sustituido posteriormente por el ion bromuro mas
facilmente. EI mecanismo se muestra en el Esquema 3. Primero el CBrs reacciona con la
trifenilfosfina, dando lugar a CBrs" y BrPPhs". Se produce una desprotonacion del alcohol y
como subproducto se forma CHBrs. Posteriormente, el alcoxido ataca al bromotrifenilfosfonio,

formandose el alcoxitrifenilfosfonio. Finalmente, se lleva a cabo el ataque nucleofilico del
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bromuro sobre el carbono que soporta el alcoxido, dando como productos finales el bromuro

+ +/_\
e e o o () EE oo

Cy2H250 O_/ OC12Mzs
OC1zHzs

alquilico y oxido de trifenilfosfina.

D e G

5 Y4
N 95

P=0 + C12H250 Br -
@ OCy2Hzs WZHQSO/\K\

OCyzHzs

Esquema 4. Mecanismo de reaccién para la sustitucion del alcohol por bromo, utilizando de ejemplo la

sintesis del compuesto (6a).

La masa de reaccién obtenida se lavé con hexano y se decanté el liquido, dado que el
producto deseado es soluble en hexano. Por otro lado, quedd un residuo sélido insoluble en
hexano. Se comprobé por '"H RMN que era el 6xido de trifenilfosfina que se habia formado
como subproducto de la reaccién (Figura 8). Hubo que centrifugar tras el lavado, para eliminar

todos los restos del sdlido en suspension.

Jn I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
825 820 815 810 805 800 795 790 7.85 7.80 775 770 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 735 730 725 720 7.1
f1 (ppm)

Figura 8. Espectro ampliado de 'H RMN (400 MHz, CDCIls) del sdlido obtenido en las sintesis de los
compuestos (6a), (6b) y (6c).

22



En esta reaccion se utilizaron los compuestos (5a), (5b) y (5¢), tal y como se indica en
el Esquema 5. En todos los casos, los rendimientos obtenidos por este método fueron
cuantitativos. Una desventaja de esta estrategia es la etapa de extraccion del producto, dado

que el procedimiento de lavado es complicado.

CBF4, PPh3

C12H250/Y\OH CH20|2 2 C12H250/Y\BI"
OCq2H2s RT, 12h OCyzH2s

5a 6a rendimiento 93 %

CBry4, PPhs

C14H290/Y\OH — oL > C14H290/Y\Br
OCy4Hog RT, 12h OC4Hag

5b 6b rendimiento 99 %
CigHan0” Y OH ST e CrgHyg0” Y B
OC1gH33 RT, 12h OC1gH33

5¢c 6¢ rendimiento 90 %

Esquema 5. Sintesis de los compuestos (6a), (6b) y (6¢).

5.3.2. Grupo saliente: metanosulfonato
La segunda propuesta fue emplear un metanosulfonato como grupo saliente. Para la
sintesis del compuesto (7) se afadié una base al alcohol (5a), que en este caso fue
trietilamina, y posteriormente el cloruro de mesilo. La reaccién se realiza a 0 °C y dura dos
horas. Se utiliza una base para desprotonar el alcohol y que este ataque al sulfonato. Una vez
finalizada la reaccion, se lava con bicarbonato sédico y cloruro de sodio, obteniéndose el

derivado deseado cuantitativamente sin necesidad de purificacion adicional.

MsCI, NEt;
C12H250/\OC\|_C|)H W C12H250/\Oi\HOMS
1225 0°C,2h 1225
5a 7 rendimiento 39 %

Esquema 6. Sintesis del 1-propanol-2,3-bis(dodeciloxi)-1-metanosulfonato (7).

5.3.3. Sintesis de 2,3-bis(dodeciloxi)-N,N-dimetil-1-propanamina

Para llevar a cabo la obtencion del compuesto objetivo (8), se partié de los compuestos
(6a) y (7). La reaccion (dura dos dias y se hace a 80 °C) presenta una serie de complejidades
que fue necesario resolver. La dimetilamina es un reactivo muy volatil y suele ir acompanada
de agua. En las primeras pruebas, se hizo la reaccion en un matraz esférico, pero no fue bien
en términos de rendimiento, asi que se probd a hacer en un Schlenk y el rendimiento mejoro.
El volumen de reaccion era muy pequefio con respecto al volumen total del matraz, por lo que
la amina probablemente paso a fase gas. Sin embargo, en el caso del Schlenk, el espacio de

cabeza era muy inferior, lo que mejoré el proceso. Como disolvente se empled etanol seco.
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Es importante que sea en seco porque en este caso el agua es un nucledfilo competitivo

menos volatil que la amina.

Con respecto a los grupos salientes empleados, hubo mejores resultados con el
metanosulfonato. Se observan en el "H RMN menos subproductos que en el caso del derivado
bromado. Por tanto, si se realiza a partir del compuesto (6a) seria necesaria la purificacién

por columna cromatografica y se perderia rendimiento en el proceso.

Al obtener el compuesto (8) se observaban dos fases en su composicién, una sélida y
otra liquida. El '"H RMN que se realizd para comprobar la reaccion mostraba algunas
impurezas, aunque menos que si se realizaba a partir del compuesto (6a). Para purificar el
producto, se hizo una extraccion disolviendo todo en diclorometano y lavando con una
disolucién saturada de bicarbonato sodico. Con esto eliminamos todas las impurezas, como

se puede observar en el '"H RMN de la Figura 9 y en el HRMS de la Figura 10.

T et Nl B e SN

5 59{
6.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
37 36 35 34 33 32 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 1.3 12 11 1.0 09 08 0.7
f1 (ppm)

Esquema 7. Espectro ampliado de "H RMN (400 MHz, CDClI3) del compuesto final (8) obtenido.
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Figura 9. Espectro de masas del compuesto (8).

