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ABREVIATURAS, SIMBOLOS E ACRONIMOS

CDC Constitutional Dynamic Chemistry

(Quimica dinamica constitucional)

COSY Correlation Spectroscopy
(Espectroscopia de correlacion)

d dobrete

DCvC Dynamic Covalent Chemistry
(Quimica Covalente Dinamica)

dd doble dobrete

DEPT Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer

DMF N, N-dimetilformamida
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HMBC Heteronuclear Multiple Bond
Correlation (Correlacion Heteronuclear
de Enlace Multiple)
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Chromatography (Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia)

HSQC Heteronuclear Single Quantum
Correlation (Correlacion Heteronuclear
dun unico Cuanto)

J constante de acoplamento

m multiplete
MHz Megahercio
mL mililitro
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Spectroscopy (Espectroscopia de
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q cuadruplete

RMN-"3C Resonancia Magnética
Nuclear de carbono

RMN-'H Resonancia Magnética
Nuclear de proton

s singulete

Sn2 Reacciéon de substitucion nucledfila
bimolecular

t triplete

TFA Trifluoroacetic acid (acido
trifluoroacetico)

6 Desprazamento quimico

AG Variacién na Enerxia libre de Gibbs



RESUMO

No campo da quimica supramolecular esta sendo de grande interese a sintese
de macrociclos (caixas) que sexan m-deficientes no interior da sua cavidade, asi como
que esta sexa hidrofébica, para albergar substratos m-excedentes (aromaticos) no seu
interior. Este conxunto receptor-substrato estase volvendo moi relevante en ramas como

a bioldxica ou sanitaria.

O presente traballo, ao abeiro da quimica covalente dinamica e tomando como
referencia a Blue Box ciclofano multicationico rixido formado por duas unidades de
bipiridina, conectadas por duas pontes de p-xileno, pretende crear un analogo

hidrazona deste, a Red Box funcionalizada.

Para comezar sintetizanse os diferentes building blocks que o conforman para
finalmente formar o macrociclo completo, debido a formacidbn de dous enlaces
hidrazona, sintetizando asi o elemento que se desexa pero con unha cadea libre con
altas posibilidades de reaccién. Para controlar que todo o proceso se leva a cabo dunha
maneira mais ou menos satisfactoria realizanse diferentes espectros mono e

bidimensionais, tanto do produto final como dos diferentes elementos que o compofien.
PALABRAS CHAVE

Quimica supramolecular, quimica receptor-substrato, Red Box, quimica

covalente dinamica, macrociclo.



RESUMEN

En el campo de la quimica supramolecular, es de gran interés sintetizar
macrociclos (cajas) que sean 1 -deficientes dentro de su cavidad, asi como que sean
hidréfobos, para albergar sustratos (aromaticos) t-excedentes en su interior. Este
conjunto receptor-sustrato se esta volviendo muy relevante en ramas como la biologica

o la sanitaria.

El presente trabajo, bajo el amparo de la quimica covalente dinamica y tomando
como referencia el ciclofano multicatiéonico Blue Box formado por dos unidades de
bipiridina, unidas por dos puentes de p-xileno, tiene como objetivo crear un analogo

hidrazona de esta, la Red Box funcionalizada.

En un primer momento se sintetizan los diferentes building blocks que lo
componen para finalmente formar el macrociclo completo, debido a la formacién de dos
enlaces hidrazona, sintetizando asi el elemento deseado, pero con una cadena libre con
altas posibilidades de reaccion. Para controlar que todo el proceso se lleve a cabo de
forma mas o menos satisfactoria, se elaboran diferentes espectros mono y
bidimensionales, tanto del producto final como de los diferentes elementos que lo

componen.
PALABRAS CLAVE

Quimica supramolecular, quimica receptor-sustrato, Red Box, quimica covalente

dinamica, macrociclo.



ABSTRACT

Within the field of supramolecular chemistry, it is of great interest to synthesize
macrocycles (boxes) owning a m-deficient hydrophobic cavity able to host aromatic
substrates inside them. This receptor-substrate chemistry is becoming very relevant in

branches such as biological or sanitary.

The present work, under the umbrella of dynamic covalent chemistry and taking
as reference the Blue Box multicationic cyclophane formed by two bipyridine units joined
by two p-xylene bridges, aims to create a hydrazone analogue of this, the functionalized
Red Box.

Firstly, the different building blocks that compose it are synthesized to finally form
the complete macro cycle, due to the formation of two hydrazone links, thus synthesizing
the desired element, but with a free chain with high reaction possibilities. In order to
control that the whole process is carried out in a more or less satisfactory way, different
mono and bidimensional spectra are elaborated, both of the final product and of the

different elements that compose it.
KEY WORDS

Supramolecular chemistry, receptor-substrate chemistry, Red Box, dynamic

covalent chemistry, macrocycle.
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1. INTRODUCCION

1.1.QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Moitos dos cativos que hoxe en dia son mozos xogaron ou incluso xogan con
pezas de LEGO®, ese xogo que todos temos na mente de encaixar pezas de distintos
tamafos ou formas para facer diferentes construciébns que a nosa mente imaxinaba,
tales como torres, castelos, muros ou incluso caixas. Deixando na nosa mente este
ultimo tipo de construcidon podemos explicar dunha maneira sinxela, a relacion da
Quimica Supramolecular con elementos da vida cotia. Asi, pédese dicir que esta
disciplina usa fragmentos moleculares como bloques de construcion, utilizandoos como
pezas para a construcidén de entidades mais complexas unidas coa cola das forzas de

interaccion intermoleculares febles.

[0 - O-j 5a M = Pd, from 1-2PF,
</O'®—O 0003 5b M = Pt, from 1-2PF,
Q?\/o S 5c M = Pd, from 2:2PF,

llustracién 1. Exemplo de quimica supramolecular sintética, na que o uso de bloques de
construcion adecuados dan lugar mediante autoensamblaxe a unha especie mais complexa, en este caso
un né de Salomon.”

