== UNIVERSIDADE DA CORURA

Facultad de Ciencias

Grado en Quimica

Memoria del Trabajo de Fin de Grado

APLICACION DE CONJUGADOS VIOLOGENO-PEPTIDO EN
QUIMICA SUPRAMOLECULAR

APLICACION DE CONXUGADOS VIOLOXENO-PEPTIDO EN
QUIMICA SUPRAMOLECULAR

APPLICATION OF VIOLOGEN-PEPTIDE CONJUGATES IN
SUPRAMOLECULAR CHEMISTRY

Laura Ferreiro Santos

Curso: 2020 - 2021.
Convocatoria: Enero

Director 1: Carlos Peinador Veira
Director 2: Elena Pazos Chantrero






Agradecimientos

Quiero dar las gracias a mis tutores Dr. Carlos Peinador Veira y a Dra. Elena Pazos
Chantrero por la ayuda prestada durante la realizacion de este TFG y a su grupo de

investigacion QUIMOLMAT 5.

En especial, me gustaria dar las gracias a lago y a Liliana por todo lo que me han

ensefiado y por ser tan pacientes y amables conmigo.

También quiero agradecerles a mi familia y amigos su apoyo durante esta etapa.






Indice
ADTEVIALUTAS «..veeeuvteeitie ettt ettt sttt ettt e bt e s it e e bt e et b e e shb e e e b bt e sab e e e sabe e e abbeesabeeeaabeeeabbeesabeeenanee 7
RESUIMEI....oviiiiiiiiii e 8
INETOAUCCION. ..ttt e a e b e st e e sb e e e b e e s bt e e sabeeebbeesabeee e 11
QUIMICA SUPTAMOIECULAT. ...evvviireiiiiieeeeiiiee ettt e et e e st e e e et e e e s sabreeessntbeeessenneeesnnns 12
QUIMICA TECEPLOT-SUSITALO . .vveeeruerrrreertrreeesittreeesstreeesasttreeesstreeesssssreessssnseeessssseeessnsneesssnes 13
Sintesis de péptidos en fase SOIIAA .......vvvviiriiiieeiiiiiee e 16
(©10) 1518 A0TSR PR 21
DiSCUSION de TESUILAAOS .....eeiuiiieiiieeeiie ettt ettt e st e st e e bt e e sabeee e 22
Sintesis del INEIMEAIO A ...coueiiiiiieiiieiiie et s 23
Sintesis del INtermMedio B.........cooiiiiiiiiiiiii e 28
Sintesis del violdgeno-aminOACIAO ........c.ueeruriiririiiieeriie et 31
Formacién del complejo de inclusion violdgeno-aminoacido:CB[7] .....veevvvveeeviiiireiniieenenns 34
Valoracion Por TH-RIMN ........c.cooieiieriiiiieieeeeeeeeeteteeee ettt es ettt esetens s etensenenas 34
ValoraCion POT UV .....uiiiiiiiiee ittt ettt e e eitee e e st e e e s sntbeeessssbaeesssneeeesnnes 36
Sintesis del conjugado violdgeno-PePtido.......ccuruuiiiiiiiriieiiiiieeeriiiee e e e 37
Parte XPerimeENtal .........coviiiireiiiiiie et e e s e e et e e e et e e e e abe e e e enbaeee s 39
(€ 1115 -1 T TSPV OP P UPRTOTPP 39
Sintesis de bromuro de 1-(2-aminoetil)-(4,4 -bipipiridin)-1-10 .....cevveerivreeerrrieeenriieeeenineen. 40

Sintesis de cloruro de 1-(2-(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4"-bipiridin]-1-i0. Proteccion de
la amina con el rupo ATLOC. ......coiuuiiiiiiiiiiiieiiee e 41

Sintesis del cloruro de 1-(4-carboxibenzil)-1'-(2-(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-

DIPITIAIN]-1, 1'=0I10 e vttt e ettt ettt st e e s st e e e sstbe e e e snnbaeeessnsbeeessnnneeeeas 42
Sintesis de péptidos en fase sélida. Sintesis del conjugado violdgeno-péptido. ..........ccn....... 43
Preparacion de 18 FESINA.......uieiiriiiee ettt e e e st e e s stbe e e s s ebaeeeeen 43
Acoplamiento de 10S amMINOACIAOS. ......eervreiriiiiiiieriie ettt 44
LaVAAOS .ttt et h e e bt e st eb e ebe e e nabee s 44
TSt TINBS ettt e e s s e e s e e 44
Desproteccion de la amina. Eliminacion del grupo FMOC ........vvvevviiiiiiiiiiiieiiiiiee e 44
Acoplamiento del VIOIOZENO .....cc.uviiiiiiiriiiiiiiciiie et 44
Desproteccion de la amina. Eliminacion del grupo AlOC .......cocuevevvieriieeniiiiinieciiicenieenn 45
Ruptura del enlace peptido-TESINGA .......uvuieirrivrireiiiiieeeiiiieeeeiieeeesrireee s st e e s sabeeeeserneeesnens 45
COMCIUSIONES vttt ettt ettt ettt et e e it e e bt e et e e st e e ebbe e e bt e e sabeeesabeeenbbeesabeeesabeeenns 46
BIDIIOZIATTA ...ttt st e 50