5.4. Formacion de nanoparticulas lipidicas
Como ultimo paso de la ruta sintética, se prepar6 el hidrocloruro correspondiente del
derivado (8). Al adicionar (8) sobre una disolucién de HCI en éter, precipita un sélido blanco
que es la sal de amonio. Tras filtrar y lavar con éter, se obtiene el producto final bastante puro,

en una forma estable y con buen rendimiento.

Cr
HCl en Et,0 +

C12H250 NMe2 —_— C12H25O HN
/\OCH RT, 24 h LS
12H25 OCyzHas

8
Esquema 8. Formacion del hidrocloruro final del lipido ionizable (8).

El hidrocloruro del lipido obtenido es el que posteriormente se ha empleado en la
formacion de nanoparticulas lipidicas, de las que se ha hablado previamente en la
introduccion. Las nanoparticulas fueron preparadas por nuestros colaboradores de la
Universidad del Pais Vasco y se obtuvieron tal y como se ha indicado en la introduccion. La
composicion de la formulaciéon preparada para la evaluacion de las propiedades de las LNP’s
fue de un 50% del lipido (8), 38% de colesterol, 10% de DPPC y 2% del lipido DMG-PEG2K

para la fase lipidica, y una disolucion de mRNA en un tampon &cido acuoso (Figura 10).
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Colesterol (38 %)

H3C
CH
CH CH3
CHs,
HO
Lipido catidnico ionizable (50%) DPP (10 %)

2 i

cr /\/\/\/\/\/\/\)J\ e

g 07X 07 O~
OC12H25 \/\/\/\/\/\/\/\n/

(0]
DMG-PEG2K (2 %)

/\/\/\/\/\/\)LO/\/\O{/\/OJL/\O/
\/\/\/\/\/\/\Ifo

0]

Figura 10. Componentes de la formulacion testada para la obtencion de LNP’s.

Una vez obtenidas las LNP’s, se midi6 su tamafio por microscopia TEM (Figura 11 a).
Finalmente, se realiz6 una prueba de transfeccién en células CuFi-1 (células epiteliales de un
paciente con fibrosis quistica) (Figura 11 b). Los resultados preliminares obtenidos con este
compuesto han mostrado ser positivos y prometedores.

Figura 11. (a) Imagen TEM de la nanoparticula obtenida. (b) Fotografia obtenida por microscopia confocal del

cultivo celular tratado con las nanoparticulas lipidicas. En verde brillante las células que encapsularon LNP’s.

Esta previsto realizar un conjunto de experimentos adicionales de eficiencia de
encapsulamiento (cantidad de mRNA incluida en las cavidades de cada particula),
transfeccion (cantidad de material genético transferido a la célula) y viabilidad celular
(supervivencia de la célula por la mera presencia de los lipidos exégenos) en funcion de
distintos parametros como son la concentracion de mRNA o la cantidad de nanoparticulas

lipidicas suministradas.
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Por otro lado, se prevé también preparar los otros miembros de la familia (aminas
primarias, secundarias y sales de amonio cuaternarias alquilicas) para realizar el estudio
completo y analizar el efecto de las cabezas polares en la formacidén de las nanoparticulas
lipidicas y su capacidad de transfeccién. En una etapa posterior se variara la naturaleza de la

cadena alifatica introduciendo insaturaciones.
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6. CONCLUSIONES

Del trabajo de Fin de Grado expuesto en esta memoria se puede concluir:

- Se ha disefiado una ruta sintética eficiente para la obtencion de lipidos ionizables con
estructura general (8), en la que se puede modificar la longitud de las cadenas

alifaticas R.

- Se ha sintetizado un lipido catiénico con cadenas alifaticas de doce carbonos que
posee una cabeza idnica ionizable N(CHzs). con un buen rendimiento. Precipitando con
cloruro de hidrégeno en éter se obtiene el hidrocloruro correspondiente,
suficientemente estable como para ser transportado y poder realizar estudios
preliminares en colaboracién con el grupo de investigacion de la Universidad del Pais
Vasco dirigido por el Dr. José Luis Pedraz.

Con respecto a la optimizacion de las diferentes etapas sintéticas:

- El empleo del éter bencilico como grupo protector es una buena opcion en la primera
parte de la sintesis, dada su estabilidad. Su proceso de sintesis es muy sencillo y se

obtiene con un buen rendimiento.

- Enlapreparacion de los éteres alquilicos y la posterior hidrogenolisis del éter bencilico,
se ha comprobado que cuando aumentan el tamafio de las cadenas hidrocarbonadas,
el proceso de sintesis se complica, por lo que es preciso cambiar ciertas condiciones
tales como el disolvente o el tiempo de reaccién. Ademas, la ruta es mejor cuando en

la Gltima etapa se emplea el grupo metanosulfonato como grupo saliente.
- Los rendimientos obtenidos en el proceso de sintesis son muy buenos, pero en las

etapas que se requiere purificacion mediante columna cromatografica, éste disminuye

ligeramente.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Metodologia Sintética

Las reacciones que constituyen este Trabajo Fin de Grado han sido llevadas a cabo
empleando técnicas convencionales de sintesis en un laboratorio de investigacién. En los
casos en los que los compuestos son sensibles al oxigeno o al agua se han utilizado matraces
Schlenk y lineas de vacio usando atmdésfera de nitrégeno.

Los disolventes empleados han sido adquiridos en casas comerciales, de calidad de
analisis o sintética y en algunos casos (DCM, MeOH, hexano y AcOEt) destilados para evitar
la presencia de posibles impurezas o estabilizantes. También se han utilizado disolventes
secos (DMF, DCM, THF) que han sido secados previamente con zeolitas activadas.

Todos los reactivos de partida usados han sido adquiridos en casas comerciales

convencionales y se utilizaron sin previa purificacion.