Sen embargo unha definicion mais técnica da disciplina foi proporcionada por Jean
Marie Lehn (Premio Nobel de Quimica), no ano 1978 definindoa como "quimica das
ensamblaxes moleculares e do enlace intermolecular’. Tamén acufiou este termo como
a "quimica alén das moléculas”, entendendo a supramolécula como unha “entidade
complexa e organizada que resulta da asociacion de duas ou mais especies quimicas

mediante forzas intermoleculares™(llustracién 1)

" Peinador, C.; Blanco, V.; Quintela, J. M. A New Doubly Interlocked [2] Catenane .J. Am. Chem.
Soc. 2009, 131, 920-921

2 Lehn, J. M. Towards Complex Matter: Supramolecular Chemistry and Self-Organization. Proc
Natl. Acad. Sci. U S A. 2002; 99, 4763-4768.



Como se comentou, estas supramoléculas atépanse unidas mediante forzas
intermoleculares como “cola supramolecular’, sendo as mais comuns os enlaces de
hidroxeno, as forzas de Van der Waals, as interaccions m-m e C-H---m1, ou o efecto
hidrofébico.® Estas forzas presentan un caracter mais débil que as covalentes clasicas,
e podense considerar informalmente como "non covalentes”, pero a pesar de que todas
presentan dende o punto de vista técnico un maior ou menor grao de caracter covalente
e de que en moitas ocasiéns se conseguen unidéns moi fortes, xa que ditas forzas soen
actuar en moitos casos de forma simultanea e/ou cooperativa. Debido a debilidade
individual destas forzas, este tipo de quimica pédese considerar unha quimica dinamica
e reversible na que os agregados supramoleculares se encontran nunha situacion de

equilibrio termodinamico cos seus constituintes.

Dende un punto de vista histérico, en torno ao ano 1890 Emil Fisher propuxo o
principio do "lock and key” para o mecanismo de recofiecemento encimatico, que serviu
como precedente para que nos anos 50 se comezaran a cofiecer 0os primeiros produtos
macrociclicos naturais capaces de recofiecer a outras especies. Sen embargo, o
primeiro feito relevante para a definicibn moderna da quimica supramolecular foi a
obtencion de éteres ciclicos, os chamados hoxe en dia éteres coroa, obtidos por
primeira vez como un subproduto dunha reaccién, por Pedersen. Seguindo esta lifia de
investigacion foi cando no ano 1987 Jean-Marie Lehn, Charles J. Pedersen e Donald J.
Cram recibiron o Premio Nobel "polo desenvolvemento e emprego de moléculas de
interaccion de alta selectividade”.* Esta quimica mantense en auxe dende o seu comezo
debido as suas multiples aplicacions que foron atopadas como por exemplo na
biomedicina. Vendo todas as vantaxes que este campo parecia poder ter seguiron as
pesquisas e foi no ano 2016 cando se volveu a galardoar, nesta ocasion a James Fraser
Stoddart, Ben Feringa e Jean-Pierre Sauvage co Premio Nobel "polo desefio e sintese

das maquinas moleculares”, como por exemplo catenanos ou rotaxanos.

3 Biedermann, F.; Schneider, H. J. Experimental Binding Energies in Supramolecular Complexes.
Chem. Rev. 2016, 116, 5216-5300

4 Ariga, K.; Kunitake, T.; Supramolecular Chemistry-Fundamentals and Application, s.I.; Springer,
2006.



1.2.QUIMICA RECEPTOR-SUSTRATO
Anteriormente citouse o principio "lock and key” do modelo de Fischer, que
exactamente quere dicir pechadura e chave, para que unha chave abra unha pechadura,

esta ten que encaixar perfectamente en tamafio e forma coa outra.

Usando esta simple analoxia, podemos describir a quimica receptor-substrato
como aquela na que duas especies interacionan: unha de maior tamano denominada
receptor (host) que presenta un sitio de unién, normalmente unha cavidade, na que se
pode introducir unha especie mais pequena denominada substrato (guest)(/lustracion
2). Unha vez que se produce esta interaccidén entre o host e o guest férmase o que se
chama complexo de inclusion como podemos observar na ilustracion seguinte.® Este
proceso ten lugar xa que o receptor conta con sitios de unién converxente, e o substrato

sitios de unién diverxente experimentando asi unha forza atractiva.

llustracioén 2. Representacion da quimica receptor-substrato.

1.3.QUIMICA COVALENTE DINAMICA
Con anterioridade diciase que a quimica supramolecular € dinamica de por si,
Xa que se centra en interacciéns febles de tipo non covalente, isto implica a posibilidade
de formacion e ruptura reversible de enlaces, que polo tanto estan rexidos baixo control
termodinamico. Este tipo de control € importante dende o punto de vista da eficiencia
sintética, xa que permite que o0 proceso sexa reversible e se produza unha
autocorreccion de produtos non desexados, os cales evolucionan ata un minimo

enerxético.

A principal diferenza que se acha entre control termodinamico e control cinético
radica en que no primeiro deles a proporcién de produtos finais dependera da
estabilidade relativa de cada un deles e non da estabilidade dos estados de transicion,
como sucede no control cinético. Para velo de maneira exemplificada acddese a
llustracion 3 na cal nos procesos de control cinético a proporcion dos produtos finais B

e C depende da estabilidade relativa dos estados de transicion que levan dende A ata

5 Steed, J. W.; Atwood, J. L.; Supramolecular Chemistry, Wiley, Chichester, 2009.



cada un deles, nos procesos baixo control termodinamico sen embargo a estabilidade

esta controlada pola estabilidade relativa de B e C.

B &—— A ) C

AGg c
A A

Coordenada de reaccion ———=

llustracion 3. Perfil de enerxias libres de Gibbs para a transformacion de A en Bou C

De esta forma, o tipo de uniéns intermoleculares que permiten ter un control
termodinamico non estan restrinxidas as interacciébns non covalentes mencionadas no
anterior apartado, senén que poden incluir enlaces covalentes clasicos sempre e cando
cumpran unha serie de condicidéns. Asi nace o concepto de quimica covalente dinamica

(DCvC), como aquela na que:

= O tempo de vida dos enlaces covalentes ten que estar entre 1 ms e 1 min, a duracién
debe ser esta para afianzar que a estabilidade e suficiente para illar e detectar as
estruturas moleculares formadas.

