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ABREVIATURAS
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C grado centigrado
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m/z relacion de masa carga
pL microlitro

ppm partes por millén
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RESUMEN

Este trabajo de fin de master se centra en la sintesis de derivados de violégenos

con extremos aminoacido, es decir, derivados dialquilados de 4,4-bipiridina, para su
posterior utilizacion en la sintesis en fase sélida de péptidos. Para ello se llevaron a
cabo tres estrategias sintéticas distintas.

En primer lugar, se utilizé una estrategia que implica la dialquilacién sucesiva de la
4,4’-bipiridina, comprobandose la dificultad que presenta la obtencion de dichos
compuestos debido a la sensibilidad del grupo protector Fmoc al medio basico.
Seguidamente, se efectué una nueva aproximacion, realizandose en primer lugar la
reaccion de Zincke entre una diamina monoprotegida como Boc y una sal activada de
4,4’-bipiridinio, seguida de una segunda etapa de alquilacion del derivado obtenido.
Por dltimo, se propuso una nueva estrategia en la que se introduce el grupo acido
protegido como un éster. La caracterizacion de los compuestos se llevé a cabo por

RMN (mono y/o bidimensional) y por espectrometria de masas.

Palabras clave: quimica supramolecular, autoensamblaje, quimica receptor-

sustrato, violdgenos, aminoacidos.
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ABSTRACT

This end-of-master work focuses on the synthesis of new amino acids containing a

viologen scaffold on their structures, that is, dialkylated 4,4-bipyridinium derivatives, for
their later use in the solid phase synthesis of peptides. With this goal in mind, three
different synthetic strategies were carried out.

In the first place, a first strategy was employed that implies two successive
alkylations on the 4,4'-bipyridine, verifying the difficulty of obtaining this type of
compounds due to the sensitivity of the protective group to the basic medium. A new
approach was then carried out, using in first place a Zincke reaction between an
appropriate diamine monoprotected with Boc group, and an activated 4,4'-bipyridinium
salt, followed by a second alkylation step on the obtained derivative. Finally, a new
strategy was proposed, in which the protected acid group is introduced as an ester.
The characterization of the obtained compounds was carried out by NMR (mono and/

or bi-dimensional) and by mass spectrometry, when necessary.

Keywords: supramolecular chemistry, self-assembly, host-guest chemistry,

viologens, amino acids.
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1. Introducciodn

Este trabajo de fin de master aqui presentado se centra dentro del campo de la
quimica supramolecular. En él se recoge la sintesis de hibridos de violégeno-
aminoacido como huéspedes moleculares, englobado dentro de un proyecto de
investigacion del grupo QUIMOLMAT. Dicho proyecto tiene como objetivo la
incorporacion de estos aminoacidos dentro de estructuras peptidicas, y la modulacién
de las propiedades de los consiguientes péptidos modificados mediante quimica

receptor-sustrato con el receptor molecular cucurbit[7]urilo (Esquema 1).

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, en la introduccion del presente
trabajo se recogeran diversos aspectos relacionados con la quimica supramolecular, y
en particular con la quimica receptor-sustrato entre violdgenos y el cucurbit[7]urilo
como receptor molecular. Asimismo, se recogera brevemente los antecedentes en la

sintesis de hibridos péptido-viol6égeno.

1

| prgp?racién de hf{:f'{dos | wannsannmnnnens . —  cadena peptidica
| violégeno-aminoéacido @ violégeno | _—

| _ _ JJ\ —\ —\ NH, | violégeno

N N == HO" RN+ »—( +N-R |

Y YW

1

4. 4'-bipiridina
= Cucurbit[n]urilo

v

Funcionalizacién

introduccion de viologenos
en estructuras peptidicas

2°huesped
P o+ NH;
HD> HO
modificacién no covalente
de estructuras peptidicas

Esquema 1: Contextualizacion del trabajo de fin de master.
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1.1. Quimica supramolecular

La quimica supramolecular fue definida por Jean-Marie Lehn, como “la quimica
mas alld de la molécula” refiriéndose a “entidades organizadas de gran complejidad
gue resultan de la asociacion de especies quimicas unidas mediante diversas fuerzas
intermoleculares”.! Es decir, es la rama de la quimica que se encarga del estudio de
sistemas constituidos por dos o mas unidades, moleculares que se mantienen unidas
mediante interacciones débiles. Este tipo de interacciones pueden ser, entre otras,
fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno, enlaces de coordinaciéon a centros

metalicos, interacciones -1, interacciones electrostaticas o fuerzas hidrofébicas.

Este trabajo de fin de master se centra en el estudio de procesos de
reconocimiento molecular. El ejemplo paradigmatico de éstos es la formacion de los
denominados complejos host-guest, donde una molécula de menor tamafio (sustrato o
guest) interacciona con un ente de mayor tamafo (receptor o host), dando lugar a un
agregado.” El origen de este campo puede remontarse a finales del siglo XIX, cuando
se le otorgd el premio Nobel a E. Fischer en 1894 por introducir el concepto “lock and
key” en el estudio de las interacciones enzima-sustrato, base conceptual del
reconocimiento molecular y la quimica host-guest. Aun asi, el nacimiento formal de
esta rama de la quimica puede centrarse mas exactamnente a finales de los 60 y
principios de los 70, con los diferentes trabajos sobre receptores moleculares de J.
Pedersen, J. M. Lehn y D. Cram, ganadores del premio Nobel de quimica en el afo
1987.% En 1967, Pedersen descubri6 las primeras moléculas con capacidad para el
reconocimiento molecular, los éteres corona (Figura 1) y, en base a este
descubrimiento, D. Cram establecié la quimica host-guest como un nuevo campo de

investigacion.

Figura 1: Primer éter corona descubierto por Pedersen.’

Y Lehn, J.-M. Supramolecular Chemistry; VCH: Weinheim, 1995.

2 Steed, J. W.; Atwood, J. L. Supramolecular Chemistry; Eds. Wiley: Chichester; UK, 2009.

3 Ariga, K.; Kunitake, T.; Supramolecular Chemistry- Fundamentals and Application, s.l.: Springer, 2006.
4 pedersen, C.J. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7017.
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En la actualidad el campo de la quimica supramolecular est4 en pleno desarrollo y
cada vez se ha vuelto mas complejo, con la incorporacién de maquinas moleculares y

estructuras autoensambladas.®
1.2. Quimica receptor-sustrato

La quimica supramolecular es una disciplina de la quimica que involucra siempre
algun tipo de union no covalente intermolecular. Como se ha comentado, el caso mas
sencillo de este reconocimiento molecular se corresponde con la formacién de
agregados receptor-sustrato, y en él se requiere de la introduccién de dos factores

estructurales intimamente relacionados: la complementariedad y la preorganizacion.

En funcién del tipo de relacion que se establece entre sustrato y receptor se
pueden distinguir, de forma general, dos tipos de compuestos host-guest: clatratos o
cavitandos. Los clatratos son aquellos donde la cavidad es basicamente el espacio
situado entre dos 0 mas moléculas de receptor (extramolecular), de forma que solo es
relevante en estado sélido. Por otra parte, los cavitandos son aquellos agregados cuyo
receptor presenta una cavidad intramolecular, es decir, forma parte de su estructura

tanto en estado solido como en disolucion (Figura 2).

sintesis ‘

—_— —_—

covalente molécula
pequefa
(guest)

moléculas pequenas Cavitate host Complejo (Cavitand host-guest)
(disolucién y estado sélido)

Clatrato host - Cr|staI|zaC|on - - - -
o _ 0O

molécula
pequefia ( guest)‘ - - - -

Complejo (Clatrato host-guest)
(estado solido)

Figura 2: Diferenciacion esquematica entre cavitando y clatrato. 2

5 a) Badjic, J. D.; Ronconi, C. M.; Stoddart J. F.; Balzani, V.; Silvi, S.; Credi. A. Science. 2004, 303, 1845.
b) Chichak, K. S.; Cantrill, S. J.; Pease, A. R.; Chiu, S. H.; Atwood, J. L.; Stoddart, J. F. Science. 2004,
304, 1308.
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Existen numerosos tipos de compuestos cuyo disefio les confiere la capacidad de
actuar como receptores de sustratos, pudiendo destacar entre ellos moléculas
puramente organicas como las ciclodextrinas, calixarenos, cucurbiturilos o pilarenos
(Figura 3).