7.2 Métodos de Purificacion

La purificacién, en los casos que ha sido necesario, se he llevado a cabo mediante
cromatografia en columna preparativa. Para ello, se ha empleado como fase estacionaria gel
de silice (tamafio de particula 0,040-0,063 mm; 230-400 mesh). La fase mdvil se optimiz6 para
cada uno de los compuestos y esta detallada a lo largo del apartado de Parte Experimental.
Tanto los crudos de reaccion como las fracciones cromatogréficas se han analizado mediante
cromatografia en capa fina (TLC) con gel de silice 60 con indicador fluorescente F254
soportado en placas de aluminio de 0,25 mm de espesor. El método de revelado ha sido
habitualmente la exposicién a una lampara de UV (254 nm y 365 nm). En la mayoria de los
casos, habia presencia de compuestos no cromoforos, por lo que se realizé un revelado

bafiando la placa de TLC en anisaldehido.

7.3 Caracterizacion de Compuestos

La identidad y pureza de los compuestos sintetizados ha sido analizada mediante el

uso de técnicas instrumentales que se presentan a continuacion

7.3.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
Los espectros de RMN fueron adquiridos en espectrometros Agilent MR 400, DD2 500
equipado con sonda friay VRMNS 500 ubicados en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales
de la Universidad de Valladolid (LTI-UVa). Los disolventes deuterados utilizados fueron
adquiridos de fuentes comerciales y usados sin tratamiento previo. Los tubos de precision

para RMN empleados fueron de 5 mm de seccion y de vidrio en todos los casos.
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Los desplazamientos quimicos (6) se dan en partes por milldon (ppm) referenciados a
TMS usando la sefal residual del disolvente no deuterado como referencia interna. La
multiplicidad de las sefales se da de acuerdo con la abreviacion estandar: s=singlete,
d=doblete, t=triplete, m=multiplete, br=sefial ancha. Las constantes de acoplamiento (J) en
!H-RMN estan indicadas en hercios (Hz). Adicionalmente, se proporciona el valor de las
integrales relativas de los picos en *H-RMN y la asignacién completa, tanto de *H-RMN como
de C-RMN. La asignacion de picos se realizé gracias a una combinacion de los espectros
monodimensionales (*H-RMN y 3C{*H}-RMN) con los bidimensionales convencionales: *H-H
COSY, H-¥C HSQC, H-3C HMBC. Todos los espectros fueron analizados mediante los
programas MestreNova 9.0 y VRMN;j (Agilent NRMNJ3.2).

7.3.2 Espectrometria de Masas
Los andlisis de masas de alta resolucion (HRMS) fueron obtenidos por el servicio de
Espectrometria de Masas de la Universidad de Valladolid. Se utilizé un equipo MS-TOF, (MS-

TOF Bruker Maxis Impact), en el que la fuente de ionizacién es por electrospray (ESI).
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Compuesto 2: 2,2-Dimetil-4-[(fenilmetoxi)]-1,3-dioxolano
1 5 3 4 z 6
o
8)%0
g
Solketal (2.0 g, 15 mmol) se disuelve en THF (4 ml). Por otro lado, en un Schlenk, se prepara
una suspension de NaH al 60% en aceite mineral (0.81 g, 20 mmol) en THF (11 mL),
completando tres ciclos de llenado y vaciado de N, esto se realiza en bafio de hielo debido a
que la reaccién es muy exotérmica. La disolucién de Solketal se aflade lentamente sobre la
suspension de NaH y se observa la aparicién de burbujas, por lo que se deja el bafio de hielo.
La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 30 min. El bromuro de bencilo (3.1 g, 18
mmol) se disuelve en DMF (2 mL) y se afiade sobre la suspension de NaH y Solketal. Se agita
la mezcla a temperatura ambiente durante el fin de semana. Se afiade agua (20 mL) al
producto color crema obtenido para disolver las sales. Se realiza la extraccion con éter dietilico
(60 mL), se lava con disolucién saturada de cloruro de sodio y se seca con sulfato de magnesio
anhidro, se filtray se seca en el rotavapor. Se obtiene un sélido aceitoso de color marrén claro
(3.6 g, 16 mmol, rendimiento 99%).

'H NMR (400 MHz, CDClIs) & 7.36 — 7.27 (m, HS, 5H, CH arilicos), 4.58 (d, J = 5.5 Hz, H*, 2H),
4.34 — 4.28 (m, H?, 1H), 4.07 — 4.03 (m, H*, 1H), 3.77 — 3.73 (m, HY, 1H), 3.59 — 3.46 (m, H?,
2H), 1.37 (s, H8, H¥, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 138.0 (C?), 128.2 (CH arilicos), 127.7
(C"), 109.3 (C’), 74.7 (C?), 73.4 (C*, 71.1 (C?), 66.9 (C'), 26.8 (C?®), 25.4 (C?). HRMS (ESI+):
m/z = 245.1149 [M + Na]* (Calculado 245.1148 para CisHisNaOs).
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Figura 12. Espectro de "H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (2).
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Figura 13. Espectro ampliado de "H RMN (400 MHz, CDCl3) del compuesto (2).
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Figura 14. Espectro de "3C {TH} RMN (101 MHz, CDClI3) del compuesto (2).
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Figura 15. Espectro bidimensional de 'H-"*C-gHSQCAD ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (2).
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Figura 16. Espectro bidimensional "H-"H-gDQCOSY ampliado (400 MHz, CDClIs) del compuesto (2).
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Compuesto 3: 3-(Benciloxi)-1,2-propanodiol

En un matraz que contiene el compuesto (2), se afiade acido acético (24.5 g, 408 mmol) y
agua (10 mL). Se agita a 65 °C durante 2 h. A la mezcla resultante, se le agrega una disolucién
saturada de bicarbonato potasico para neutralizar hasta que deja de burbujear. La extraccién
se realiza con diclorometano y se lava con disolucion saturada de cloruro sodico. Se seca con
sulfato magnésico anhidro, se filtra y se evapora. Se obtiene un sdlido aceitoso color amarillo
oscuro. La purificacion se realiza por cromatografia en columna (L = 14.5, @ =5 cm) de silica
con hexano/AcOEt 1:1 como fase moévil. Se obtiene un sdlido aceitoso color amarillo (2.2 g,