= As condiciéns de reaccién deben ser suaves para ser compatibles con todo tipo de
grupos funcionais que poidan conter os building blocks.

= O proceso de intercambio entre compofientes debe controlarse de maneira sinxela,
os métodos mais empregados son por pH, temperatura, eliminacion de catalizadores

e atrapamento cinético das estruturas por procesos redox.®

6 Jin, Y.; Yu, C.; Denman, R. J.; Zhang, W. Recent Advances in Dynamic Covalent
Chemistry. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6634-6654.



Estas reaccions covalentes dinamicas poden clasificarse en dous tipos: 1)
reaccions nas que se forman novos enlaces covalentes dinamicos e 2) reacciéns de
intercambio onde o enlace covalente reversible e do mesmo tipo nos reactivos de partida

ca nos produtos.

Os enlaces covalentes dinamicos mais habituais son do tipo C-C, C-N, C-O, C-
S, S-S ou B-0O. Facendo unha subclasificacién atépanse enlaces asimétricos, aqueles
que resultan da combinacién de dous compoientes distintos, e os simétricos que

permiten o autointercambio.

1.4.QUIMICA COVALENTE DINAMICA DE IMINAS
Os compostos con estrutura xeral RR"C=NR"" sofren para a sua formacién unha
condensacion dunha amina primaria cun grupo carbonilo, dando lugar a un enlace
iminico, unha imina . Esta reaccion e unha das mais empregadas dentro da quimica
covalente dinamica. A reaccion foi descuberta por Hugo Schiff, e € por iso que, hoxe en
dia moitas iminas reciben o nome comun de "bases de Schiff”.” Ao igual que os enlaces

dobres, as iminas presentan isomeria E/Z.

A reaccioén de formacion do enlace C=N esta catalizada por acidos que fan ao
carbonilo mas electrofilo, implica a liberacion de H»O e levase a cabo normalmente por
quecemento a refluxo dos reactivos de partida®, como podemos observar na llustracion
4. Un dos principios polos que se engloba dentro das reaccions da quimica covalente é
porque se trata dunha reaccion normalmente reversible, polo que se pode desprazar o
equilibrio cara os reactivos ou cara os produtos variando as condicions coas que se
traballe. Por exemplo se eliminamos auga do medio ou usamos axentes deshidratantes
inclinamos o equilibrio cara a formacién de imina. Pola contra se engadimos auga, o que
ten lugar € a hidrolise da imina, producindose o desprazamento do equilibrio en sentido

contrario ao caso exposto anteriormente.

+ OH Ra
o OH T !
P H+ N )LR Ri™ 'NH; R1+R2 NI 4+ H0
R R 1 2 HM /L-
1 2 R, R “Rs

llustracion 4. Mecanismo da reaccion de formacién de iminas

7 Da Silva, C. M-j Da Silva, D. L.; Modolo, L. V.; Alves, R. B.; De Resende, M. A.; Martins, C. V.
B.; De Fatima, A. Schiff Bases: A Short Review of Their Antimicrobial Activities. J. Adv. Res.
2011, 2, 1-8

8 Meyer, C. D.; Joiner, C. S.; Stoddart, J. F. Template-Directed Synthesis Employing Reversible
Imine Bond Formation. Chem. Soc. Rev.; 2007, 36, 1705-1723.



Hai unha serie de reaccions tipicas que implican a formacion reversible de
enlaces imina: a formacion e hidrolise do enlace, citada anteriormente, o intercambio no
cal se introduce unha segunda amina ou aldehido e producese unha transiminacion e a

metateses na cal introducese unha segunda imina e os grupos R intercambianse.

Xustamente por estas reacciéns que ocorren tipicamente cas iminas téntase
buscar analogos mais estables como as hidrazonas e acil hidrazonas, (RR'"C=NNR"'R"""
e RR'C=NNR"'C=0R""’, respectivamente) que tefien moito menor caracter electrofilo

no carbonilo debido ao efecto mesomérico do heteroatomo.

En particular, neste traballo pretendese a sintese de macrociclos iminicos
mediante unha condensacion [2+2] de aldehidos e hidracinas adecuados, e que se
apoia inicialmente na natureza dinamica do enlace imina ainda que, como veremos, o

resultado final € un proceso que ocorre anomalamente baixo control cinético en auga.



1.5.ANTECEDENTES

Centrandose un pouco na quimica levada a cabo polo grupo de investigacion
que me permitiu desenvolver este traballo (QUIMOLMAT), dito grupo ten realizado gran
parte da sua investigacién na ultima década na preparaciéon de compostos macrociclicos
analogos a denominada Blue Box.® O primeiro en levar a cabo a sintese deste receptor
molecular foi Fraser Stoddart no 1988.'° A Blue Box que podemos ver na llustracién 5,
ciclobis(paraquat-p-fenileno), € un ciclofano multicationico rixido formado por duas
unidades de bipiridina conectadas por duas pontes de p-xileno, creando asi unha
especie de caixa alongada cunha cavidade interior 1T-deficiente sendo asi un bo receptor
molecular para moléculas m-excedentes."" A cavidade interior debido ao caracter
aromatico dos aneis que constitien as paredes é hidrofébica, polo que favorece a
formaciéon de complexos de inclusibn en medios polares, xa que o substrato, ao ser
aromatico, atopase mais estabilizado dentro da cavidade que na propia disolucién, onde

estaria peor solvatado.

. . + 4 =\ +
O~ TO-O
\_ N +N\ /AR IN+

Blue Box

llustracion 5. Varias representacions do ciclofano Blue Box

Estas propiedades fan que este macrociclo e os seus analogos sexan de grande
interese como receptor molecular tanto en medio acuoso como organico, de substancias
aromaticas de interese ambiental ou biomédico, como por exemplo os cofecidos
contaminantes hidrocarburos aromaticos policiclicos (l/lustracién 6). O principal
problema na sintese deste tipo de ciclofanos € o seu baixo rendemento que e debido a
etapa determinante da reaccion, a ciclacion, a pesar de poder ser sintetizada coa axuda
dun padron. Cofiecendo de anteman todas estas caracteristicas, e albiscando grandes

posibilidades para este tipo de macrociclos o grupo QUIMOLMAT comezou a afondar

9 Neira, |.; Blanco-Gomez, A.; Quintela, J. M.; Garcia, M. D.; Peinador, C. Dissecting the "Blue
Box": Self-Assembly Strategies for the Construction of Multipurpose Polycationic Cyclophanes.
Acc. Chem. Res. 2020, 53, 2336-2346.