Abreviaturas
A Angstrém (107° m)
Alloc Formiato de alilo
Bn Bencil

Boc tert-butoxicarbonil
°C Grado centigrado
CBJn] Cucurbit[n]urilo

COSY Correlation spectroscopy

d Doblete

dd Doble doblete

ESI Electrospray ionization

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonil

g Gramo

HMBC Heteronuclear Multiple Bond
Correlation
HRMS  High  Resolution  Mass
Spectrometry

HSQC Heteronuclear single quantum
correlation

Hz Hercio

J Constante de acoplamiento

kJ Kilojulio

M Molaridad

m Multiplete

mL Mililitro
mmol Milimol

MS Espectrometria de masas

m/z Relacion de masa carga

ppm Partes por millon

RMN Resonancia magnética nuclear
RMN-BC Resonancia magnética de
carbono
RMN-'H Resonancia magnética de
proton
s Singulete
SPPS Sintesis de péptidos en fase sélida
T Temperatura
t Triplete
t-Bu fert-butil
TFA Acido trifluoroacético
1D Unidimensional
2D Bidimensional
[ ] Concentraciéon
0 Desplazamiento quimico

pL Microlitro



Resumen

En este trabajo de fin de grado se realiza la sintesis de conjugados violdgeno-péptido

y su interaccion con el cucurbit| 7]urilo, que actiia como receptor molecular.

Para la sintesis del conjugado violdgeno-péptido, se utilizé la 4,4-bipiridina como
precursor y utilizando un mecanismo de dialquilacion sucesiva, se obtiene el viologeno
de interés. La conexion del derivado viologeno al péptido se llevd a cabo mediante la
metodologia de la sintesis de péptidos en fase solida siguiendo la estrategia sintética
Fmoc, se siguieron rutas sintéticas bien conocidas, en las que la unién se produjo
mediante la formacion de un enlace peptidico entre el grupo amino del péptido y el grupo

carboxilo del violdgeno.

Por ultimo, se estudié mediante 'H-RMN y UV la interacciéon de este tipo de

compuestos violégeno-peptido con el cucurbit[7]urilo como receptor molecular.

La caracterizacion de todos los compuestos e intermedios de reaccidon se realizo

mediante RMN mono y bidimensional y mediante espectrometria de masas.

Palabras clave: quimica supramolecular, quimica receptor-sustrato, violdgenos,

aminoacidos, sintesis de péptidos en fase sélida, conjugados violégeno-péptido.



Resumo

Neste traballo de fin de grao realizouse a sintese de conxugados violéxeno-péptido e

a sua interaccion con o cucurbit[ 7]urilo, que actua como receptor molecular.

Para a sintese do conxugado violoxeno-péptido, utilizouse a 4,4’-bipiridina como
precursor e, empregando un mecanismo de dialquilacion sucesiva, obteuse o violoxeno
de interese. A conexion do derivado violoxeno ao péptido levouse a cabo mediante a
metodoloxia de sintese de péptidos en fase solida seguindo a estratexia sintética Fmoc,
para a cal, seguironse rutas ben cofiecidas, nas que a union produciuse mediante a
formacion dun enlace peptidico entre o grupo amino do péptido e o grupo carboxilo do

violoxeno.

Por ultimo, estudouse mediante 'H-RMN e UV a interaccion deste tipo de compostos

violdxeno-péptido con o cucurbit[ 7]urilo como receptor molecular.

A caracterizacion de todolos compostos e intermedios da reaccidn realizouse mediante

RMN mono e bidimensionais ¢ mediante espectrometria de masas.

Palabras clave: quimica supramolecular, quimica receptor-sustrato, violoxenos,

aminoacidos, sintese de péptidos en fase solida, conxugados violoxeno-péptido.
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Summary

In this end-of-grade work, the synthesis of viologen-peptide conjugates and their

interaction with the cucurbit| 7]uril, which acts as a molecular receptor, was carried out.

For the synthesis of the viologen-peptide conjugate, 4,4’-bipiridine was used as a
precursor and, using a successive dialkylation mechanism, the viologen of interest was
obtained. The synthesis of the viologen-peptide conjugate was carried out by solid phase
peptides synthesis following standard Fmoc protocols, and the connection of both units
was performed through a peptide bond between the amino group of the peptide and the

carboxyl group of the viologen.