12 mmol, rendimiento 74 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.37 — 7.26 (m, H®, 5H, CH arilicos), 4.52 (s, H*, 2H), 3.90 — 3.84
(m, H2, 1H), 3.65 (dd, J = 11.5, 3.7 Hz, H%, 1H), 3.57 (dd, J= 11.5, 6.0 Hz, HY, 1H), 3.54 — 3.46
(m, H3, 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 137.7 (C5), 128.5 (CH arilicos), 127.8 (C®), 73.5
(C%, 71.7 (C®), 70.8 (C?), 64.0 (CY). HRMS (ESI+): m/z = 205.0841 [M + Na]* (calculado
205.0835 para CioH14NaO3).
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Figura 18. Espectro de "H RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (3).
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Figura 19. Espectro de "H RMN (400 MHz, CDClI3) del compuesto (3).
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Figura 20. Espectro de "C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (3).
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Figura 21. Espectro bidimensional "H-"3C-gHSQCAD ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (3).
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Figura 22. Espectro bidimensional 'H-'"H-gDQCOSY ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (3).
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Figura 23. Espectro bidimensional 'H-'3C-gHMBCAD ampliado (400 MHz, CDCl3) del compuesto (3).

Compuesto 4a: [[2,3-Bis(dodeciloxi)propoxi]lmetillbenceno

9

En un matraz que contiene el compuesto (3) (1.0 g, 5.5 mmol), se aflade TBAB, completando
tres ciclos de llenado y vaciado de N.. Se disuelve en DMF (20 mL) y se afade 1-
bromododadecano (4.1 g, 16 mmol). Finalmente, NaH al 60% en aceite mineral (1.1 g, 28
mmol) se agrega y se observa burbujeo. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
toda la noche. A la mezcla grisacea resultante se le afiade acetato de etilo cuidadosamente,
dado que reacciona vigorosamente y después se afade algo de disolucién saturada de cloruro
sédico. El producto final se extrae y se lava con disolucién saturada de cloruro sédico. Se
seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y se evapora en el rotavapor. El producto sélido

aceitoso amarillo se purifica por cromatografia en columna (L = 14.5, @ = 5 cm) de silica,
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empleando hexano/AcOEt 20:1 como fase mévil. Se obtiene un sélido aceitoso amarillo (1.5

g, 3.0 mmol, rendimiento 54 %)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.34 — 7.25 (m, H®, 5H, CH arilicos), 4.56 (s, H*, 2H), 3.61 — 3.48
(m, HY, H2, H3, H”, 7H), 3.43 (t, J = 6.7 Hz, H, 2H), 1.56 (M, J = 7.4 Hz, H8, 4H), 1.26 (s, 36H
CH alquilicos), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, H®, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 138.5 (C®), 127.6
(C%), 127.5 (CH arilicos), 77.9 (C?), 73.4 (C%), 71.7 (C7), 70.7 (C*, C3, C”), 70.6 (CL, C3, C"),
70.3 (Ct, C8, C™), 31.9 (CH: alquilicos), 30.1 (C?®), 29.7 (CH; alquilicos), 29.6 (CH. alquilicos),
29.5 (CH: alquilicos), 29.4 (C8), 26.1 (CH: alquilicos), 26.1 (CH alquilicos), 22.7 (CH:
alquilicos), 14.1 (C°). HRMS (ESI+): m/z = 519.4762 [M + H]* (Calculada 519.4772 para
C34H6303).
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Figura 24. Espectro "H RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (4a).
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Figura 25. Espectro ampliado "H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (4a).
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Figura 26. Espectro ampliado "H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (4a).
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Figura 27. Espectro 3C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (4?).
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Figura 29. Espectro bidimensional "H-3C-gHMBCAD ampliado (400 MHz, CDClIs) del compuesto (4a).

Compuesto 4b: [[2,3-Bis(tetradeciloxi)propoxi]metiljbenceno

9

En un matraz que contiene el compuesto (3) (1.0 g, 5.5 mmol), se aflade TBAB, completando
tres ciclos de llenado y vaciado de N.. Se disuelve en DMF (20 mL) y se afade 1-
bromotetradecano (4.6 g, 16 mmol). Finalmente, NaH al 60% en aceite mineral (1.1 g, 28
mmol) se afiade y se observa burbujeo. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
toda la noche. A la mezcla grisacea resultante se le afiade acetato de etilo cuidadosamente,
dado que reacciona vigorosamente y después se afiade algo de disolucién saturada de cloruro
sédico. El producto final se extrae y se lava con disolucién saturada de cloruro sodico. Se

seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y se evapora en el rotavapor. El producto sélido
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aceitoso amarillo se purifica por cromatografia en columna (L = 14.5, @ = 5 cm) de silica,
empleando hexano/AcOEt 20:1 como fase moévil. Se obtiene un sélido amarillo aceitoso (1.5

g, 2.6 mmol, rendimiento 47 %).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.35 - 7.25 (m, H®, 5H, CH arilicos), 4.56 (s, H*, 2H), 3.62 — 3.45
(m, HY, H2, H3, H”, 7H), 3.43 (s, H’, 2H), 1.56 (d, J = 7.5 Hz, H8, 4H), 1.26 (s, 44H, CH
alquilicos), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, H?, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 138.5 (C5), 127.6 (C°®),
127.5 (CH arilicos), 77.9 (C?), 73.5 (C%, 71.7 (C"), 70.7 (C, C3, C"), 70.6 (Ct, C3, C"), 70.3
(Ct, C3, C"), 31.9 (CH; alquilicos), 30.1 (CH alquilicos), 29.7 (CH; alquilicos), 29.7 (CH.
alquilicos), 29.7 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.5 (CH: alquilicos), 29.4 (CH2
alquilicos), 26.1 (CH; alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 22.7 (CH. alquilicos), 14.1 (C°). HRMS
(ESI+): m/z =597.5219 [M + Na]* (Calculada 597.5217 para CszsHzoNaOs).
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Figura 30. Espectro "H RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (4b).