" O = ~ _ R
\ /’ A om Ono ~ AN
o 00 2 o %
o .
> Vs {’)«‘N/U\y“\ “yX\\\ﬁg 1
$ RN NN NP RN
- ‘<c~ c’,‘/' <J" P/ Pﬂ : -
- <‘<
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:): / /,. /{WN \S)HN N#’IN/4
’ \‘f;'c’to_ Zo ™ %0 o %o

wd

Figura 3: Ejemplos de receptores moleculares, deizquierda a derecha: ciclodextrina, calix[n]areno
y cucurbit[n]urilo.

En el contexto del uso prospectivo de los compuestos organicos preparados en
este trabajo, seran especialmente relevantes los complejos formados entre el
cucurbit[7]urilo y las sales derivadas de 4,4’-bipiridinio (violégenos), por lo que su

guimica receptor-sustrato se abordara en el siguiente apartado.

1.3. Quimica receptor-sustrato entre CB[n]s y violdogenos

Los cucurbit[n]urilos se pueden considerar quimicamente como oligémeros ciclicos
de n unidades de glicolurilo unidos por puentes metileno (Esquema 2). El nombre de
estas moléculas se debe a su forma y se origina en la palabra latina cucurbitus, que
significa calabaza. Los cucurbit[n]urilos se sintetizaron por primera vez en 1905, sin
embargo, su estructura era desconocida hasta 1981. Se caracterizan por presentar
una cavidad interna hidrofébica y un exterior mas hidrofilico, con varios portales que
contienen grupos carbonilo ricos en electrones. Debido a estas caracteristicas, los
CBJn]s son excelentes receptores de una gran cantidad de sustratos organicos e

inorganicos.

6 a) Barrow, S. J.; Kasera, S.; Rowland, M. J.; del Barrio, J.; Scherman, O. A. Chem. Rev. 2015,115,
12320. b) Svirida, A. D.; Ivanov, D. A.; Kryukov, I. V.; Shandarov, Yu. A.; Petrov, N. Kh.; Alfimov, M. V;
Aleksandrova, N. A.; Sazonov, S. K.; Vedernikov, A. I.; Gromov, S. P. High Energy Chemistry. 2019, 53,
204.
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HNONH g | N7 ON-CHy

Hemp—gal = He—f=H

N NH o AH LN N-CHp{—
o) ) .
1 CBn:n=5,6,7,8,10

Esquema 2: Sintesis y representacién esquemaética del cucurbit[n]urilo. o

En general, las zonas de alta densidad electronica situadas en los portales de los
anillos de carbonilo, proporcionan sitios de unidon preferenciales para el
establecimiento de interacciones no covalentes, especialmente interacciones ion-
dipolo y enlaces de hidrégeno. Por otro lado, la cavidad hidrofébica interna genera un
entorno favorable para almacenar grupos hidrofobos en medio acuoso. Por ello,
sustratos anfifilicos como los derivados de violégeno presentan unas caracteristicas
Optimas como huéspedes de este tipo de receptores, ya que los cationes del piridinio
pueden desarrollar interacciones ion-dipolo favorables con los anillos de carbonilo y su
superficie aromatica “esconderse” dentro del receptor en medio acuoso, tal y como se

muestra en la Figura 4.’

A B

Figura 4: (a) Estructuratipo complejo de inclusion; (b) complejo de exclusion.

En el caso de los complejos de inclusién entre el CB[8] y los derivados de
violégeno, éstos son especialmente interesantes, ya que inicialmente se puede formar
un complejo binario de tipo C, pero la adicibn de un segundo huésped con
caracteristicas adecuadas (en esencia un sustrato aromatico ricos en electrones), da

lugar a la formacion de un nuevo complejo de tipo E, donde las interacciones de

’ Song, Y.; Huang, X.; Hua, H.; Wang, Q. Dyes and pigments. 2017, 137, 229.
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transferencia de carga entre el viologeno y el sustrato aromético producen una gran
estabilizacion (Figura 5).

Electron Donor (ED)

e

First guest Tims & blnary Type E
,‘jv = logK,, = 5.04 heteroternary
H = logK,=5.79

N& -

First guest .
irst gues sl
9 No association

Figura 5: Formacion de un complejo de inclusion heteroternarlo entre el CB[8], un violégeno y un
segundo huésped adecuado.?

1.4. Violobgenos en la quimica supramolecular.

Antecedentes

Los viologenos son compuestos derivados del 4,4-bipiridinio, concretamente
compuestos N,N-disustituidos, tal y como se muestra en la Figura 4. Todos ellos se
caracterizan por poseer en su estructura anillos piridinicos m-deficientes con dos

nitrégenos alquilados.’

a) RX a) R'X
or or
b,) CIDNB, BPMC by) CIDNB, BPDC
N Y b,) RNH, by) R'NH, + /= =\
N 7/ N\ \ 7/ N\
H*[| -H* red
BPMCH BPRC
+ /[ —\ + red 7\ .
N ) NH — R-N N N-R
R=CH, R = CHg; R’ = Me or H

Esquema 3: Estructura, sintesis y comportamiento red-ox de los viol6genos.

Los viol6égenos han atraido mucha atencién en los ultimos tiempos debido a su
guimica redox y sus propiedades electronicas como moléculas aromaticas -
deficientes. Asi, estos compuesto pueden experimentar una reduccion reversible de un
electrén para producir un catién radical, y dos electrones para formar un quinoide

neutro. (Esquema 3). Debido a este hecho, los violégenos y derivados se han

8 pazos, E.; Novo, P.; Peinador, C.; Kaifer, A. E.; Garcia, M. D. Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 403.
° Orimoto, Y.; Ishlmoto K.; Aoki, Y. Journal of Phy3|cal Chemistry. 2018, 122, 4546.
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empleado extensamente como materiales electrocomicos, al cambiar de color como

resultado de la oxidacion o reduccion cuando se aplica un potencial apropiado.

En cuanto a la sintesis, los métodos de preparacion de los viol6genos son bastante
simples, y se pueden lograr diversas modificaciones. Las propiedades de los
violégenos se pueden ajustar facilmente integrandolas con otros materiales

funcionales a través de enlaces covalentes o de coordinacion.

El acoplamiento de los derivados de violdgenos a péptidos, mediante de sintesis en
fase solida, ha sido reportada en la bibliografia con anterioridad, si bien esta
metodologia estd Unicamente enfocada a la introduccion de la sal organica en un
grupo lateral de un resto de &cido glutamico (Esquema 4).*° Asi, segin lo mostrado en
el esquema, podemos distinguir cinco pasos para la sintesis de este tipo de
conjugados péptido-violégeno: 1) sintesis de la secuencia peptidica deseada e
introduccién de un residuo de &cido glutamico protegido como un éster, en cada sitio
deseado para el grupo violégeno y acetilacion de la amina N-terminal; 2) desproteccién
selectiva del éster en disolucion &cida, mientras aun esta en la resina; 3) activacion del
acido carboxilico al éster de pentafluorofenilo; 4) acoplamiento de un aminoalquil-
violégeno a los residuos de acido glutamico activados y 5) division del conjugado del

soporte sélido y purificacién por HPLC.