10 Barnes, J. C.; Juri¢ek, M.; Vermeulen, N. A; Dale, E. J.; Stoddart, J. F. Synthesis of ExBox
Cyclophanes. J. Org. Chem. 2013, 78, 11962-11969.

1 Dale, E. J.; Vermeulen, N. A.; Juricek, M.; Barnes, J. C.; Young, R. M.; Wasielewski, M. R,;
Stoddart, J. F. Supramolecular Explorations: Exhibiting the Extent of Extended Cationic
Cyclophanes. Acc. Chem. Res. 2016, 49, 262-273.



no estudo de analogos desta Blue Box procurando obter uns mellores rendementos

incluso en medio acuoso.

(@)  ExBox# Azulene (¢) phenanthrene  (d) Anthracene (&) Tetraphene Chrysene

K,/ M1 2.86 x 102 1.38 x 103 8.83 x 10?2 9.14 x 102 2.32x10°

(9) Tetracene Helicene Pyrene ) Triphenylene Perylene Coronene
571 x 103 7.16 x 103 1.97 x 104 8.81 x 104 Est. 7.1 x 10°

llustracién 6. Estructuras cristalinas de un analogo extendido da Blue Box (ExBox**) capaz de
complexar diversos hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Debido a estas investigacions este grupo conseguiu obter a chamada White
Box,”? unha acil hidrazona da anterior, facendo uso da xa descrita quimica covalente
dinamica (llustracion 7). A White Box consta de catro cargas positivas cunha cavidade
m-deficiente, polo que é un bo receptor de substratos aromaticos (mm-excedentes)
formando un complexo receptor-substrato estabilizado principalmente polo efecto
hidrofébico. A principal diferenza entre ambos € o método de sintese, no caso do ultimo
a conexion realizase mediante un enlace iminico. Co que se descobre que a eliminacion
dos carbonilos favorece a capacidade de complexar. Dando lugar a lifia de investigacion
na que se centra este traballo, a Red Box," un analogo hidrazona da Blue Box, que

podemos observar tamén na llustracion 7.

)

- N
\ + —~ N S N\\ \\
/AR PSS \ N AN
D\Q NS A~ H &
+ N-
\_N \_/ /N\KQN' !

H

Blue Box White Box Red Box H

llustracion 7. Estructuras dos ciclofanos White e Red box comparadas coas do seu modelo Blue
Box.°

12 Blanco-Goémez, A.; Fernandez- Blanco, A.; Blanco, V.; Rodriguez, J.; Peinador, C.; Garcia,
M.D. Thinking outside the “Blue Box”: Induced Fit within a Unique Self-Assembled Polycationic
Cyclophane. J. Am. Chem. Soc. 2019, 141, 3959-3964.

3 Blanco-Gémez, A.; Neira, |.; Barriada, J. L.; Melle-Franco, M.; Peinador, C.; Garcia, M. D.
Thinking outside the "Blue Box": from molecular to supramolecular pH-responsivenes. Chem. Sci.
2019, 10, 10680-10686.



2. OBXETIVOS
O presente traballo, baseandose nas directrices da quimica supramolecular e
tomando como base a lifia de investigacion do grupo QUIMOLMAT citado anteriormente,

sobre a Red Box, ten como obxectivos:

e Sintese dos building blocks dialdehido P1 e trihidrazona P3, partindo de

compostos comerciais.

N
A
OH N s
- +
Ng /| OH
N N
N X X
N
) N
__ _NH HN.
o Ty
HO P1:2Br )\ )\
P3-3Br

e Sintese do macrociclo Red Box funcionalizado P4 a partir dos building blocks.

+N
V /
HN/N N
=
\ | — + 5Br-
X 7 +N
NH; * N\
HN = | = |HN
NS ’_\J ’:_l\
P4

o Caracterizacion estrutural de todos os compostos sintetizados mediante
RMN mono e bidimensional.

e Purificacion do macrociclo funcionalizado mediante HPLC.



3. RESULTADOS E DISCUSION
3.1.SINTESE E CARACTERIZACION DOS COMPONENTES

3.1.1. Sintese do dialdehido (P1)

OH
Nr;\r;\%
HO. _OH L4

4—;:,\

Bre e : = | CH4CN Lxﬁj
| - - +  2Br
T - Br N
-1

refluxo /
\ﬁf
2 AN

\'F;{,UH

HO
P1

&

Unha das partes principais do macrociclo (building block), o dialdehido P1
sintetizase a través dunha reaccion de substitucion nucledfila bimolecular (Sn2), na cal
o nitroxeno do 4-piridincarboxialdehido (2) ataca ao CH2 bencilico, sendo o Br o grupo

sainte. Estes bromuros quedan como contraiébns na molécula final P1.

Este composto caracterizouse empregando as técnicas de 'H e *C mono e

bidimensional.

Para empezar tense que aclarar que a molécula P1 ademais de ser simétrica,
pode atoparse de duas formas, hidratada ou non hidratada. Ao disolvela en auga
deuterada (D20) férmase o hidrato, debido & alta reactividade do grupo carbonilo,
provocada pola deslocalizacion de carga ao anel piridinico. No espectro que se mostra
a continuacion (llustracién 8) de "H obsérvanse tres sinais aromaticos e dous alifaticos.
Estas duas ultimas sinais son singuletes, pero poden diferenciarse facilmente polo seu
desprazamento quimico e polo valor das suas integrais. O sinal de 5.87 ppm
corresponde, por ser o de menos desprazamento, aos hidréxenos Hy dos carbonos
bencilicos. O outro singulete a 6.21 ppm pertence ao protébn H, que aparece ao

hidratarse o carbonilo do aldehido.