Finally, the interaction of this type of viologen-peptide conjugate with the
cucurbit[7]uril as receptor was studied by 'H-NMR and UV.

The characterization of all compounds and reaction intermediates was performed by

mono and two-dimensional NMR and mass spectrometry.

Keywords: supramolecular chemistry, host-guest chemistry, viologens, amino acids,

solid phase peptide synthesis, viologen-peptide conjugates.
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Introduccion

Este trabajo de fin de grado se centra en la preparacion de conjugados violdogeno-
péptido y su uso en el campo de la quimica supramolecular. Viologeno es el nombre
vulgar por el que se conoce a las sales N,N’-dialquiladas de la 4,4’-bipiridina. Para ello,
se realizard la sintesis de compuestos violégeno-aminoacido, tras la cual, se buscara la
incorporacion de estos aminoacidos sintéticos en cadenas peptidicas y también se
estudiaran las propiedades de estos péptidos siguiendo el modelo receptor-sustrato,
utilizando como receptor molecular el cucurbit[ 7]urilo. Este TFG se encuentra englobado
dentro de un proyecto de investigacion mas amplio realizado por el grupo de investigacion

Quimolmat.

En la figura 1, se recogen de forma esquematica los procesos que han sido realizados

para la preparacion de este trabajo.

O
Sintetis del violégeno
N - - N violégeno-aminoécido — —
N2 A > HZN—R—NC/>—<\://\N R OH
(4,4")-bipiridina Viol6égeno-aminoacido
Acoplamiento del vidlogeno
a una cadena peptidica
o) (0]
o)J\R NS—CN R HMOH
H,N—nnnn e —N+ + —_—
Cadena 7 \_ (,‘ml%‘n:a
peptidica Violégeno-péptido peptidica

Formacion del complejo supramolecular con el

cucurbit[7]urilo

o]

Q N
AN VaVaVaVaVal R R—N
HoN 0 _a@ N
Cucurbit[7]urilo

Figura 1. Esquema del trabajo de fin de grado

En esta introduccion, se contextualizard lo que es la quimica supramolecular, se tratara
en que consiste y como se realiza la sintesis conjugado del viologeno-péptido, haciendo
un mayor hincapié en los métodos de sintesis de péptidos en fase sdlida y también se
hablara brevemente, segun el modelo de receptor-sustrato, de la funciéon de los

cucurbit[n]urilos como receptores moleculares.
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Quimica supramolecular

La quimica supramolecular se encuentra desde hace aproximadamente 25 afios en un
proceso de expansion muy amplio, debido a la gran variedad de sistemas quimicos que
esta engloba. Uno de los principales pioneros en el campo de la quimica supramolecular
ha sido, Jean-Marie Lehn, quien gand el premio Nobel en 1987, por publicaciones como
“quimica de los ensamblajes moleculares y del enlace intermolecular” y, definio la

quimica supramolecular como “la quimica mas alla de la molécula”.!

Desde sus origenes la quimica supramolecular, inspirada en la biologia, se basa en el
estudio de las interacciones no covalentes entre moléculas como, por ejemplo: enlaces de
hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, fuerzas hidrofobicas o interacciones electrostaticas.
Mediante este tipo de interacciones, que se pueden producir entre dos 0 mas moléculas,

se obtienen nuevos sistemas mas complejos (figura 2).

Quimica molécular

Precursores moleculares Molécula covalente:
Naturaleza quimica
Forma
+ + — > Propiedades redox
HOMO-LUMO gap
Polaridad
Vibracion y rotacion

Magnetismo
Quiralidad

Quimica supramolecular

funcion o propiedades:
Reconocimiento

Catalisis
\ Transporte
Guest Host Supramolecular (complejo):
Grado de orden
Interacciones entre subunidades

Simetria de acoplamiento
Interacciones intermoleculares

Firgura 2. Comparacion entre el enlace molecular y supramolecular de acuerdo con Lehn.

El caso conceptualmente mas sencillo de proceso de autoensamblaje es el modelo de
interaccion de especies Host-Guest. Para definir como se produce la interaccion entre
ambas, se considera que una molécula que actiia como sustrato (guest) interacciona con

otra que acta como receptor (host), dando lugar a un complejo receptor-sustrato.’

Caracteristicas especificas,
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Normalmente, la molécula receptora se corresponde con una molécula de gran tamafio o
con un agregado, por ejemplo, una enzima, mientras que el sustrato suele ser una especie
inorganica u otro tipo de moléculas organicas, como hormonas, neurotransmisores,

feromonas, etc.

Quimica receptor-sustrato
Como ya se menciond en el apartado anterior, los mecanismos de uniéon entre un
sustrato y su receptor ocurren mediante fendmenos de autoensamblaje, que se basan en la

interaccion de varias moléculas mediante enlaces no covalentes.