@xo 0 r|q®
P J| e
: |
O ~NONT ]
S & N

\
'f:/

-Glu(OCml)-
F N

|
N\-..
1% TFA F@F 3 3 H
rt, 1h
FY Ojo HN_ O

: PFP, DIC : 3, DIEA
e A ANE T AN e A AN
T g/\ﬁ o] N
-Glu(OH)- -Glu(OPFP)- -Glu(V)-

1-V = Ac-Trp-Glu(V)-NH,
2-V = Ac-Lys-Val-Asp-Glu(V)-Ala-Tyr-Arg-NH,

Esquema 4: Etrategia sintética paralaintroduccion de violégenos en estructuras peptidicas a
través de la modificacion de la cadena lateral de un &cido glutamico.

10 Jain, V.; Khiterer, M.; Montazami, R.; Yochum, H. M.; Shea, K. J.; Heflin, J. R. ACS App. Mat. Interf.
2009, 83.
™ Reczek, J. J.; Rebolini, E.; Urbach, A. R. J. Org. Chem. 2010, 75, 2111.
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Por todo lo planteado en esta introduccion, se hace muy deseable el
establecimiento de nuevas metodologias sintéticas que permitan flexibilizar la sintesis
de conjugados violégeno-péptido mediante fase sélida, a través de la preparacion de

derivados de aminoacido portadores del esqueleto de 4,4’-bipiridinio.
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2. Objetivos

Segun lo expuesto en la introduccién, este trabajo fin de master se centra en la
guimica de reconocimiento molecular, concretamente en la utilizacibn de nuevos
derivados de violdgeno como sustratos, en combinacion con cucurbit[n]urilo como
receptores moleculares. Esto constituye una estrategia muy interesante para la
preparacion de interruptores supramoleculares, sistemas quimicos dependientes de
estimulos donde las propiedades redox del viol6geno permiten el control reversible de
la agregacion de multiples bloques de construccién. En este contexto, y dentro de un
proyecto mas extenso enfocado a la modificacion supramolecular de la agregacién

peptidica, en el presente trabajo fin de master se proponen como objetivos:

1. Sintesis mediante metodologias bien establecidas de un hibrido violégeno-

aminoacido protegido en el grupo amino la-b.

_/_NHR 1a*2; R = Fmoc, R' = CH,CH,

N* 7\ *N 1b*2: R = Boc, R' = CH,CH,
Ho«

2. Sintesis mediante dialquilacion sucesiva de un hibrido violégeno-aminoacido
desprotegido 1c.

_/—NHR

N+ +N "
HO~§ / N\ 1¢*2: R = H,, R' = CH,

3. Estudio supramolecular de complejacion entre cucurbit[n]urilos e hibridos

violégeno-aminoacido mediante RMN-'H.

- O—@NRH R-R

violégeno
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3. Discusioén de resultados

3.1. Estrategia sintética

En este apartado se describira el disefio, la sintesis y la posterior caracterizacion
de nuevos aminoacidos basados en estructuras de tipo viologeno (N,N’-dialquil-4,4’-
bipiridina, Figura 6).

— — _/—NHR R: Boc, Fmoc
- R': CH,CH
R N< / \ J;N 2LH3
HO—
@]

Figura 6: Esqueleto de los amino&cidos objetivo.
La sintesis de derivados asimétricos de violégeno, de acuerdo con lo descrito en la
bibliografia y lo mostrado en el Esquema 4,'” puede llevarse a cabo de acuerdo con
dos estrategias distintas: a) realizacion de dos alquilaciones sucesivas sobre la 4,4’-

3

bipiridina y, b) reaccién de Zincke,*® entre una amina y una sal activada de 4,4'-

bipiridinio, seguida de una segunda alquilacién del derivado obtenido.

NO,
1)Zincl§e 3 Dialquilacion N
NO, 2) Alquilacién violégeno consecutiva z |
N 7N - — =\ /NHR N
| (— RN 7\ AN ——
N HO« a
_ O 1a2*. R = CH,CH,, R' = Fmoc o |
], 1b2*: R = CH,CH,, R' = Boc N
\N Cl 1¢2* R = CH,, R' = H 4.,4-bipiridina

Esquema 4: Esquema retrosintético conducente a los amino4cidos objetivo la-c.

2 Domarco, O.; Neira, |.; Rama, T.; Blanco-Gémez, A.; Garcia, M. D.; Peinador, C.; Quintela, J.
M.; Org. Biomol. Chem.,2017, 15, 3594.
'3 Zincke, Th. Justus Liebigs. Ann. Chem. 1903, 330, 361.
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3.2. Sintesis del aminoacido 1la

Para la obtencion del aminoacido 1a** se procedio en primer lugar a la obtencion
del derivado monoalquilado portador del grupo acido (2-Br), tal y como se muestra en
Esquema 5.

On—OH On-oH

+

— Br/\)J\OH | _ Br/\/NHFmOC | _
SN SN _
~ | ? = | 2 = | Br
\S
N X NN
N (0] N

[P

2-Br g\" K/NHFmoc

1a*2
FMoc = O.

Esquema 5: Ruta sintética para la obtencidon del aminoacido 1a*?.

El mecanismo por el cual tiene lugar implica un ataque nucledfilo (SN,), por parte
de la 4,4-bipiridina (nucledfilo) sobre el acido 3-bromopropanoico (electrofilo), ambos
compuestos comerciales. Asi, calentando a ebullicibn en CH;CN, se obtiene el
compuesto 2-Br como un soélido amarillo, que precipita del medio de reaccién
virtualmente puro, con un rendimiento del 90 %. El producto obtenido se caracteriza
por RMN de *H, **C mono y bidimensional (COSY, HSQC, HMBC).

Asi, en el espectro de RMN-'H (Figura 7), se observan 6 sefiales, cuatro dobletes
gue pertenecen a protones aromaticos que aparecen en el intervalo 6.5-8.5 ppm,
donde la sefal con el mayor desplazamiento se corresponde con los dos protones
equivalentes en posicién a al nitrégeno cargado, el cual retira carga del anillo haciendo
gue los protones mas proximos sufran una pérdida de densidad electrénica, que se
traduce en un mayor desapantallamiento. La sefial con el menor desplazamiento se
corresponde con los protones equivalentes en la posicién B al nitrégeno. Por altimo, se
observan dos tripletes que pertenecen a los grupos metileno. Ademas, el andlisis
mediante HR-ESI-MS del compuesto, muestra el pico correspondiente al ion molecular

am/z = 229.0975, confirmando la obtencién del compuesto 2-Br.
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Figura 7: Espectro parcial de RMN-'H (D-O, 500 MHz) del compuesto 2-Br.

A continuacion, siguiendo con la ruta sintética planteada, y tal y como se muestra
en Esquema 5 se procede a llevar a cabo la segunda etapa de alquilacién. Para ello
se hace reaccionar el acido carboxilico 2-Br con el compuesto 4 ((9H-fluoren-9-il)metil
(2-bromoetil)carbamato). Desafortunadamente, esta segunda etapa no condujo al
compuesto objetivo, esto es debido a que el compuesto 2:-Br probablemente esté
protonado, en el nitrégeno, lo que hace que la sustitucién nucleéfila no tenga lugar.
Esta etapa se llevo a cabo en distintas condiciones y en ninguna de las ocasiones se
obtuvo el compuesto deseado. Por ello, se llevo a cabo una nueva ruta sintética en la
gue la primera etapa consistird en obtener el derivado monoalquilado portador del

grupo amino (3-Br), tal y como se muestra en el Esquema 6.