43



138.46
128.28
127.56
127.47
77.93
77.32 cdcl3

%
x

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 e
f1 (ppm)

Figura 29. Espectro 3C {*H} RMN (101 MHz, CDCIls) del compuesto (4b).

Compuesto 4c: [[2,3-Bis(hexadeciloxi)propoxi]lmetil]benceno

5

9

En un matraz que contiene el compuesto (3) (750 g, 4.1 mmol), se afiade TBAB, completando
tres ciclos de llenado y vaciado de N.. Se disuelve en DMF (15 mL) y se afiade 1-
bromohexadecano (3.8 g, 12 mmol). Finalmente, NaH al 60% en aceite mineral (840 mg, 21
mmol) se afiade y se observa burbujeo. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
toda la noche. A la mezcla grisacea resultante se le afiade acetato de etilo cuidadosamente,
dado que reacciona vigorosamente y después se afiade algo de disolucion saturada de cloruro
sédico. El producto final se extrae y se lava con disolucién saturada de cloruro sodico. Se
seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y se evapora en el rotavapor. El producto sélido

aceitoso amarillo se purifica por cromatografia en columna (L = 14.5, @ = 5 cm) de silica,

44



empleando hexano/AcOEt 20:1 como fase mévil. Se obtiene un sélido amarillo aceitoso (1.6

g, 2.5 mmol, 63 %).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.34 — 7.25 (m, H®, 5H, CH arilicos), 4.55 (s, H*, 2H), 3.62- 3.46
(m, HY, H2, H3, H”, 7H), 3.43 (t, J = 6.7 Hz, H’, 2H), 1.56 (s, H8, 4H), 1.25 (s, 52H, CH>
alquilicos), 0.88 (s, H® 6H). *3C NMR (101 MHz, CDCIls) & 138.5 (C®), 128.3 (CH arilicos),
127.6 (C®), 77.9 (C?), 71.7 (C"), 70.7 (C%, C3, C"), 70.6 (Ct, C3, C"), 70.3 (C1, C8, C"), 31.9
(CH: alquilicos), 30.1 (C8), 29.7 (CH: alquilicos), 29.7 (CH: alquilicos), 29.6 (CH- alquilicos),
29.5 (CH> alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 26.1 (CH alquilicos), 22.7
(CH; alquilicos), 14.1 (C°). HRMS (ESI+): m/z = 709.6493 [M + Na]* (Calculada 709.6469 para

C46H36N603).
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Figura 30. Espectro *H RMN (400 MHz, CDClIz) del compuesto (4c).
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Figura 31. Espectro "3C {TH} RMN (101 MHz, CDClIs) del compuesto (4c).

Compuesto 4d: [[2,3-Bis(octadeciloxi)propoxi]metillbenceno

9

En un matraz que contiene el compuesto (3) (1.8 g, 9.9 mmol), se afiade TBAB (0.31 g, 1.0
mmol), completando tres ciclos de llenado y vaciado de N». Esto se disuelve en DMF (36 mL)
y se aflade 1-bromooctadecano (9.9 g, 30 mmol). Finalmente, NaH al 60% en aceite mineral
(2.1 g, 50 mmol) se aflade y se observa burbujeo. La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. A la mezcla grisacea resultante se le afiade acetato de etilo

cuidadosamente, dado que reacciona vigorosamente y después se afiade algo de disolucion
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saturada de cloruro sodico. El producto final (6.5 g) se extrae y se lava con disolucién saturada
de cloruro sddico. Se seca con sulfato de magnesio anhidro, se filtra y se evapora en el
rotavapor. El producto sélido aceitoso amarillo se purifica por cromatografia en columna (L =
14.5, @ = 5 cm) de silica, empleando hexano/AcOEt 20:1 como fase movil. Se obtiene un

s6lido amarillo (3.5 g, 5.1 mmol, 52 %).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.35 - 7.25 (m, 5H, CH arilicos), 4.56 (s, H*, 2H), 3.54 (dtd, J =
25.6, 8.6, 5.1 Hz, HY, H2, H3, H, 7H), 3.43 (t, J = 6.7 Hz, H”, 2H), 1.59 — 1.51 (m, H?, 4H), 1.26
(s, 60H, CH: alquilicos), 0.88 (td, J = 6.9, 1.7 Hz, H®, 6H). 1*C NMR (101 MHz, CDClI3) d 138.5
(C%), 128.3 (CH arilicos), 127.6 (C°®), 127.5 (C°®), 77.9 (C?), 71.7 (C"), 71.0 (C%, C8, C"), 70.7
(C%, C3,C"), 70.6 (C*, C3, C"), 31.9 (CH; alquilicos), 31.6 (CH, alquilicos), 30.1 (C®), 29.7 (CH:
alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.5 (CH: alquilicos), 29.4 (CH:
alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 22.7 (CH: alquilicos), 22.6 (CH2
alquilicos), 14.1 (C°. HRMS (ESI+): m/z = 709.6493 [M + Na]* (Calculada 709.6469 para
CasHgsNaOs).
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Figura 32. Espectro "H RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (4d).
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Figura 33. Espectro "°C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (4d).