Desde que, en 1967, Charles Peterson sintetizd los ésteres corona, inspird el desarrollo
posterior de la quimica sustrato-receptor, lo cual generd una gran cantidad de compuestos
que han presentado utilidad en este campo,® pero cabe destacar otras familias de
receptores que han tomado un mayor protagonismo por su aplicacion en otros campos de

investigacion, estas son: las ciclodextrinas, calixarenos, cucurbiturilos y pilarenos.

Las ciclodextrinas son compuestos que pertenecen a la primera generacion de
macrociclos. Estos estan formados por la ciclacion de seis o mas unidades de glucosa
como se puede observar en la figura 3, en las que la disposicion de estas unidades provoca
que las ciclodextrinas presenten una conformacion en forma de tonel con un exterior
hidrofilico y un interior hidrofébico.* Estas caracteristicas convierten a las ciclodextrinas

en unos magnificos receptores de sustratos apolares en medio acuoso.

?HH OH
s 1
HO\I"_,./ " 0. |/OH
[ . |
HO, ‘O,z-ﬂ_r,‘o ,,»..,_0,.5,0 H oH
\-"‘ =\ OH //I("-‘/

[ uh®  “oH o SV
HO"\E | o HO 4.3/ ~oH
OH OH HO— H O
Moo | L X/

/ \ o / \
/N & oy
HO™\ / Hox /OH \ /™OH
;N / o)

HO HO A ) ©° \OH
H O H

—OH

Figura 3. Estructura de una ciclodextrina

Los calixarenos son oligémeros ciclicos de fenol unidos por puentes de metileno en
sus posiciones 2,6-(meta) (figura 4), que presentan una estructura con forma de caliz.
Estos macrociclos tienen un borde superior en forma de cono con propiedades hidrofobas

debido a la presencia de los grupos metileno, y un borde inferior mas estrecho hidréfilo
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debido a los grupos hidroxilo del fenol >, con lo cual, la polaridad varia en los extremos
de la estructura, es decir, uno de los bordes del caliz es polar mientras que el otro es no
polar. Esta polaridad es modulable y por tanto variaria a su vez las propiedades de la
interaccion sustrato-receptor, siendo posible formar complejos en medios organicos con
especies cationicas aromaticas debido a la capacidad donadora de las especies fendlicas
67 Este motivo ha hecho que este receptor haya tenido una gran acogida dentro del &mbito

quimico para conseguir un mayor conocimiento de la quimica supramolecular.

Figura 4. Estructura de los calixarenos

Los pilarenos son un conjunto de receptores macrociclicos formados por unidades de
hidroquinona unidos por grupos metileno de las posiciones 2-5 como se ve en la figura 5.
Han estado bajo investigacion durante los tltimos afios, debido a sus estructuras Unicas y
a sus propiedades de interaccidon receptor-sustrato modificables, que permiten la
interaccion con una amplia gama de huéspedes organicos por interacciones ion-dipolo o

enlaces de hidrégeno.®’

Figura 5. Estructura de los pilarenos

Dado que el cucurbiturilo es el receptor utilizado en este estudio se describird a

continuacion en mayor profundidad esta familia de receptores moleculares.

Los cucurbit[#]urilos (CB[#]) son macrociclos sintéticos formados por monoémeros de
glicourilo unidos por puentes metileno que dan lugar a moléculas huecas que presentan

forma de calabaza'®. Estos receptores se caracterizan por presentar una cavidad
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hidrofobica con dos portales idénticos hidrofilicos y polares debido a la presencia de los
grupos carbonilos en la estructura, lo que les proporciona también una buena solubilidad
en agua. El tamafio de la cavidad esta determinado por el nimero de monomeros que lo
conforman. Por lo tanto, los cucurbit[#n]urilos se presentan en una variedad de tamafios

que varia desde los cinco mondémeros (CB[5]) hasta quince CB[15].

cucurbit[7]uril cucurbit[8]uril

Figura 6. Estructuras del cucurbit[7]urilo y del cucurbit[8]urilo

La capacidad de los CB[#] de actuar como receptores moleculares estd determinada
por su cavidad y sus portales. Como ya se ha mencionado, su cavidad estd formada por
grupos de caracter hidrofobico y los portales o aberturas por grupos carbonilo. No es
sorprendente, por tanto, que sean las fuerzas hidrofobicas y las interacciones ion-dipolo
o dipolo-dipolo las que dominen la formacién de complejos de inclusion de los CB[#].!!1?

Esta propiedad les permite mostrar una rica quimica receptor-sustrato.*

Por consiguiente, cationes organicos que presentan una parte apolar son sustratos
ideales para los CB[#]. Este es el caso de los violdgenos que interaccionan fuertemente
con CBJ[7]. Los nitrogenos con carga positiva se situan en los portales del CB[7]
estableciendo interacciones ion-dipolo con los carbonilos mientras que el sistema

aromatico se coloca en la cavidad del CBJ[7].