0]
NHFmoc OH
| N\ 4 N\Br 0 ’}rj\ Br
= Br/\/NHFmOC | _ Br/\)J\OH | _
= SN2 SN2 _
| = | = Br
\N x ~+ |
N N
3-Br . K/NHFmoc
1a*2

Esquema 6: Segunda ruta sintética parala obtencién del aminoacido 1a*%
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La sintesis del derivado monoalquilado 3-Br se lleva a cabo de forma similar. Asi,
calentando a ebullicion en acetonitrilo se obtiene el compuesto 3-Br como un sélido
marron con un rendimiento del 10 %. El mecanismo por el cual tiene lugar implica un
ataque nucledfilo por parte de la 4,4’-bipiridina y el compuesto 4, ambos compuestos
comerciales. En la reaccion se obtiene también la amina desprotegida 5-Br con un

rendimiento del 25 %.

El grupo Fmoc es un grupo protector de aminas que es sensible a medio basico,
por lo tanto, al hacer reaccionar el compuesto 4 con la bipiridina, ésta actiia como una

base, desprotegiéndose la amina, tal y como se muestra en el Esquema 7.

NHFmoc NH,

N\ _ _
| N_ Br N_ Br
Pz CH3CN | + | +

. Br/\/NHFmOC — P + —
= reflujo
\Nl = | = |
NS
N SN
3-Br 5-Br

Esquema 7: Obtencién del compuesto 3-Br.
Tras su purificacion mediante cromatografia en columna, el compuesto 3-Br se
caracteriza por RMN de *H, *C y bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC).

Der este modo, en el espectro de RMN-'H (Figura 8), se observan 12 sefiales,
cuatro dobletes que pertenecen a los protones aromaticos de la bipiridina y que
aparecen en el intervalo 7.5-9.0 ppm, donde la sefial con el mayor desplazamiento se
corresponde con los dos protones equivalentes en posicién a al nitrégeno cargado. Por
otra parte, la sefial con el menor desplazamiento se corresponde con los protones
equivalentes en la posicion B al nitrégeno. Se observan tres tripletes y un doblete que
pertenecen a los grupos metileno, y cuatro dobletes que pertenecen a los protones

aromaticos de grupo protector.

En el caso del compuesto 5:-Br, se observa que Unicamente aparecen cuatro
dobletes que pertenecen a los protones aromaticos de la bipiridina, y dos tripletes
correspondientes a los grupos metileno, lo que no indica que la amina no se encuentra

protegida con el grupo Fmoc.
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Figura 8: Espectro parciales solapados de RMN-"H (DO, 500 MHz) de (a) 3-Br y (b) 5-Br.
A continuacion, siguiendo con la ruta sintética planteada, y tal y como se muestra
en el Esquema 6 se lleva a cabo la segunda etapa de alquilacion. Para ello se hace
reaccionar el compuesto 3-Br con el acido 4-bromopropanoico. Se obtiene el

compuesto deseado (1a*?) con un rendimiento muy bajo del 15%.

El compuesto es caracterizado por RMN de 'H (Figura 9) y espectrometria de
masas. Asi, en el espectro obtenido se observan 14 sefiales, con cuatro dobletes
pertenecientes a los protones aromaticos de la 4,4’-bipiridina, tal y como se coment6
anteriormente. Por otra parte, aparecen ocho tripletes, que se corresponden a los
cuatro grupos metileno y a cuatro protones aromaticos del grupo protector. Por altimo,
aparecen dos dobletes que pertenecen a los protones aromaticos restantes del grupo
protector. Ademas, se realiz6 un experimento COSY para asignar con mas detalle las
sefales. Por otro lado, el andlisis mediante HR-ESI-MS del compuesto, muestra el
pico correspondiente a la pérdida del anion PFg [CaoHooN3O4FsP]" a 640.1794

(calculado: 640.1800), lo que confirma la obtencién del aminoacido deseado.
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Figura 9: Espectro parcial de RMN-"H (CDsCN, 500 MHz) del compuesto 1a*?.
3.3. Sintesis del aminoacido 1b
NHBoc
NO, H -
6 NHBoc o N
NH X
o BocHN™ " 2 H _ Br/\)kOH | P
2 Cl
N _ @ X /SD
+
| Cl a ) | D — =
- 7 |
Nt
N —_
Br
= ~ |
< Sy
N
7.l 8-Cl O~ "OH
1b-CIBr

Esquema 8: Ruta sintética para el ligando 1b-CIBr.

Segun lo mostrado en el Esquema 8, la primera etapa para la obtencién del
aminoacido 1b*? consiste en la proteccién de uno de los grupos amino de la
etilendiamina, a continuacion, la etapa clave de la sintesis, la reaccion de Zincke 18
entre el compuesto 6 y la sal de bipiridina. Por ultimo, tiene lugar una sustituciéon

nucledfila entre el compuesto 8-Cl y el acido 3-bromopropanoico.
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Boc,O NHB
HN SN2 e TR i J<
(o] \
etilendiamina CH2Cl2» 0°C 6 Boc=-% O

Esquema 9: Sintesis del compuesto 6.

Tal y como se muestra en el Esquema 9, en la primera etapa, se procedi6 a la
monoproteccién de la etilendiamina como carbamato de terc-butilo (Boc), segun las
condiciones establecidas en la bibliografia.'* De esta forma, se hace reaccionar la
etilendiamina con el dicarbonato de di-terc-butilo en diclorometano a 0 °C,
obteniéndose el compuesto deseado 6 como un sélido blanco con un rendimiento del
70%. El compuesto se caracteriza por RMN 'H, mostrando datos espectroscopicos

coincidentes con los descritos en la bibliografia.™

A continuacion, se lleva a cabo una de las etapas clave para la sintesis del ligando
1b*? (Esquema 10), la reaccién de Zincke que tendra lugar entre el grupo de la amina
libre del compuesto 6 como nucledfilo, y el derivado activado de 4,4’-bipiridina 7-Cl
como electréfilo. Esta reaccion permite la sintesis de sales de N-alquil/arilpiridinio de
manera eficiente que no pueden ser preparadas mediante la alquilacion directa de la
4’4’-pipiridina. EI mecanismo de la reaccion de Zincke implica un ataque nucleo6filo por
parte de una amina primaria (etilendiamina) sobre la sal de bipiridina que tras una
transferencia de protones produce la apertura del anillo de piridina. Seguidamente, tras
un equilibrio &cido-base, se produce un segundo ataque nucledfilo de la amina
primaria que desplaza el grupo dinitrobenceno, originAndose como subproducto

principal la 2,4-dinitroanilina.

NO,

NHBoc H
N

HC|' N
N.Cl 6 ':l\ o |
AN —
) hn > NHBee P 5™~ o

N

= _

< N

N

EtOH , ta CH4CN, A |

UJ\OH

7-Cl 8-Cl 1b*2

Esquema 10: Sintesis propuesta para la obtencion del aminoacido 1b*%

¥ Wu, G.; Zeng, F.; Yu, C.; Wu, S.; Li, W. J. Mater. Chem. B. 2014, 2, 8528.

Trabajo Fin de Master UDC 2019 Liliana Barravecchia



17

La reaccidon de Zincke transcurre de manera satisfactoria, obteniéndose el
compuesto 8-Cl con un rendimiento del 70 %. El producto obtenido se caracteriza por
RMN de 'H, *C y bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC).