Compuesto 5a: 2,3-Bis(dodeciloxi)-1-propanol

6

El compuesto (4a) (0.53 g, 1.0 mmol) se aflade a un Schlenk, completando tres ciclos de
llenado y vaciado de N.. Se disuelve en MeOH (2 mL) y después se afiaden 50 mg por mmol
de Pd/C (48 mg). Se llenan dos globos con H; y se inyectan a través de un septum de goma
en el Schlenk. La mezcla se agita durante 24 h a temperatura ambiente. La mezcla final se
filtra en celita, lavando con acetato de etilo. Se obtiene un sélido blanco como producto final
(0.41 g, 0.90 mmol, rendimiento 98 %).
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H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 3.75 — 3.68 (m, H3, 1H), 3.64 — 3.39 (m, H!, H2, H¥, H¥, 6H), 3.44
(d, J=6.4 Hz, H* 2H), 2.19 (d, J = 6.0 Hz, OH), 1.56 (q, J = 7.0 Hz, H°, 4H), 1.25 (s, 32H, CH;
alquilicos), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, H%, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 78.2 (C?), 71.8 (C*), 70.9,
70.4 (Ct, C%), 63.1 (C3, C?¥), 31.9 (CH: alquilicos), 30.1 (CH. alquilicos), 29.7 (CH: alquilicos),
29.6 (CH; alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.4 (CH: alquilicos), 29.3
(CH: alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 22.7 (CH: alquilicos), 14.1 (C®). HRMS (ESI+): m/z =
451.4125 [M + Na]* (Calculada 451.4122 para Cz7HssNaO3).
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Figura 34. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (5a).
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Figura 35. Espectro "3C {TH} RMN (101 MHz, CDClIs) del compuesto (5a).
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Figura 36. Espectro bidimensional "H-"3C-gHSQCAD ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (5a).

f1 (ppm)



1.0

F1.2

1.4

1.6

1.8

F2.0

2.2

2.4

F2.6

1 (ppm)

F2.8

3.0

F3.2

- f‘?ﬁé;@v}%
i

] = A);)) L3.4
G ) I3.6
e wr
i”
o &
L4.2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
43 42 41 40 39 38 37 3.6 35 3.4 33 32 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18
2 (ppm)

F3.8

Figura 37. Espectro bidimensional "H-"H-gDQCOSY ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (5a).

Compound 5b: 2,3-Bis(tetradecyloxy)-1-propanol

6

El compuesto (4b) (0.42 g, 0.60 mmol) se afiade a un Schlenk, completando tres ciclos de
llenado y vaciado de N.. Se disuelve en acetato de etilo (8 mL) y después se afiaden MeOH
(3 mL) y 50 mg por mmol de Pd/C (31 mg). Se llenan dos globos con H. y se inyectan a través
de un septum de goma en el Schlenk. La mezcla se agita durante 24 h a temperatura
ambiente. La mezcla final se filtra en celita, lavando con diclorometano. Se obtiene un soélido

blanco como producto final (0.28 g, 0.57 mmol, rendimiento 96 %).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 3.72 (dd, J = 11.2, 3.5 Hz, H3, 1H), 3.63 — 3.46 (m, H!, H?, H®,
H¥, 6H), 3.43 (t, J = 6.8 Hz, H*%, 2H), 1.56 (q, J = 6.9 Hz, H®, 4H), 1.25 (s, 44H, CH; alquilicos),
0.87 (d, J = 7.1 Hz, H, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 78.2 (C?), 71.8 (C*%), 70.9 (C?, C*¥),
70.4 (CY, C*), 63.1 (C3, C*), 31.9 (CH: alquilicos), 30.1 (C®), 29.7 (CH; alquilicos), 29.7 (CH:
alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.6 (CH. alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.5 (CH:
alquilicos), 29.3 (CH: alquilicos), 26.1 (CH: alquilicos), 22.7 (CH alquilicos), 14.1 (C®). HRMS
(ESI+): m/z =507.4748 [M + Na]* (Calculado 507.4753 Cz1HesNaOs).
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Figura 38. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDClIs) del compuesto (5b).
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Figura 39. Espectro "°C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (5b).

Compuesto 5c: 2,3-Bis(hexadeciloxi)-1-propanol
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6

El compuesto (4c) (0.32 g, 0.50 mmol) se aflade a un Schlenk, completando tres ciclos de
llenado y vaciado de N.. Se disuelve en acetato de etilo (8 mL) y después se afiaden MeOH
(3 mL) y 50 mg por mmol de Pd/C (23 mg). Se llenan dos globos con H, y se inyectan a través
de un septum de goma en el Schlenk. La mezcla se agita durante 24 h a temperatura
ambiente. La mezcla final se filtra en celita, lavando con diclorometano. Se obtiene un sélido

blanco como producto final (0.20 g, 0.40 mmol, rendimiento 80 %).

53



H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 3.75—3.70 (m, H3, 1H), 3.64 — 3.45 (m, H!, H2, H¥, H¥, 6H), 3.43
(t, J=6.8 Hz, H% 2H), 1.56 (g, J = 6.9 Hz, H°, 4H), 1.25 (s, 52H, CH, alquilicos), 0.90 — 0.84
(t, H®, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 78.2 (C?), 70.9 (Ct, C*%), 70.4 (C%, C*%), 63.1 (C3), 31.9
(CH: alquilicos), 30.1 (C®), 29.7 (CH: alquilicos), 29.7 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos),
29.6 (CH; alquilicos), 29.5 (CH: alquilicos), 29.4 (CH: alquilicos), 29.3 (CH: alquilicos), 26.1
(CH; alquilicos), 22.7 (CH: alquilicos), 14.1 (C®). HRMS (ESI+): m/z = 563.5374 [M + Na]*
(Calculado 563.5379 para CssH72NaOs).
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Figura 40. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (5c).
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Figura 41. Espectro "°C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (5c).

Compuesto 5d: 2,3-Bis(octadecyloxy)-1-propanol

6

El compuesto (5d) (0.43 g, 0.60 mmol) se afiade a un Schlenk, completando tres ciclos de
llenado y vaciado de N». Se disuelve en acetato de etilo (10 mL) y después se afiaden MeOH
(5 mL) y 50 mg por mmol de Pd/C (30 mg). Se llenan dos globos con H, y se inyectan a través

de un septum de goma en el Schlenk. La mezcla se agita durante 48 h a temperatura
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ambiente. La mezcla final se filtra en celita, lavando con diclorometano. Se obtiene un soélido

blanco como producto final (0.31 g, 0.57 mmol, rendimiento 94 %).