En canto aos tres sinais aromaticos seguindo por orde de desprazamento
quimico atopamonos con un singulete a 7.55 ppm que podemos asignar aos catro
hidroxenos do anel de fenileno, os outros dous que ambos son dobretes deben ser dos
aneis de piridinio. O primeiro dos dobretes que aparece a 8.16 ppm aparentemente é

igual que o seguinte que aparece a 8.92 ppm a diferencia radica na maior ou menor
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proximidade que presenten os hidroxenos co nitroxeno do ciclo. Este nitroxeno ten carga
positiva, polo que ten tendencia a retirar densidade electronica tanto aos hidréxenos
como aos carbonos proximos. Esta tendencia provoca un desapantallamento dos sinais,
polo que podemos deducir que o dobrete de mais desprazamento correspondese aos

protdns en a ao nitr6xeno e o menor os de f3.

H, OH

H, = 5

Nz / OH X

Ha
1

N
h R

=\, _OH

HO ,

& 4

A0
1934
o ik
&2

llustracion 7. Espectro de’H- RMN (D20, 500MHz, 25°C) do dialdehido P1

Para asegurar a asignacion que se fixo dos sinais de protdn pédese apoiar no
espectro bidimensional COSY (/lustracion 9) que se encarga de mostrar as correlacions
existentes entre 'H-"H polos acoplamentos dos spins, como se ve aparecen sinais en
toda a diagonal que se traza, pero esta informacioén non é de importancia xa que e a
mesma que nos proporciona o 'H-RMN posto que se debe aos protons acoplados

consigo mesmo.

Se se fixa a atencion nos sinais que estan fora desta diagonal, confirmase que
os hidroxenos Hs e H4 estan acoplados entre si, os protdns en a e 3 do anel de piridinio,
que se atopan separados por tres enlaces, como nos indican as frechas que unen as

correlacions entre proténs.

11



+E5

&0

65

1o

t15

85

-1 ] 8.8 BE6 B4 Bl B.0 T8 TE 7.4 T2 70 BE {1 6.4 (7] (71 38 56 54
f2 foom

llustracion 8. Espectro COSY (D20, 500MHz, 25°C) do dialdehido P1

Deixando a un lado os proténs contase tamén co espectro de '*C-RMN no que
se achan sete sinais que en correspondencia co de 'H son dous sinais alifaticos e cinco
aromaticos. Igual que antes a asignacion dos sinais se apoiaba no espectro
bidimensional, neste caso apoiase no DEPT (ver Anexos), que indica o tipo de carbono

para cada sinal (primario, secundario, terciario ou cuaternario).

O unico sinal dun carbono secundario € o correspondente a 63 ppm, un dos
alifaticos, polo que se asigna ao grupo metileno C1. Por descarte o outro alifatico C, ten
que ser o carbono terciario que pertencia ao carbonilo hidratado. Dos cinco sinais
restantes, aromaticos todos, dous deles correspéndense con carbonos cuaternarios (Cs
e Cy) e os outros tres con terciarios (C4,Cs € C3). Na llustracion 10 podemos ver como

quedaria a asignacion final da molécula cos sinais numerados.

12
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llustracion 9. Espectro C-RMN (D20, 500MHz, 25°C) do dialdehido P1

Para os carbonos contase con outra ferramenta a empregar para facilitar a
asignacion dos nucleos, o espectro bidimensional HSQC (/lustracion 11), que indica as
relacions entre carbonos e hidroxenos unidos directamente. Para empezar, a través das
correlacions “A” e “B” confirmase a conexion entre Ci-Hq e C,-Ho, respectivamente. A
correlacion “E” axuda a identificar o carbono en a do anel de piridinio Cs € a correlacion
“D” o carbono en B ao Cs. Isto correspondese coa deducién aportada para o 'H xa que

tamén se ven afectados polo nitroxeno, e dicir, 0 mais proximo ao nitréxeno mostra un

B
| .
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1 E
¥ 1]
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] R -
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——0
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llustracién 10. Espectro HSQC (D20, 500 e 126MHz, 25°C) do dialdehido P1
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maior desprazamento. A ultima correlacion “C” indica que o ultimo carbono terciario € o

do anel de fenileno Cj.

Os carbonos cuaternarios non aparecen no HSQC, polo que hai utilizar outro tipo
de espectro bidimensional, o HMBC (/lustracion 12), o cal mostra tamén as correlacions
entre os dous nucleos distintos, 'H e 3C, pero neste caso a dous ou mais enlaces de
distancia. As frechas azuis que se observan relacionan os protons que se atopan no
eixe horizontal cos carbonos sinalados por frechas negras que se achan no eixe vertical.
A correlacion “A” no espectro axuda a recofiecer o carbono C7 do anel de piridinio, que
como se ve correlaciona cos hidroxenos en a do mesmo Hs, e as correlacion “B” e “C”
sinalan o carbono Cs como o do anel de fenileno que esta en relacion cos hidréxenos
Hs e H4. A pesar de que este espectro nos axuda moito cos carbonos cuaternarios,

tamén o fai co resto indicandonos que todas as asignacions anteriores son correctas.
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llustracion 11. Espectro HMBC (D20, 500 e 126MHz, 25°C) do dialdehido P1

Asi, coa analise da informacién recollida dos espectros de RMN, puido facerse
a asignaciéon completa dos nucleos do compofiente P1. Este mesmo tipo de deducion

aplicouse ao resto de moléculas recollidas no presente traballo.
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3.1.2. Sintese da hidrazinopiridina (P2)

A hidrazinpiridina € un dos intermedios (intermedio P2), necesarios para a
formacién da trihidrazona que posteriormente forma o ciclofano. E aquel que
posteriormente se protexe e reacciona co tribromuro. Como se tomou dun compafieiro
polo laborioso da sua sintese non se caracterizou. A reaccién que ten lugar é unha
substitucion nucleofila aromatica, primeiramente o nucledfilo (a hidrazina neste caso)
ataca ao anel aromatico e posteriormente producese a pérdida do ion haloxenuro como

grupo sainte, ocupando o nucledfilo o seu lugar.