En el espectro de RMN de 'H se observan 7 sefiales, cuatro dobletes que
corresponden a protones aromaticos en el intervalo 6.5-8.5 ppm, con la sefial con el
mayor desplazamiento perteneciendo a los protones equivalentes en posicién a al
nitrégeno con carga positiva. Las otras tres sefiales caracteristicas son: dos tripletes
de los grupos metileno, apareciendo a campo mas bajo el mas préximo al nitrégeno, y

un singulete que pertenece al grupo terc-butilo.

Por ultimo, tendra lugar la sustitucion nucledfila entre el compuesto 8-Cl y el acido
3-bromopropanoico, la cual es llevada a cabo en CH:;CN a reflujo.
Desafortunadamente, esta reaccion no tiene lugar, debido a que se produce la

desproteccion de la amina.

El grupo Boc es un grupo protector de aminas sensible a medio acido, por lo tanto,
al hacer reaccionar el compuesto 8-Cl con el acido carbox, la amina se desprotege,

obteniéndose el compuesto 5-Cl, tal y como se muestra en el Esquema 11.

NHBoc NH,
NHBoc H
- NCl_ NCI_
N o [ ®
= =
| / Br/\)J\OH .
\ _
_ CHCN, & ] Br a
| */ S
~ N O N
N
N -

8-Cl 1b*2

Esquema 11: Desproteccion de la amina del compuesto 8-Cl.

Ambos compuestos se caracterizaron por RMN de 'H y espectrometria de masas.

En el espectro de 'H-RMN del compuesto 5-Cl los tripletes pertenecientes a los
grupos metileno que se veian en el espectro del compuesto precursor (8-Cl) aparecen
mas desapantallados (Figura 10). Por otra parte el singulete correspondiente al grupo

tert-butilo ya no aparece, lo que nos confirma la desproteccion de la amina.
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Figura 10: Espectros parciales solapados de RMN-"H de (a) compuesto 8-Cl y (b) compuesto

5.Cl.

3.4.

Sintesis del aminoacido 1c

Debido a los problemas asociados al grupo acido del agente alquilante en la

anterior aproximacion, se planted una nueva ruta sintética en la que se introduce dicho

grupo protegidocomo un éster. Para ello, la primera etapa para la obtencion del

aminoAcido 1c*? consiste en una alquilacién, tal y como se muestra en el Esquema

12, para obtener el derivado monoalquilado portador del grupo amino (9-Br) esta vez

desprotegido. La segunda etapa consiste en una nueva alquilacion, introduciéndose el

éster (10-2Br). Por ultimo se lleva a cabo la hidrélisis para asi obtener el aminoacido

deseado.
+ _
H3 Br
| N Br_ N Br o
+ X
= B
g >N | = r\)J\orzt
= | SN2 % SN2
S |
N SN
9-2Br

+ _ + _
NH3 Br NH3 Br
N. Br Nn. Cl
| + +
_ HCI/H,0 =
a o hiordlisis 2 o
~+ it
N

e}

Esquema 12: Estrategia sintética para la obtencion del aminoacido 1c*?.

Trabajo Fin de Master UDC 2019

Liliana Barravecchia



19

Para llevar a cabo la primera etapa se hace reaccionar la 4,4’-bipiridina con el
bromuro de bromoetilamonio. Asi, calentando la mezcla en acetonitrilo se obtiene el
compuesto 9-Br con 85 % de rendimiento. Se caracteriza por RMN de 'H, °C y
bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC).

Asi, en el espectro RMN de 'H se observan 6 sefiales:4 dobletes que pertenecen a
los protones arométicos y 2 tripletes correspondientes a los grupos metileno, y en el
espectro de RMN-C® se observan 8 sefiales en buen acuerdo con lo esperado.
Ademas, el analisis mediante HR-ESI-MS del compuesto muestra el pico
correspondiente al ion molecular a m/z = 200.1190, confirmando la obtencién del

compuesto 9:-Br.

A continuacion, se realiza la segunda alquilacién haciendo reaccionar el
compuesto 9-Br con el bromoacetato de etilo en DMF. El compuesto deseado (10-3Br)
precipita en el medio de reaccion con un 45 % de rendimiento. Por Gltimo se lleva a
cabo la hidrolisis, en una mezcla de H,O/HCI (1:1). El aminoécido deseado 1c*® se
obtiene con un rendimiento del 90 %. La caracterizacion de ambos compuestos se

realiza de la misma forma que para el compuesto 9-Br.

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 10-3Br (Figura 11) se observan 9
sefales. Cuatro dobletes pertenecientes a los protones aromaticos de la bipiridina.
Tres tripletes, dos que corresponden a los grupos metileno y otro correspondiente al
metilo del grupo éster. Por ultimo, un singulete perteneciente al grupo metileno y un

cuadruplete perteneciente a otro grupo metileno, ambos de la cadena del grupo éster.
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Figura 11: Espectros parciales solapados de RMN-'H de (a) compuesto 10-3Br y (b) compuesto
1c.
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3.5. Estudio supramolecular de complejacién entre el
compuesto 10-3Br y CBJ[7].

Como se ha comentado en la introduccion, el uso de cucurbit[n]uril como receptor
molecular es una estrategia Util para la creacion de sistemas quimicos dinamicos,
debido a su capacidad para formar complejos homo y heteroternarios en medios
acuosos con sustratos adecuados que puedan utilizarse como interruptores
moleculares. Con el fin de introducir estos interruptores moleculares en el interior de
los péptidos, se lleva a cabo un estudio por RMN de 'H de la unién entre el
cucurbit[7]urilo y el compuesto 10-3Br (Figura 12).

0 + Br
— NH
7 3
Eto/Z&N A N\ g +N—/_
S\ /) _
Br Br

Figura 12: Compuesto 10-3Br.
Para ello, se realizan dos experimentos, en el primero se adicionan 0,5
equivalentes de CBJ7] y en el segundo se adiciona 1 equivalente de CBJ[7]. De cada

uno de los experimentos se realiza el RMN de *H en D,O (300 MHz).

(a o °
(b o
N JUL o
(c °
J.U\ o ol e o ® °

T T T T T T T T T T T T T T T T T
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 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 13: Espectros parciales RMN-'H (D20, 300 MHz): (a) 10-2Br (b) 10-2Br + 0.5 equiv CB[7]
(c) 10-2Br + 1 equiv CB[7].
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Tal y como se muestra en la Figura 13 se observa que las sefales pertenecientes
a los protones aromaticos en posiciones £ a los nitrégenos alquilados se apantallan,
mientras que las sefiales correspondientes a los protones de los extremos &cido y
amino permanecen inalterados. Esto nos indica la formacion de un complejo 1:1 donde
el cucurbit[7]urilo se encuentra situado en la parte central del violégeno, como se
muestra en la Figura 14.

Figura 14: Representacién del complejo de inclusiéon CB[7]:10-3Br.
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4. Parte experimental

4.1. General

Se han utilizado reactivos comerciales sin ninguna purificacion adicional. El agua

empleada, de calidad mili-Q, fue obtenida mediante un aparato Millipore Gradient Al.

El seguimiento de las reacciones de sintesis se ha realizado mediante
cromatografia en capa fina, haciendo uso de cromatofolios de gel de silice Merck 60
F254 y radiacion ultravioleta (254 y 360 nm) como revelador. En la cromatografia en
columna a presion se empleé gel de silice Merck 60(230-400 mesh).