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 3.75 — 3.70 (m, H3, 1H), 3.65 — 3.41 (m, H*, H2, H¥, H*, 6H), 1.59
—1.53 (m, H®, 4H), 1.25 (s, 60H, CH: alquilicos), 0.90 — 0.83 (t, H®, 6H). 3*C NMR (101 MHz,
CDCl3) 5 78.23 (C?), 71.85 (C*#), 70.91, 70.39 (Ct, C%), 63.11 (C?), 32.81 (CH; alquilicos), 31.91
(CH: alquilicos), 30.07 (C®), 29.69 (CH. alquilicos), 29.67 (CH. alquilicos), 29.64 (CH-
alquilicos), 29.61 (CH: alquilicos), 29.59 (CH: alquilicos), 29.46 (CH: alquilicos), 29.42 (CH2
alquilicos), 26.09 (CH: alquilicos), 22.67 (CH. alquilicos), 14.09 (C®). HRMS (ESI+): m/z =
619.6012 [M + Na]* (Calculada 619.6 para CssHgoNaOs).
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Figura 42. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDClIs) del compuesto (5d).
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Figura 43. Espectro "3C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (5d).

Compuesto 6a: 1-Bromo-2,3-dodeciloxipropano
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En un Schlenk se afiade el compuesto (5a) (0.52 g, 1.2 mmol) y tetrabromuro de carbono
(0.81 g, 2.3 mmol), completando tres ciclos de llenado y vaciado de N. y se disuelven en
diclorometano en seco (4 mL). Por otro lado, en un matraz se afiade trifenilfosfina (0.52 g, 1.8
mmol) completando tres ciclos de llenado y vaciado de N2 y se disuelve en diclorometano seco
(2 mL). A la disolucién agitada del compuesto (5a) y CBr4 a ~15 °C, se le afiade gota a gota
la disolucién de PPhs en un periodo de 30 min. La mezcla de la reaccion se agita a temperatura
ambiente durante 12 h. Se elimina el diclorometano en el rotavapor y se extrae el producto

con hexano. Aparece un sélido blanco en suspension, se centrifuga, se vierte el liquido en un
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matraz y se seca en el rotavapor. Se obtiene un producto amarillo sélido aceitoso (0.51 g, 1.1

mmol, rendimiento 93 %).

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & 3.63 — 3.41 (m, H%, H2, H3, H* 9H), 1.57 (ddt, J = 14.8, 8.2, 6.4
Hz, H®%, 4H), 1.37 — 1.22 (m, 36H, CH- alquilicos), 0.90 — 0.85 (t, H®, 6H). *C NMR (101 MHz,
CDCl3) 8 77.9 (C?), 71.8 (C%), 70.7 (C*), 70.5 (CY), 32.7 (C?), 31.9 (CH; alquilicos), 31.6 (CH:
alquilicos), 29.9 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.6 (CH2
alquilicos), 29.5 (CH: alquilicos), 29.4 (CH: alquilicos), 29.3 (CH: alquilicos), 26.1 (CH2
alquilicos), 26.0 (CH: alquilicos), 22.7 (CH; alquilicos), 22.6 (CH; alquilicos), 14.1 (C®). HRMS
(ESI+): m/z = 456.4771 [M + Na]" (Calculada 456.4775 para C27HssBrNaO3).
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Figura 44. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (6a).
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Figura 45. Espectro "3C {TH} RMN (101 MHz, CDClIs) del compuesto (6a).
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Figura 47. Espectro bidimensional 'H-'3C-gHMBCAD ampliado (400 MHz, CDCI3) del compuesto (6a).

Compuesto 6b: 1-Bromo-2,3-tetraciloxipropano

6

En un Schlenk se afiade el compuesto (5b) (0.50 g, 1.0 mmol) y tetrabromuro de carbono
(0.62 g, 2.1 mmol), completando tres ciclos de llenado y vaciado de N. y se disuelven en
diclorometano en seco (4 mL). Por otro lado, en un matraz se afiade trifenilfosfina (0.41 g, 1.5
mmol) completando tres ciclos de llenado y vaciado de N2 y se disuelve en diclorometano seco
(2 mL). A la disolucion agitada del compuesto (5b) y CBrs a ~15 °C, se le afiade gota a gota
la disolucién de PPhs en un periodo de 30 min. La mezcla de la reaccion se agita a temperatura

ambiente durante 12 h. Se elimina el diclorometano en el rotavapor y se extrae el producto
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con hexano. Aparece un solido blanco en suspension, se centrifuga, se vierte el liquido en un
matraz y se seca en el rotavapor. Se obtiene un producto amarillo sélido aceitoso (0.68 g, 1.2

mmol, rendimiento >99%).

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & 3.61 — 3.42 (m, H?, H2, H3, H*, 9H), 1.61 — 1.50 (m, H5, 4H), 1.26
(s, 44H, CH; alquilicos), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, H®, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 77.9 (C?),
71.8 (CY), 70.7 (C%), 70.5 (C%), 32.7 (C?), 31.9 (CH; alquilicos), 29.9 (C®), 29.7 (CH. alquilicos),
29.7 (CH; alquilicos), 29.6 (CH. alquilicos), 29.5 (CH. alquilicos), 29.4 (CH. alquilicos), 29.3
(C%), 26.1 (CH; alquilicos), 26.0 (CH alquilicos), 22.7 (CH: alquilicos), 14.1 (C%). HRMS
(ESI+): m/z =569.3911 [M + Na]* (Calculada 569.3904 para Czi1He3BrNaO,).
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Figura 48. Espectro "H RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (6b).
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Figura 49. Espectro "°C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (6b).

Compuesto 6¢: 1-Bromo-2,3-hexaciloxipropano

6

En un Schlenk se afiade el compuesto (5¢) (0.51 g, 0.90 mmol) y tetrabromuro de carbono
(0.62 g, 1.8 mmol), completando tres ciclos de llenado y vaciado de N. y se disuelven en
diclorometano en seco (4 mL). Por otro lado, en un matraz se afiade trifenilfosfina (0.41 g, 1.4
mmol) completando tres ciclos de llenado y vaciado de N2 y se disuelve en diclorometano seco
(2 mL). A la disolucién agitada del compuesto (5c) y CBr4 a ~15 °C, se le afiade gota a gota

la disolucién de PPhs en un periodo de 30 min. La mezcla de la reaccion se agita a temperatura
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ambiente durante 12 h. Se elimina el diclorometano en el rotavapor y se extrae el producto
con hexano. Aparece un solido blanco en suspension, se centrifuga, se vierte el liquido en un
matraz y se seca en el rotavapor. Se obtiene un producto amarillo sélido aceitoso (0.51 g, 0.80

mmol, rendimiento 90 %).