"
Z
n

"

Figura 7. Representacion de complejos receptor-sustrato con CB[7].*

La caracteristica mas distintiva del cucurbit[8]urilo como receptor quimico es que esta

molécula presenta una cavidad mayor que las del CB[6] y CB[7], el volumen de su
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cavidad es de 479 A3 y presenta un diametro de 6.9 A, 1.7 veces mas grande que la del

cucurbit[ 7]urilo.

Sus propiedades son similares a las de sus homologos CB[6] y CB[7] a la hora de
interaccionar con numerosos sustratos, como pueden ser sales de amonio voluminosas o
sustratos cargados positivamente, por ejemplo, ferrocenos y la amantadina. Pero el interés
particular de estos receptores reside en el mayor tamafio de su cavidad, puesto que,
permite que dos moléculas de sustrato se introduzcan en su interior, maximizando su
coeficiente de empaquetamiento (figura 8). Esta caracteristica es poco usual entre las
familias de receptores y permite el desarrollo de multiples aplicaciones, como puede ser

la dimerizacién de las proteinas.'?

Electron Donor (ED)

ho | "

Electron Acceptor (EA) [ ) S w—— guest /; /i
S / \ —_— ~. 4 /“ﬁ
Type E
lgge CP'Q %'Z heteroternary
' logK,, = 5.79

First guest

No association

Figura 8. Formacion de un complejo de inclusion heteroternario entre el CB[8], un

violégeno y un segundo sustrato adecuado.'

Sintesis de péptidos en fase solida

A comienzos de siglo XX, Emil Fisher sintetizo el primer dipéptido, al que llamo
glicilglicina, esta sintesis permiti6 acufiar el término “péptido”. En el afio 1953, Vigneaud
desarrollo un método para sintetizar un polipéptido, dicha sintesis se basaba en el bloqueo
del grupo carboxilo del aminoacido C-terminal y del amino del N-terminal, en una
disolucién homogénea. Este proceso requeria de etapas de aislamiento y purificacion para
que los compuestos intermedios puedan usarse en etapas posteriores, ademas de la

activacion del grupo carboxilico del aminoacido N-terminal.'> Esto provocaba que este
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procedimiento fuese muy complicado y requiriese de mucho tiempo y esfuerzo, lo cual,

suponia un gran inconveniente a la hora de ponerlo en practica.

R C-terminus
& FOH 2 R? 0]
HzNJﬁ\H& 4 Ra ~H,0 H A
0 HzNJ’%\(OH — | HoN [ OH
1 HO : 0 R2
2 N-terminus 5

Figura 9. Formacién de un dipéptido

En 1963, Bruce Merrifield desarroll6 la sintesis de un tetrapéptido, sintetizado en una
resina solida desde el extremo C-terminal al N-terminal.'® Este método de sintesis fue
posteriormente llamado “sintesis de péptidos en fase solida (SPPS)” y se basa en la
construccion de péptidos en dos fases, una fase sélida, la resina, que actiia como soporte
solido para la sintesis y una fase liquida, que es la que contiene los reactivos necesarios

solubilizados en un medio adecuado para la sintesis del péptido.'”

El método consta de varias etapas que se repiten de forma sucesiva. En primer lugar,
se acopla el primer aminoacido del extremo C-terminal del péptido a la resina, formada
por particulas de polimero, con su grupo amino protegido con el fin de evitar posibles
reacciones secundarias.!'® Para la introduccion del siguiente aminodcido, se procede a la
desproteccion del grupo amino del aminoacido unido a la resina y la posterior activacion
del este acido carboxilico del aminodcido que se va a incorporar, para aumentar su
electrofilia, permitiendo asi la reaccion entre ellos y la sintesis del péptido. Estas etapas
de acoplamiento y desproteccion se repiten las veces necesarias hasta obtener la cadena

polipeptidica de interés.
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- Desproteccién del aifa-amino | SR e e G e e :
. ------------------------------------------ Convenciones -

&
oH—Ol Aminoacidos

: Desproteccion final y obtencion !
del producto peptidico :

Figura 10. Mecanismo general de la sintesis de péptidos en fase sélida

Ademas de la proteccion del extremo N-terminal de los aminoéacidos también deben
protegerse los grupos reactivos presentes en las cadenas laterales, la diferencia entre estos
dos tipos de protecciones es que el grupo protector amino es temporal, se puede eliminar
con facilidad y de forma especifica para garantizar el correcto acoplamiento entre los
aminoacidos, mientras que los grupos protectores de cadena lateral generan una
proteccidon mas permanente para evitar que se produzcan reacciones secundarias no

deseadas.