La caracterizacion mediante RMN se realizd con los espectrometros Bruker Avance
500 (500 MHz para 1H y 125 MHz para 13C con criosonda dual para 1H y 13C en
experimentos de alta sensibilidad y sonda inversa BBl en experimentos a baja
temperatura), y Bruker Avance 300 (300 MHz para 'H y 75 MHz para **C). Para la
preparacion de las muestras a analizar, se han empleado agua deuterada (D,0) y
cloroformo deuterado (CDCl3) y se utiliz6 como referencia la sefial del disolvente
protonado residual. Los analisis por EM se realizaron en el SAI (Servizos de Apoio a
Investigacién) de la Universidade da Corufia, empleando el espectrometro LC-Q-g-

TOF Applied Biosystems QSTAR Elite para ES de alta y baja resolucién.
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4.2. Sintesis del compuesto 2:Br

N
N
| = 0] | '-\J\
oo, craeN, (o
= reflujo
|
N
NS
N
2-Br
Se disuelve la 4,4-bipiridina (398 mg, 2.54 mmol) en 30 mL de CH3;CN, y sobre
esta disolucion se afiade el acido 3-bromopropanoico (209 mg, 1.37 mmol). Se
calienta la mezcla durante 24 horas. Una vez finalizada la reaccion se filtra a vacio,
lavando el sélido con acetonitrilo. Se obtiene el compuesto 2-Br como un sélido
amarillo (383 mg, rendimiento = 90%), que se empled para la siguiente reaccion sin
mayor purificacion.
RMN-'H (D,0, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 8.98 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.81 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 8.35 (d, J =6.4 Hz, 2H), 8.16 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.82 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.01 (t,
J = 6.4 Hz, 2H).

RMN-'3C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 174.07 (C), 151.48 (CH), 146.89 (CH),
144.85 (C), 125.62 (C), 124.06 (CH), 123.82 (CH), 56.90 (CH,), 35.01 (CH,).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C13H13N205]" 229.0971; encontrado 229.0975.
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4.3. Sintesis del compuesto 3:Br

NHFmoc

Br
N +N

CH,;CN =
. Br/\/NHFmOC b

V% reflujo _~
NS | NS
N N
3-Br

Se disuelve la 4,4-bipiridina (67.6 mg, 0.43 mmol) en 20 mL de CH3CN, y sobre
esta disolucién se afiade el carbamato de fluorenilmetil N-(2-bromoetilo) (100 mg, 0.28
mmol). Se calienta la mezcla durante 72 horas. La reaccion se sigue por cromatografia
en capa fina (Eluyente: mezcla 12:3:3 CH3;CN/MeOH/NaCl(0.6 M)) Una vez
transcurrida la reaccion se afiade AcOEt provocando la precipitacion de un sélido. Este
se filtra a vacio, lavandolo con AcOEt varias veces. La purificacion del sélido obtenido,
tras concentrar a sequedad, se llevé a cabo por cromatografia en columna empleando
la mezcla 12:3:3 CH3CN/MeOH/NaCIl(0.6 M) como eluyente. Las fracciones que
contienen el producto se concentran a presion reducida, obteniéndose el compuesto

compuesto 3-Br como un solido marrén (64.4 mg, rendimiento = 10%).

RMN-'H (CDsCN, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 8.69 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.48 (d, J =5.5
Hz, 2H), 7.91 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.44 (m, 2H), 7.36 (t, J= 7.5
Hz, 2H), 7.28 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 4.59 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.10 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 3.80
(t, J = 6.4 Hz, 1 H), 3.66 (t, J = 5.5 Hz, 2H).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C23H24Nz0,]" 422.1863; encontrado 422.1889.
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4.4, Sintesis del compuesto 1a-2Br
NHFmoc
NHFmoc -
Br
. N
Br | +
0 CH5CN _
+X
| + /\)’J\
Z Br OH reflujo _ -
| Br
Nt
a N~ O
N 1a*2 OH
3-Br

Se disuelve el compuesto 3-Br (64.4 mg, 0.128 mmol) en 15 mL de CH;CN, y
sobre esta disolucion se afiade el acido 3-bromopropanoico (29.2 mg, 0.192 mmol). Se
calienta la mezcla durante 48 horas. La reaccién se sigue por cromatografia en capa
fina (eluyente: mezcla 12:3:3 CH3;CN/MeOH/NaCl(0.6 M)). Una vez transcurrida la
reaccion se filtra a vacio, lavando el sélido con acetonitrilo y éter varias veces. Se

obtiene el compuesto 1c-2Br como un sélido naranja (15.8 mg, rendimiento = 15 %).

RMN-*H (CDsCN, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 8.98 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.86 (d, J =5.5
Hz, 2H), 8.31 (d, J = 6.4 Hz, 4H), 7.87 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.62 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
7.44 (t, = 7.4 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.87 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.72 (t, J = 5.5
Hz, 2H), 4.26 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.17 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 3.73 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.14
(t, J = 6.4 Hz, 2H).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [CsH2oN3O4FsP]” 640.1794; encontrado
640.1790.
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4.5. Sintesis del compuesto 6

Ny +>L )OJ\ )OJ\ J< 2 i N/\/N\ff j<
2 o~ S0~ o 80°C

La reaccion se lleva a cabo segln las condiciones establecidas en la bibliografia.'*

Se disuelve la etilendiamina (4.2 mL, 62.45 mmol) en CH,CI, (50 mL) y se agita en un
bafio de hielo/NaCl 3:1 durante 15 minutos. A continuacion se afiade gota a gota una
disolucién de Boc,O (1.22 g, 5.60 mmol) en CH,CI, (30 mL). Tras transcurrir 24 horas
de reaccion se filtra a vacio, lavando el sélido obtenido con diclorometano. Se evapora
el disolvente a presion reducida. El crudo se redisuelve en 20 mL de una disolucién de
NaHCO; saturada. Se extrae con diclorometano (3x20 mL) y se seca la fase organica
con MgSO,. Se evapora el disolvente a presion reducida, obteniéndose el compuesto
6 como un precipitado blanco (627.6 mg, rendimiento = 70 %). Datos espectroscépicos

coincidentes con los descritos en la bibliografia.™

RMN-'H (CDCls, 300 Hz, 25°C), & (ppm): 3.14 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 1.42 (s, 9H).
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4.6. Sintesis del compuesto 8-Cl
NO,
HNHBoc
NO, +N\CI_
H + EtOH | /
N 0] Cl
HNT \ﬂ/ \’< + | = t.a
0 =
- o
| N
NS
N 8-Cl

Sobre una disolucién de cloruro de 1-(2,4-dinitrofenil)-[4,4'-bipiridin]-1-io (899.5 mg,
2.51 mmol) en etanol (5 mL), se afiade una disolucion del compuesto 6 (603.4 mg,
3.77 mmol), en la minima cantidad de etanol (5 mL). La mezcla se mantiene en
agitacion constante a temperatura ambiente durante 15 minutos, dandose por
terminada la reaccion al observar la desaparicion del reactivo limitante mediante
cromatografia en capa fina, empleando como eluyente mezcla 12:3:3 de
CH3;CN/MeOH/NacCl(0.6 M)).

A continuacién, el disolvente se evapora a presion reducida y el crudo se
redisuelve en la minima cantidad de agua, lavandose la fase acuosa con AcOEt (3 x
10 mL). La purificacion del sdlido obtenido, tras concentrar la fase acuosa a sequedad,
se llevd a cabo por cromatografia en columna empleando una mezcla 12:3:3
CH3CN/MeOH/NacClI(0.6 M)) como eluyente. Las fracciones que contienen el producto
se concentran a presion reducida, obteniéndose el compuesto 8-Cl como un aceite

marron (570 mg, rendimiento = 68 %)

RMN-*H (D,O, 300 MHz, 25°C), & (ppm): 8.93 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.74 (d, J =5.5
Hz, 2H), 8.39 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.69 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.64
(t, J = 5.3 Hz, 2H) 1.16 (s, 9H).