HoN .-

cl NH

Propanol =

7+ HNNH - |

ot refluxo (125°C) SN
N

H cr*

P2

llustracion 12. Espectro HMBC (D20, 500 e 126MHz, 25°C) do dialdehido P1

3.1.3. Sintese da hidrazona (P3)

Para sintetizar a trihidrazona P3 partese de 4-hidrazinpiridina (intermedio 1), o
que se pretende e facela reaccionar co tribromuro polos nitroxenos da piridina e non
polos da cadea lateral, xa que todos posuen un par de electrons que poderia dar lugar
ao posterior ataque nucledfilo, protexemos o do grupo amino que seria o0 mais nucledfilo
para que reaccione polo que se desexa. O outro nitrbxeno que queda na cadea lateral
ten pouca nuclecfilia debido a deslocalizacién da carga por resonancia. Para que tefia
lugar esa proteccion éptase por empregar acetona, que e selectivo, relativamente barato

e o enlace que forma e relativamente labil.

O mecanismo polo cal se leva a cabo consiste nun ataque do NH; a acetona
dando lugar a hidrazona (intermedio 2). Unha vez que temos ese nitréxeno reactivo
protexido producese unha reaccion de substitucion bimolecular (Sn2) na que o nitréxeno
de interese ataca ao carbono electréfilo do 1,3,5-tris(bromometil)benceno, o grupo
sainte seria o bromuro que queda de contraién na molécula final, P3. A caracterizacion
deste produto ao igual que o anterior deberia levarse a cabo empregando as técnicas
de RMN-'H/*C mono e bidimensionais. Debido & situacion da pandemia, dita
caracterizacion exhaustiva non se realizou, comprobandose unicamente de forma

cualitativa que o "H-RMN do produto de reaccién obtido se correspondia co esperado.
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3.2. ENSAMBLAXE E CARACTERIZACION DO MACROCICLO
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Como expresamos ao principio do presente traballo a preparacion do macrociclo
funcionalizado, neste caso, réxese polas normas da DCvC de iminas. Para iso os
elementos de partida reaccionan entre si, formando dous novos enlaces hidrazona,
mediante unha transiminaciéon, dando lugar ao ciclofano como especie favorecida. O
macrociclo que se forma é a especie ciclica de menor tamafio, estando favorecida en
condicions de alta dilucion, todo iso, levase a cabo en medio acuoso e catalise acida.
Férmase a Red Box, pero como se enlaza ca trihidrazona por un dos lados curtos queda
libre un grupo piridinilhidracina con moitas posibilidades de reaccion, sintetizando asi

unha Red Box funcionalizada.

Primeiramente obtense a caixa con bromuro como contraion, para poder obter
unha mellor caracterizacion o que se fai e cambiar o contraiébn para empezar a Cl e
posteriormente a PF¢ engadindo KPFs Debido a diferente solubilidade que ten o
macrociclo dependendo do contraién que o acompafie e moi facil a sua separaciéon, no
caso do P4-5PFs empregase auga para a filtracion e lavado e para o P4-5CI| usase

acetonitrilo que permite a total disolucién do primeiro produto.

Este experimento desenrolase sen padrén, xa que sabese de anteman que a

Red Box é o produto principal da reaccibn en medio acuoso, pero controlada
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cinéticamente. A unica modificacidn que se fai a esa reaccion xa cofiecida e engadir
unha cantidade superior de acido, para asegurar a desproteccion do grupo hidracina
extra do macrociclo. A pesar da formacién dos novos enlaces hidrazona o que realmente
fortalece este enlace son as posibles formas resoantes que se dan no macrociclo, pola

deslocalizacién das cargas.

Tendo o macrociclo con dous contraions distintos a caracterizacion levarase a
cabo no de Cl en medio acuoso (D-0), ainda que os resultados son moi similares nos
dous casos. Para empezar contase cos espectros de RMN-'H/3C. A interpretacion dos
datos complicase bastante con respecto os outros building blocks, polo que neste caso
e de vital importancia contar con todos os espectros bidimensionais. Ainda que outra

axuda esencial e que xa temos os elementos de partida caracterizados.

Empezando co espectro de RMN-"'H (/lustracién 13) vese que conta con 15
sinais, que van dende 5.3 ppm ata 8.7 ppm, polo que se empezamos a analizar pola
lado de menor desprazamento atopamos tres sinais propias de nucleos alifaticos, que
corresponden cos hidroxenos metilénicos dos extremos da estrutura e do extremo libre
(H14, He, H3). Por outra banda os sinais aromaticos, propios do anel de piridinio que
provén da trihidrazona, son catro singuletes anchos de pouca intensidade (H7,Hs, Ho,
H10), 0s hidroxenos en a e en 3 a este anel propios do dialdehido, identificase con dous
dobretes (Hi2,H13). O hidréxeno da caracteristico da imina correspondese con un
singulete a 8.26 ppm (H11), outros dos singuletes que nos faltan por observar son os dos

protons dos aneis fenilénicos (H4, Hs, H1s).

Se sb6 tiveramos a Red Box sen ser funcionalizada, poderiamos rematar aqui o
analise, pero tendo en conta a cadea libre vemos que os proténs do anel de piridinio
desta aparecen como dous dobretes pouco intensos (H+, Hz). Outra diferencia seria que
no caso dos nucleos alifaticos sé aparecerian dous sinais, xa que un deles
correspondese co extremo libre da cadea libre, asi como no caso dos aneis fenilénicos

que as sinais serian menos das que agora observamos. Usase a verde para aqueles
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llustracion 13. Espectro de "H- RMN (D20, 500MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)

Os espectros bidimensionais son de gran axuda sobretodo en casos

complicados como este, por exemplo o NOESY (/lustraciéon 14) mostra acoplamentos

entre protons a través do espazo. Polo que vemos picos de cruce debidos a nucleos en

intercambio quimico como poden ser os protdns non equivalentes do piridinio de P3. As

frechas de cor negra que vemos sinalan os cruces para os protons non equivalentes.
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llustracion 14. Espectro NOESY (D20, 500MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)

O RMN-"C(llustracion 15) conta con un sinal caracteristico do carbono iminico
entorno a 140 ppm, asi como os sinais de carbonos terciarios de pouca intensidade que

se corresponden cos propios do anel de piridinio da hidrazona.
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llustracién15.Espectro de '3C- RMN (D20, 126MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)
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O resto de espectros de maior complexidade de analise poden observarse no
apartado de anexos, asi unindo todos estes analises podemos concluir que si se formou

o ciclofano desexado.