H NMR (400 MHz, CDCl3) & 3.61 — 3.42 (m, H?, H2, H3, H* 9H), 1.57 (q, J = 7.1, 6.6 Hz, H®,
4H), 1.25 (s, 52H, CH: alquilicos), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, H®, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) &
77.9 (C?), 71.8 (CY), 70.69 (C*), 70.5 (C%), 32.7 (C?), 31.9 (CH; alquilicos), 29.9 (C®), 29.7 (CH:
alquilicos), 29.4 (CH; alquilicos), 29.3 (C®), 26.1 (CH: alquilicos), 26.0 (CH. alquilicos), 22.7
(CH: alquilicos), 22.6 (CH; alquilicos), 14.1 (C®. HRMS (ESI+): m/z = 625.454 [M + Na]*
(Calculada 625.453 para CssH71BrNaOy).
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Figura 50. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCI3) del compuesto (6c).
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Figura 51. Espectro "°C {TH} RMN (101 MHz, CDCI3) del compuesto (6c).

Compuesto 7: 1-Propanol, 2,3-bis(dodeciloxi)-, 1-metanosulfonato

O, 7
4 123 N

6

En un Schlenk se afiade el compuesto (5a) (0.32 g, 0.70 mmol), completando tres ciclos de
llenado y vaciado de N». Se disuelve en diclorometano seco (28 mL). A esta disolucion se le
afade trietilamina (0.16 mL, 1.1 mmol) y después se afiade poco a poco cloruro de
metanosulfonato (0.11 mL, 1.1 mmol). Se deja la reaccion en agitacién durante 2 h a 0 °C.
Cuando la reaccion ha finalizado, la mezcla se lava sucesivamente con disolucién saturada
de bicarbonato sédico y disolucién saturada de cloruro de sodio. La fase organica se seca con
sulfato magnésico anhidro, se filtra y se evapora en el rotavapor. Se obtiene un producto final

amarillo aceitoso (0.31 g, 0.60 mmol, rendimiento 80 %).
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IH NMR (400 MHz, CDCls) & 4.37 (dd, J = 10.9, 3.6 Hz, H3, 1H), 4.24 (dd, J = 10.9, 5.8 Hz,
H¥, 1H), 3.67 (d, J = 1.8 Hz, H?, H7, 4H), 3.55 (t, J = 6.7 Hz, H*, 2H), 3.53 — 3.45 (m, H!, 2H),
3.45-3.40 (m, H*, 2H), 1.54 (qd, J = 6.9, 3.9 Hz, H°, 4H), 1.25 (s, 36H, CH, alquilicos), 0.89
— 0.85 (m, H®, 6H). *C NMR (101 MHz, CDClIs) & 76.4 (C?), 71.9 (C*), 70.8 (C*), 69.7 (C3),
69.1 (CY), 52.5 (C7), 31.9 (CH: alquilicos), 29.9 (CH. alquilicos), 29.6 (C®), 29.6 (CH:
alquilicos), 29.5 (CH. alquilicos), 29.4 (CH alquilicos), 29.3 (CH: alquilicos), 26.1 (CH:
alquilicos), 26.0 (CH. alquilicos), 22.7 (CH. alquilicos), 14.1 (C®. HRMS (ESI+): m/z =
529.3887 [M + Na]* (Calculada 529.3897 para CzsHssNaOsS).

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
ARAANIINNEECeeR8oe3hnihRTSISIIRIEILnAbannns 288

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

-

;

i

1.05 =
3.59

-
-
N

2.14

T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 52. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (7).
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Compuesto 8: 2,3-Bis(dodeciloxi)-N,N-dimetil-1-propanamina
MO 122 N/T
6 5 N,

4 7

6

En un Schlenk, se afiade el compuesto (7) (0.32 g, 0.60 mmol), realizando dos ciclos de
vaciado y llenado de N,. Se disuelve en etanol seco (1 mL) y seguidamente se afiade una
disolucion de dimetilamina en metanol 2 M (1.0 mL, 42 mmol). Se deja la reaccién en agitacion
durante 48 h. Se obtiene un sélido amarillo amarronado. Se realiza una extraccion disolviendo
todo en diclorometano y lavando tres veces con disolucion saturada de NaHCOs. Se obtiene

un soélido aceitoso amarillo (0.22 g, 0.50 mmol, rendimiento 82 %).
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H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 3.60 — 3.39 (m, HY, H?, H4 H¥, 7H), 2.44 — 2.34 (m, H3, 2H), 2.27
(s, H’, 6H), 1.56 (h, J = 6.0, 5.5 Hz, H®, 4H), 1.26 (d, J = 4.3 Hz, 36H, CH> alquilicos), 0.90 —
0.85 (m, H®, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 77.2 (C?), 72.1 (C%, 71.6 (C*), 70.2 (CY), 61.1
(C®), 46.3 (C’), 31.9 (CH; alquilicos), 30.2 (CH; alquilicos), 29.9 (CH. alquilicos), 29.7 (CH.
alquilicos), 29.6 (CH: alquilicos), 29.5 (CH- alquilicos), 29.4 (CH; alquilicos), 29.3 (CH:
alquilicos), 26.2 (CH: alquilicos), 26.1 (CH. alquilicos), 26.0 (CH; alquilicos), 22.7 (CH:
alquilicos), 14.1 (C%. HRMS (ESI+): m/z = 456.4782 [M + Na]* (Calculada 456.4775 para
C29He2NO»).
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Figura 58. Espectro "TH RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto (8).
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