RMN-2C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 157.32 (C), 152.18 (C), 150.08 (CH),
145.39 (CH), 142.02 (C), 126.16 (CH), 122.24 (CH), 81.01 (C), 61.40 (CH,), 40.42
(CH,), 27.29 (CHa).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C17H2,N30,]" 300.1706; encontrado 300.1713.
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47. Sintesis del compuesto 1b*?
NHBoc
NHBoc N cl
»
=
/\)J\ CH3CN —
reflujo ~F |

N Br
(@)

Sobre una disolucion de 8-Cl (157.9 mg, 0.47 mmol) en CH3;CN (30 mL), se afiade

OH

acido 3-bromopropanoico (166 mg, 0.98 mmol). La mezcla se deja a reflujo con
agitacion durante 24 horas. La reaccién se sigue por cromatografia en capa fina
empleando como eluyente (mezcla 12:3:3 CH;CN/MeOH/NaCl(0.6 M)) hasta la
completa desaparicion del reactivo limitante. Tras completarse la reaccion, el sélido
obtenido se filtra a vacio y se lava con acetonitrilo y éter. La purificacion del sélido
obtenido, tras concentrar a sequedad, se llevoé a cabo por cromatografia en columna
empleando mezcla 12:3:3 CH3;CN/MeOH/NaCl(0.6 M) como eluyente. Las fracciones
gue contienen el producto se concentran a presion reducida, obteniéndose el

compuesto compuesto 1b*? como un sélido marrén (96.2 mg, rendimiento = 40 %).

RMN-'H (D,0, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 9.11 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 9.06 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 8.49 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.46 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 4.89 (t, J = 6.4 Hz 2H), 4.72 (t, J
= 5.3 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.19 (s, 9H).

RMN-2C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 171.63 (C), 157.31 (C), 150.33 (C),
146.08 (CH), 145,81 (CH), 136.27 (C), 130.29 (CH), 129.13 (CH), 127.15 (C), 126.85
(CH), 81.28 (C), 62.29 (CH»), 64.27 (CH,), 40.36 (CH,), 27.07 (CHs).
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4.8. Sintesis del compuesto 9-2Br
.
H3 Br
N
| N N Br.
7 o chen. |7
+ B/\/NH3 rALEL A\ NG —
= r reflujo
N | =
N |
NS
9-2Br "N

Se disuelve la 4,4-bipiridina (653.1 mg, 4.18 mmol) en 35 mL de CH3CN, y sobre
esta disolucién se afiade el bromuro de 2-bromoetilamonio (571.2 mg, 2.79 mmol). La
mezcla se deja a reflujo con agitacion durante 48 horas, siguiendo la reaccién por
cromatografia en capa fina. Una vez transcurrida la reaccién se filtra a vacio, lavando
el sélido con acetonitrilo varias veces. Se obtiene el compuesto 9-2Br como un sélido
marrén (923.7 mg, rendimiento = 85%), que se empled para la siguiente reaccion sin

mayor purificacion.

RMN-'H (D,0O, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 8.98 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.70 (d, J 6.4 Hz,
2H), 8.41 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.95 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.65 (t,
J = 6.5 Hz, 2H).

RMN-'3C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 155.08 (C), 149.68 (CH), 145.24 (CH),
142.28 (C), 126.65 (CH), 122.45 (CH), 57.51 (CH,), 38.92 (CH,).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C1,H14N3]" 200.1190; encontrado 200.1182.
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4.9. Sintesis del compuesto 10-3Br

+ Br
- H
+ Br 3
NH; .
Br
_ N
N Br | N
| o DMF 7
OEt
P~ + Br I
N y
e 70 °C |
= | \ltl Br
N 1038 \\WOEt
9-2Br "0

Se disuelve el compuesto 9-2Br (304.0 mg, 0.84 mmol) en 20 mL de DMF, y se
aflade sobre esta disoluciéon bromoacetato de etilo (185 uL, 1.67 mmol). Se calienta a
70 °C con agitacion durante 48 horas. El seguimiento de la reaccién se lleva a cabo
por cromatografia en capa fina. Tras completarse la reaccion, se filtra a vacio y se lava
el solido obtenido con éter. Se obtiene el compuesto 10-3Br como un sélido amarillo
(127.0 mg, rendimiento = 45 %). Se empled para la siguiente reaccién sin mayor
purificacién.

RMN-H (D,0, 500 Hz, 25°C), & (ppm): 9.19 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 9.07 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 8.61 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.58 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 5.64 (s, 2H), 5.06 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 4.29 (c, J = 7.1 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

RMN-2C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 166.7 (C), 151.12 (C), 150.95 (C),
146.97 (CH), 145.95 (CH), 127.70 (CH), 126.99 (CH), 64.16 (CH,), 61.05 (CH,), 58.10
(CH,), 38.94 (CH,), 13.05 (CHa).
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60 °C

32

1c-3ClI

Se disuelve el compuesto 9-3Br (150.0 mg, 0.29 mmol), en 12 mL de una mezcla

HCI/H,O (1:1) y se deja con agitacién calentando a 60 °C durante 5 horas. La reaccion

se sigue por cromatografia en capa fina. Una vez completada la reaccion se concentra

a sequedad. Se obtiene el compuesto 1c-3Cl como un soélido amarillo (50.8 mg,

rendimiento = 95 %).

RMN-'H (D,0, 500 Hz, 25°C), § (ppm): 9.18 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 9.02 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 8.62 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.54 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 5.37 (s, 2H), 5.07 (t, J = 6.6 Hz,

2H), 3.75 (t, J = 6.6 Hz, 2H).

RMN-'3C (D,0, 125 MHz, 25°C), & (ppm): 169.76 (C), 151.45 (CH), 149.99 (CH),
146.62 (CH), 146.13 (CH), 127.50 (CH), 126.52 (CH), 63.15 (CH,), 58.02 (CH.), 38.94

(CH,).

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C14H17N302]+3 259.1304; encontrado 259.1290.
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CONCLUSIONES

1. Se llevo a cabo la sintesis de un derivado N,N*-dialquil-4.4’-bipiridinio
(violbgeno) con grupos &cido y amino protegido en el grupo amino con el
grupo protector Fmoc (1a), mediante reacciones de alquilaciéon sucesiva sobre
4.4’-bipiridina. A pesar de los problemas asociados a la sensibilidad del grupo
protector al medio basico, se obtuvo el aminoacido deseado con un bajo
rendimiento.

2. Se llevo a cabo la sintesis de un derivado de violdgeno con extremos
aminoacido protegido en el grupo amino con el grupo protector Boc (1b),
mediante una nueva estrategia sintética, consistente en una primera reaccion
de Zincke entre un derivado monoactivado de 4,4’-bipiridina y una diamina
convenientemente monoprotegida. Si bien la primera etapa transcurre
satisfactoriamente, la sensibilidad del grupo protector al medio acido impide la
formacion del aminoacido deseado en alto rendimiento.

3. La utilizacién de una estrategia alternativa, consistente en dos alquilaciones
sucesivas sobre la 4,4’-bipiridina introduciéndose de esta forma el grupo amino
desprotegido y un grupo éster, y una posterior hidrolisis, nos lleva a la
formacion del aminoacido deseado (1c) de manera satisfactoria.