Para la eleccidn de los grupos protectores de deben en tener en cuenta varios factores,
estos grupos deben presentar una alta estabilidad ante determinadas condiciones de
reaccion, ademds deben ser faciles de eliminar y seguros. Inicialmente se utilizaba el
grupo Boc como protector del grupo amino y el grupo Bn, o grupos similares a este, para
la proteccion de las cadenas laterales. El grupo Boc se puede eliminar utilizando TFA
mientras que para la eliminacidn del grupo Bn, que se hace de forma simultanea con la
ruptura del péptido de la resina, hacen falta dcidos fuertes, como el HF. Ambos grupos se
desprotegen en medio acido, lo cual provoca que esta molécula sea 1abil en dicho medio.
Posteriormente, se introdujo la estrategia Fmoc/t-Bu, que utiliza el grupo Fmoc, para
realizar la proteccion temporal de los grupos amino terminales, y que se elimina
facilmente en condiciones basicas, y como grupo protector de las cadenas laterales, el
grupo #-Bu,'? que se elimina en medio 4cido. Esto introdujo la ventaja de la ortogonalidad,

ya que permite la desproteccion de los grupos en condiciones quimicas opuestas.
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La ortogonalidad de la estrategia de Fmoc/#-Bu es su principal ventaja, ya que permite
el desarrollo de moléculas complejas debido a la mayor flexibilidad en su sintesis.
Ademas, la desproteccion progresiva genera medios menos agresivos, mientras que el
TFA y HF utilizados en las etapas de desproteccion de la estrategia Boc/Bn puede
provocar dafios en los enlaces peptidicos sensibles y favorecer reacciones secundarias
catalizadas en medio 4cido.?® Por otra parte, la estrategia Boc/Bn no presenta
ortogonalidad, por lo tanto, la desproteccion del grupo Bn siempre afecta al grupo Boc y
este método requiere de la utilizacidon de recipientes especiales resistentes a la corrosion

debido a las propiedades 4cidas de los reactivos.

______

Figura 11. Estrategia Fmoc/z-Bu (A) y Boc/Bn (B) en la SPPS

Para la formacion de los enlaces peptidicos se necesita la presencia de un agente de
acoplamiento en el medio de reaccion. Estos compuestos reaccionan con el acido
carboxilico del aminoacido que se va a acoplar al péptido convirtiéndolo en un éster
activo mas electrofilo que el acido carboxilico. Para ello, se pueden emplear distintos
reactivos basados en carbodiimidas (DCC y DIC), nucledfilos auxiliares (HOBt y HOAt)
y sus sales de uronio (HATU y TBTU) y fosfonio (PyBOP). En 2009, se introdujeron dos
nuevos aditivos, el Oxyma, este se utiliza como alternativa al HOBt, puesto que este es
un compuesto peligroso debido a su gran potencial explosivo y el COMU, que es una sal
de uronio segura.?! En base a las condiciones de reaccion, estabilidad, solubilidad, etc. se
escogera cual de estos agentes de acoplamiento es mas adecuado para utilizar en la

sintesis del péptido.
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Figura 12. Agentes de acoplamiento comunes en la SPPS
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Objetivos

Basandose en lo expuesto en la introduccion de este TFG, la sintesis de conjugados
viologeno-péptido, asi como su interaccién con receptores moleculares son temas de
especial interés en la actualidad dentro del campo de la quimica supramolecular. Teniendo
esto en cuenta, este TFG tiene como objetivos la sintesis de conjugados violdégeno-
péptido y la formacion de especies supramoleculares utilizando como receptor molecular

el cucurbit[7]urilo.

1. Sintesis del violégeno-aminodacido, a partir de la dialquilacién de la 4,4-bipiridina
y caracterizacion del compuesto, asi como de sus intermedios sintéticos mediante

RMN de 'H y '*C, mono- y bidimensional.

(o}
NH)LO/\/

Oatal

OH
Figura 13. Estructura del violdgeno-aminoacido

2. Estudio de la interaccion del violdgeno con el cucurbit[7]urilo y su caracterizacion

mediante RMN de 'H y 1*C.

P

Figura 14. Interaccion del viologeno con el cucurbit[7]urilo

3. Sintesis del conjugado violdégeno-péptido mediante SPPS.
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Figura 15. Estructura del violégeno-péptido
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Discusion de resultados

En este apartado se recoge la estrategia sintética y la posterior caracterizacion del
aminoacido de violdégeno protegido en el grupo amino, asi como de los intermedios

necesarios para llegar a dicho compuesto.