O macrociclo funcionalizado que presenta unha estrutura de caixa alongada,
cuxos lados maiores estan formados por unidades Tr-deficientes, que o fan ter as
grandes caracteristicas de albergar substratos aromaticos na cavidade
electrénicamente adecuada, ademais de ser hidrofobica. Estas propiedades fan deste

macrociclo un gran punto de inicio cara moitas posibles lifias de investigacion.

O principal problema deste macrociclo e que non se obtén co grado de pureza
desexable, por iso é de gran utilidade cofiecer a técnica que se usa para purificalo que
€ HPLC semipreparativo en fase reversa. Unha porcién do macrociclo funcionalizado
obtido engadirlle un acido para protoalo e evitar a aparicion de diferentes picos da
mesma molécula pero na sua forma basica, para obter o cromatograma o mais claro
posible axustasen os tempos de retencién asi como a cantidade de eluinte necesario
dependendo da polaridade do composto e da columna. O rendemento final unha vez

realizada esta etapa e moi baixo 28%, pero obtense o composto moi puro.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.PROCEDEMENTOS XERAIS
Todos os reactivos e disolventes empregados durante o proceso experimental
son comerciais e non son sometidos a ningunha purificacién antes do seu uso, agas a
4-hidrazinpiridina que por ser moi laborioso o seu método de obtencion tomase unha xa
preparada por un companieiro. A auga de calidade mili-Q foi obtida mediante o Millipore
Gradiente A10. Para disolver ben algun dos reactivos ou produtos usase un equipo

Branson 2510 para a axitacion asistida por enerxia de ultrasons.

Para levar un seguimento en algunhas reaccions empregase a cromatografia en
capa fina (CCF), usanse cromatofolios de xel de silice Merck 60 F254 e radiacion
ultravioleta con lonxitudes de onda de 254 e 360 nm para o seu revelado. Ademais, o
eluinte empregado foi "Magic” unha mestura con elevada polaridade (600m| CHsCN/
150 mL CH3OH/ 150 mL H>O/ 5 g NaCl).

Os espectros de RMN de alta resolucion levaronse a cabo no SAI (Servicios de
Apoio & Investigacion) nun espectrofotometro Bruker Avance 500 (500 MHz para 'H e
125 MHz para ®C) e os de mais baixa resolucion obtivéronse no CICA (Centro de
Investigacions Cientifico Avanzadas) nun espectrofotometro Bruker Avance 300 (300
MHz para 'H e 75 MHz para '*C). As mostras a analizar foron preparadas en DO, DMSO

e CD3CN e tomouse como referencia o sinal residual do disolvente protonado.

Para levar a cabo a purificacion por HPLC en fase reversa empregouse un Jasco
LC-4000 Series (bomba PU-4180) conectado a un detector UV (UV-4075). Cunha
columna Aeris da marca Phenomenex (Aeris 5 ym PEPTIDE XB-C18 100, tamafio
250x10mm).
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4.2.SINTESE DOS COMPONENTES

4.2.1. Sintese do dialdehido (P1)

OH
—
HO.__OH Ng S oH
Br + % CH3CN
> > +  2Br
Br N refluxo
+
N
1 2 / N
—
OH
HO
P1

Empezase disolvendo 0,515 g de a,a’-dibromo-p-xileno (1.94mmol, 1 eq.) en 30
mL de acetonitrilo. Engadese en duas veces un total de 0.879 mL de 4-
piridincarboxialdehido (5.82 mmol, 3 eq.), ponse a refluxo e axitacién (90°C). Pouco a
pouco observase que se forma un precipitado amarelo alaranxado. Séguese a reaccion
por cromatografia en capa fina ata observar que se consome por completo o reactivo
limitante (a,a’-dibromo-p-xileno). Ao dia seguinte e sabendo que a reaccion xa finalizou
comezase coa elaboracion do produto. O sélido filtrase ao baleiro e lavase con
acetonitrilo quente (3x15ml) e finalmente con éter para secalo un pouco, conseguindo

asi o produto final P1, po amarelo claro (0,702 g, rendemento do 70%).

RMN-'H(500MHz, D.O) &(ppm): 8.93(4H,d,J=6,67Hz), 8.16(4H,d,J=6,67Hz),
7.55(4H,s), 6.20(2H,s), 5.87(4H,s).

RMN-"*C(126MHz, D,0) &(ppm): 160.37(C), 144.13(CH), 134.23 (C),
129.78(CH), 125.52(CH), 87.77(CH), 63.52(CH,).
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4.2.2. Sintese da hidrazinpiridina (P2)

cl NH
Propanol =
~ | + HoN—-NH, |
o+ refluxo (125°C) SN
N
b cr *
P2

Como o seu método de obtencion e un proceso moi laborioso, levariase a cabo
engadindo 42 mL de propanol, 16 mL da hidrazina e 2,54 g de 4-cloropiridina e
deixandoos a refluxo e con axitacidbn (como se pode observar na reaccion indicada).
Tomanse 2,66 g de 4-hidrazinpiridina dun compafieiro pero protonada con HCI, que
debemos eliminar. Para elo engadense 50 mL de NaOH (2M) con axitacién 30 min,
pasado ese tempo introducese (para separar por decantacion liquido-liquido) 50 mL de
AcOET, tras 8 lavados conséguese una fase organica amarela que secamos con MgSQO4
e levamos a sequidade no rotavapor, quedando un liquido viscoso avermellado.
Obténense 1,05 g de P2 desprotonado (intermedio 1).
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4.2.3. Sintese da hidrazona (P3)
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Unha vez que se obtén o P2 desprotonado engadese acetona en exceso a
refluxo (60°C) durante 3 horas, chegando asi ao intermedio 2. Engadese neste momento
o 1,2,3-tris(bromometil)benceno, 0,698 g formandose rapidamente unha pasta rosada
que se mantén a refluxo e axitacién con 40 mL mais de acetona, a mesma temperatura
que antes. Tras 24 horas filtrase en quente, lavando con acetona e secase con éter.
Traspasase a un vial e deixase secar 1 dia na bomba de baleiro, obténdose asi o P3,