4. Se ha estudiado la potencial utilizacién de los compuestos preparados como
sustratos en quimica receptor-sustrato, mediante el estudio de loa interaccién
entre cucurbit[7]urilo y el compuesto 10-3Br. Los resultados de 'H RMN
obtenidos se muestran en buen acuerdo con la formacién de un complejo de
inclusion 1:1.

5. La caracterizacion estructural mediante técnicas de RMN mono vy
bidimensional, asi como espectrometria de masas, permitid la asignacion

estructural de los compuestos obtenidos en este trabajo.
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CONCLUSIONS

1. In the work presented herein, the synthesis of a new N,N’-dialquil-4,4’-
bipyridinium derivative (viologen), owning acid and amino groups on both ends
of the heterocycle, protected at the amino group with the protecting group Fmoc
(1a), by using successive alkylation steps. In spite of the problems associated
with the sensitivity of the protective group to the basic medium, the desired
amino acid was obtained with a low yield.

2. An alternative strategy was intended, consisting on a Zincke reaction as the first
step with an N-activaded 4,4’-bipyridine derivative and an appropriately
monoprotected diamine, an strategy that opened the door for the introduction of
the acid moiety on the viologen through a second alkylation step. Whilst the first
alkylation occurs without problems, the sensitivity of the protective group Boc to
the acid medium prevents the formation of the desired amino acid with high
yield.

3. An alternative strategy was intended, consisting in two successive alkylations
on 4,4’-bipyridine introducing the unprotected amino group and an ester group
and a subsequent hydrolysis, leads to the formation of the desired amino acid
(1c) in a satisfactory way.

4. The potential of the compounds prepared herein as substrates on host:guest
chemistry has been analyzed, by studying the interaction between
cucurbit[7]uril and compound 10-3Br. The 1H NMR obtained is in good
agreement with the obtention of a 1:1 inclusion complex.

5. The structural characterization of the compounds obtained throughout this work
was successfully achieved, by using NMR techniques as well as mass

spectrometry.

Trabajo Fin de Master UDC 2019 Liliana Barravecchia



35

Anexo

e Compuesto 2-Br

T T T
54 52 50 4.
f1 {(ppm)

llustracién 1: Espectro RMN-"H (D;0, 500 Hz, 25°C) del compuesto 2-Br.

Trabajo Fin de Méaster UDC 2019 Liliana Barravecchia



36

Ll

———

T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

llustracion 2: Espectro de RMN-"C (D;0, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del compuesto
2-Br.
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llustracion 3: Experimento COSY realizado para el compuesto 2-Br.
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llustracion 4: Experimento HMBC realizado para el compuesto 2-Br.
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llustracion 5: Experimento HSQC realizado para el compuesto 2-Br.
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I +T(TNS 1000tol(K3mnfmSarm|ez(LBlg MeOH) of 2019_06596_LB19 esitof_pos 01.wiff Mex. 617.0 counts|
9859283149800e-004, t0=1.68666491278092640e+001 R, (Turbo Spray)
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llustracion 6: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto 2-Br.

e Compuesto 3-Br

N + N
FmocHN—/_ \ / \ Z
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llustracion 7: Espectro de RMN-'H (CDsCN, 500 Hz, 25°C) del compuesto 3-Br.
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llustracion 8: Espectro de RMN-"C (CDsCN, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del
compuesto 3-Br.
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llustracion 9: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto 3-Br.
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e Compuesto 5-Br
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llustracion 10: Espectro de RMN-"H (D20, 500 MHz, 25°C) del compuesto 5-Br.

e Compuesto la-2Br
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llustracion 11: Espectro de RMN-"H (CD3CN, 500 Hz, 25°C) del compuesto la-2Br.
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I +TOF MS: 0.650 to 0.816 min from Sanple 2 (LB27colunmal-2, MeOH) of 2019 06597_LB27colunmalF2_esitof_pos 01.wiff Max. 5186.6 counts|
a3.60229892502123850e-004, t0=-1.68670263038949990e+001 R; (Turbo Spray)
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llustracion 12: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto la-2Br.

e Compuesto 8-Cl

N \ \ ';Nx r
/
= NHBoc /
' f —~ f r
/ f / f
4o /
J_J (- P T W,
e s T s T
g & & 3 B ] -4
S E = = B =
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
9.2 9.0 8.8 8.6 84 8.2 8.0 78 7.6 74 50 48 46 44 42 4.0 38 3.6 34 3.2 3.0 2.0 18 1.6 14 1.2 1.0 0.8
f1 (ppm}

llustracion 13: Espectro de RMN-'H (D20, 300 Hz, 25°C) del compuesto 8:-Cl.
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llustracion 14: Espectro de RMN-"*C (D;0, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del
compuesto 8-Cl.

S I

r2

r3

4

r5

r6

r7

r8

T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
2 (ppm)

llustracion 15: Experimento COSY realizado para el compuesto 8-Cl.
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llustracién 16: Experimento HMBC realizado para el compuesto 8-Cl.
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llustracion 17: Experimento HSQC realizado para el compuesto 8-Cl.

Trabajo Fin de Méaster UDC 2019 Liliana Barravecchia

fL (ppm)

fL (ppm)



44
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llustracion 18: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto 8-Cl.
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llustracion 19: Espectro de RMN-"H (D0, 500 Hz, 25°C) del compuesto 1b-CIBr.
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e Compuesto 9-2Br
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llustracion 20: Espectro de RMN-"H (D20, 500 Hz, 25°C) del compuesto 9-2Br
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llustracion 21: Espectro de RMN-"C (D0, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del
compuesto 9-2Br.
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llustracion 22: Experimento COSY realizado para el compuesto 9-2Br.
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llustracion 23: Experimento HMBC realizado para el compuesto 9-2Br.
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llustracion 24: Experimento HSQC realizado para el compuesto 9-2Br.
I +TOF MS: 1.066 to 1.116 min from Sarrple 3 (LB3, MeOH) of 2018 08270 LB3 esitof_pos 02.wiff Max. 2614.3 counts.
2=3.60121514541303100e-004, t0=-1.70417947413663530e+001 R, (Turbo Spray)
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llustracion 25: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto 9:-2Br.
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Compuesto 10-3Br.
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llustracion 26: Espectro de RMN-"H (D20, 500 Hz, 25°C) del compuesto 10-3Br.
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llustracion 27: Espectro de RMN-"*C(D,0, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del
compuesto 10-3Br.
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llustracion 28: Experimento COSY realizado para el compuesto 10-3Br.
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[ r ( ( [ [
|| ] | |
L i
|| | } |
J 44 O .
Hod =\ = NHs
N + +N—/_
YA Y,
A S L _JL
T T T T
g g £ g 8 g
9.‘5 9:0 8:5 S:U 7:5 7.0 6.‘5 6.0 5.‘5 5:0 4:5 4.0 3.5
1 (ppm)

llustracion 29: Espectro de RMN-'H (D,0, 500 Hz, 25°C) del compuesto 1c-3Cl.

Trabajo Fin de Master UDC 2019

Liliana Barravecchia



50

L

T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

llustracion 30: Espectro de RMN-3C (D20, 125 MHz, 25°C) (abajo) y DEPT (arriba) del
compuesto 1c-3Cl.

I +TOF MS: 0.900 to 0.983 in from Sarrple 2 (LB52, MeOH) of 2019 15301 LB52 esitof_pos OL.wiff Max. 4337.2 coun
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llustracion 31: Espectro de HR-ESI-MS del compuesto 1c-3Cl.

Trabajo Fin de Méaster UDC 2019 Liliana Barravecchia