.
= )

Figura 16. Estructura del viologeno-aminoacido

La sintesis de este compuesto se llevo a cabo mediante la dialquilacion sucesiva de la

4,4’-bipiridina (figura 17).

o)
o P /\/
NH, HNJ\O/\/ HN- 0
N N/\/

=z Z+ |

| Cl_O N 0; O
N Br~NH2 - S T | —Ho cl

—» —OH
CH,;CN DBU, DMF X CH;CN

= =

| | “

AN
\N N \N OH
A B o]

Figura 17. Esquema de la sintesis del viologeno-aminoacido

En este apartado también se describira la caracterizacion del complejo supramolecular
del violégeno con el receptor cucurbit[7]urilo. Con este experimento se busca la
introduccion del violégeno en el interior del receptor. Para ello, se realizd la
caracterizacion mediante 'H-RMN, llevando a cabo cuatro experimentos diferentes, en

los cuales se varia la concentracion de CB[7] con respecto al viologeno.
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Sintesis del intermedio A

Para la obtencidn del viologeno de interés, en primer lugar, se sintetizo en intermedio

A monoalquilado, cuyo sustituyente contiene el grupo amino.

ik
N | N |
N Br/\/NH2 N
= CH;CN =
N N

Figura 18. Sintesis del intermedio A

Esta reaccion tiene lugar mediante un mecanismo Sn2, en el cual la 4,4’-bipiridina
actua como nucledfilo y la bromoetilamina como electréfilo. Ambos son compuestos
comerciales, por lo que no es necesario su sintesis previa. La 4,4’-bipiridina se disolvio
en acetonitrilo y la mezcla se tuvo a reflujo durante 24 horas, observandose la aparicion
de un precipitado blanquecino, el cual se correspondié con el producto de reaccion. El
rendimiento de esta reaccion fue del 77 %. La caracterizacion de este compuesto se realizo
mediante 'H-RMN, *C-RMN, experimentos bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC) y

espectrometria de masas.

En el espectro de 'H-RMN (figura 19), se observan cuatro dobletes a un
desplazamiento entre 7.6 ppm a 9 ppm que se corresponden con los hidrogenos de la
bipiridina. Los que presentan un mayor desplazamiento son los hidrégenos mas proximos
al nitrogeno con carga positiva, es decir, en la posicidon a a este, mientras que los de menor
desplazamiento son aquellos que se encuentran en las posiciones . Ademas, aparecen
dos tripletes que se corresponden con los hidrogenos de los carbonos del grupo etilénico

del sustituyente.
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Figura 19. Espectro de "H-RMN (500 MHz, 298 K, D,0) del intermedio A

El 3C-RMN presenta 8 sefiales que siguen una distribucion similar a las del 'TH-RMN.

Aparecen aparecen 6 picos con un desplazamiento de entre 120 ppm a 158 ppm que se

corresponden con los carbonos de la 4,4’-bipiridina, de los cuales dos se corresponden

con los carbonos cuaternarios. Los picos a 40 ppm y 57 ppm se asignaron a los carbonos

del grupo aminoetil (figura 20).

20180316-AV500-cryo-A-0551-LB3.2.fid

Espectrometro de RMN AV500 (N/I 59369), Unidade de Espectroscopia Molecular, SAI, UDC

b

N\
N a
e
d%
e
g
g |
h'
N

NH,

T T T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80

f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de *C-RMN (125 MHz, 298 K, D,0) del intermedio A
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Para comprobar que la asignacion de las sefiales es correcta se completd la

caracterizacion mediante experimentos de RMN bidimensional.

El COSY permite correlacionar protones acoplados entre si, es decir, aquellos que
estan separados por tres enlaces. Las sefiales que se encuentren dentro de una misma
diagonal se corresponden con el mismo hidrogeno y las que se encuentran fuera de esta
se corresponden con hidrogenos diferentes. En el COSY (figura 21) para el intermedio A
se puede comprobar que la asignacion de las sefiales propuesta con los espectros de 'H-
RMN y BC-RMN es correcta. Ademas, la presencia de la sefial 1 indica que la alquilacion

de la bipiridina tuvo lugar correctamente.

1
20180316-AV5Q0-cryo-A-0551-LB3.4.ser
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Figura 21. Espectro COSY del intermedio A

El HSQC correlaciona los carbonos y los hidrogenos unidos entre si. A la vista del
espectro HSQC (figura 22) bidimensional del intermedio A se puede considerar que la
estructura propuesta anteriormente es correcta. Por ejemplo, puede observarse una clara
correlacién entre los hidrégenos de las posiciones 1 y 2 con sus correspondientes

carbonos.
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El HMBC permite ver las correlaciones entre los protones y los carbonos situados a

dos o mas enlaces de distancia. Este espectro para el intermedio A también coincide con

las asignaciones propuestas inicialmente. Asi, por ejemplo, la sefial 1 presente en la figura

23, representa la correlacion (1) entre los hidrogenos del grupo aminoetil y uno de los C

en posicion a al nitrogeno en la bipiridina, lo cual es un indicativo de que se produjo la

alquilacion de la bipiridina.
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Figura 23. Espectro HMBC del intermedio A
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En la figura 24 se representa el espectro de masas (ESI) del intermedio A. En él, se
puede apreciar el ion molecular correspondiente a la pérdida del aniéon bromuro a m/z =
200.12. El espectro de masas de alta resolucion permitié confirmar la formula molecular

del intermedio A: [C12H14N3]" calculado 200.1188; encontrado 200.1190.