po rosado (1,43 g, 92% de rendemento).
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4.3.SINTESE DO MACROCICLO
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Toémanse 0,40 g da hidrazona P3 mais 0,25 g do dialdehido P1 sobre 90 mL de
auga MilliQ, formandose unha disolucién amarela. Hai que ter especial coidado coas
cantidades para que a reaccidon se leve a cabo estequiométricamente, polo que se
comproba cun RMN. Unha vez axustado engadese 3,7 uL de TFA e mantense a refluxo
e axitacién 24 horas (60°C). Collese unha alicuota para RMN e unha vez realizado
engadese 3,04 g de KPFs e axitamos 30 min ainda que xa se observa un precipitado de
inmediato. Lavase con auga e éter ainda que pola dificultade de manexo redisolvese un
pouco en acetonitrilo que posteriormente se elimina no rotavapor. Conséguense 0,71 g

dun solido avermellado de P4 con PFgs de contraidon, cun rendemento do 90%.

Ao dia seguinte engadense 0,68 g de BusNCI e mantense en axitacién 30 min.
Filtrase arrastrando con acetonitrilo, co menor volume posible, e posteriormente
arrastrase a un vial e deixase secar na bomba de baleiro. Este proceso simplemente se
leva a cabo para cambiar o contraidon, co que se realizan os espectros como xa se citou

anteriormente.
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Unha vez que se obtén o produto desexado (caixa clorada) procédese a
purificala mediante HPLC. Tomase unha alicuota do P4 de aproximadamente 50 mg e
para obter unha purificaciéon mais exacta e facil de extraer, antes de nada, engadese
0,1% de TFA. Esta pequena cantidade de TFA engadese para protoar ben o produto e
asi intentar minimizar a aparicién de distintos picos da mesma molécula, pero o mellor

en distintos estados de protoacion.

Os disolventes que vamos empregar (CH3CN e H,O milli-Q) tamén tefien
engadido 1% de TFA. Cando xa se engade o acido procedese a filtrar o produto antes
da purificacién e dividese o total en varios eppendorfs pequenos dos que se vai
inxectando a cantidade que se considera adecuada tras ir facendo probas. Nesas
probas o que se fai e variar o gradiente de eluintes para conseguir tempos de retencion
non moi altos con picos ben resoltos ou o mellor resoltos posibles. Xdgase coa cantidade

de acetonitrilo xa que é o mais afin a nosa columna.

No noso caso aparecen tres sinais diferenciadas polo que recollemos en cada
unha delas e posteriormente analizanse por RMN e espectro de masas, para comprobar
se todas son o noso produto de interese. Como xa se obtiveron uns resultados
adecuados de RMN sen purificar non se chegan a elaborar estes espectros, polo que

s6 se realiza a purificacion para cofiecer a técnica que se emprega.

RMN-"H(500MHz, D,O) &(ppm): 8.73 (4H,d,J=6.62Hz), 8.52 (2H,s ancho), 8.26
(2H,s), 8.22 (4H,d,J=6.49), 8.08 (2H,s ancho), 7.97(2H,d,J=7.60), 7.73 (2H,s ancho),
7.65 (4H,s), 7.50 (2H,s), 7.47 (1H,s), 7.21 (2H, s ancho), 6.83 (2H,d, J=7.61 Hz), 5.83
(4H,s), 5.49 (4H,s), 5.36 (2H, s).
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5. CONCLUSIONS

Tendo en conta os obxectivos fixados no presente traballo, como conclusioén final

podese dicir que estes foron alcanzados dunha maneira exitosa xa que:

1. Sintetizaronse os building blocks dunha maneira simple e eficaz,
conseguindo rendementos bastante elevados dun 70%
aproximadamente.

2. Sintetizouse o macrociclo a partir dos building blocks correctamente e
con un rendemento elevado, grazas aos enlaces covalentes de tipo
hidrazona que se formaron baixo control cinético.

3. A caracterizacion de todas as especies por RMN-'H/™*C mono e
bidimensional asegurou que se obtiveron os produtos desexados.

4. Empregouse a técnica de purificacion de HPLC de maneira adecuada

para o produto de interese.
CONCLUSIONES

Considerando los objetivos planteados en el presente trabajo, como

conclusion final se puede decir que estos se han logrado de manera exitosa ya que:

1. Los building blocks se sintetizaron de una manera simple y eficiente,

logrando rendimientos bastante altos de aproximadamente el 70%.

2. El macrociclo se sintetizé a partir de los building blocks correctamente y
con un alto rendimiento, gracias a los enlaces covalentes de tipo hidrazona que se

formaron bajo control cinético.

3. La caracterizacion de todas las especies por RMN 'H/"*C mono vy

bidimensional aseguroé la obtencion de los productos deseados.

4. La técnica de purificacién por HPLC se utiliz6 de forma apropiada para el

producto de interés.
CONCLUSIONS

Considering the objectives set out in this work, as a final conclusion it can be

said that these have been successfully achieved since:

1. The building blocks were synthesized in a simple and efficient way,

achieving quite high yields of approximately 70%.
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2. The macrocycle was synthesized from the building blocks correctly and

with a high yield, thanks to the hydrazone-type covalent bonds that were formed
under kinetic control.

3. The characterization of all the species by 'H/'*C mono and two dimensional
NMR ensured that the desired productos were obtained.

4. The HPLC purification technique was used appropriately for the product of
interest.
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6. ANEXOS
Dialdehido (P1)
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llustracion 16. Espectro DEPT (D20, 126MHz, 25°C) do dialdehido (P1)

Macrociclo funcionalizado (P4)
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llustracion 17. Espectro DEPT (D20, 126MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)
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llustracion 18. Espectro COSY (D20, 500MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)
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llustracion 19. Espectro HSQC (D20, 500 e 126MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)
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llustracion 20. Espectro HMBC (D20, 500 e 126MHz, 25°C) do macrociclo funcionalizado (P4)
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