I +TOF MS: 0.983 to 1.033 rrin from Sarrple 3 (LB3, MeOH) of 2018 08270_LES esitof_pos 02wiff Max 6277.0 counts|
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Figura 24. Espectro de masas (ESI) del intermedio A
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Sintesis del intermedio B

A continuacidn, se llevo a cabo la proteccion de la amina libre con el grupo protector

Alloc, para impedir la reaccion de esta en etapas posteriores de la sintesis (figura 25).

O
NH, HNJ\O/\/
N/\/ H
/+
XN | A
N
_OH
=z | DBU, DMF ~
N ~ |
N N

Figura 25. Proteccion de la amina con Alloc

Para la reaccion de proteccion de la amina se hizo reaccionar el intermedio A con el
cloroformiato de alilo con DBU en DMF. Tras 24 horas se observo la formacion de un
precipitado marrdn, obteniéndose el intermedio B con un rendimiento del 30 %. La
caracterizacion del intermedio B se realizo mediante 'H-RMN, "*C-RMN vy

bidimensionales (COSY y HSQC).

En el espectro de 'H-RMN (figura 26), se observan cuatro dobletes con un
desplazamiento entre 8.5 ppm y 9.5 ppm que se corresponden con los hidrogenos de la
bipiridina. Al igual que para el intermedio A, los que presentan un desplazamiento mayor
son los hidrégenos en la posicion o al nitrogeno, mientras que los de menor
desplazamiento son aquellos que se encuentran en la posicion 3 al mismo. Se mantienen
los dos picos que se corresponden con los hidrégenos de los carbonos del grupo etileno
del sustituyente a 4.87 ppm y a 3.82 ppm. Se observa también, la aparicién dos multipletes
a5.86 ppmya5.19 ppm y un doblete a 4.43 ppm que se corresponden con los hidrogenos
del grupo Alloc.
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Figura 26. Espectro de "H-RMN (400 MHz, 298K, CD;0D)del intermedio B

El *C-RMN (figura 27) presenta 12 picos, los cuales siguen una distribuciéon similar
a los del "H-RMN, hay 6 picos con un desplazamiento de entre 120 ppm a 155 ppm que
se corresponden con los carbonos de la 4,4’-bipiridina, apareciendo dentro de estas dos
sefiales que se corresponden con los carbonos cuaternarios. A 40 ppm y a 62 ppm se
encuentran los dos picos debidos a los carbonos del sustituyente. Se pueden ver cuatro
picos a 157 ppm (C=0), 132 ppm (CH), 116 ppm (CHz) y a 65 ppm (OCH>) que se

corresponden con el grupo protector Alloc.
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Figura 27. Espectro de C-RMN (100 MHz, 298K, CD;0D) del intermedio B

También se caracterizd el intermedio B mediante RMN bidimensionales (COSY y

HSQC) (véase el anexo). El andlisis de estos espectros concuerda con la asignacion

propuesta inicialmente. En el caso del COSY las correlaciones 1y 5 entre los hidrogenos

del grupo protector Alloc son un indicativo de que la proteccion de la amina sucedid

correctamente. De la misma forma las sefiales 1, 2y 9 en el espectro HSQC, que indican

correlacidn entre los hidrogenos y los carbonos del grupo protector Alloc, también son

evidencia de la proteccion de la amina.
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Sintesis del viologeno-aminoacido

Para completar la sintesis del aminoacido deseado, se realizd la segunda alquilacién

de la 4,4’-bipiridina. Este ultimo sustituyente contiene el grupo carboxilo.

0
HN)J\O/\/

O
HNJKO/\/ H

N
i |
30 S
Z | HO Cly
S CH;CN, DBU 7
]
_ N
|
N OH

o
Figura 29. Sintesis del violdgeno-aminoacido

La reaccion tiene lugar mediante un mecanismo Sn2, en el cual el intermedio B actia
como nucleofilo, mientras que el acido 4-clorometilbenzoico actia como electrofilo. Este
ultimo es un compuesto comercial, por lo que no hace falta sintetizarlo previamente. Para
ello, sobre la mezcla del intermedio B y el 4cido 4-clorometilbenzoico en acetonitrilo se
afiadi6 DBU y la mezcla resultante se calento a reflujo. Tras 72h se observo la formacion
un so6lido marrdn, que se corresponde con el compuesto deseado, obteniéndose con un
rendimiento del 70 %. El producto se caracterizo por 'H-RMN, *C-RMN vy
bidimensionales (COSY, HSQC y HMBC).

En el 'H-RMN (figura 30) aparecen sefiales entre 8.2 ppm y 9.5 ppm que se
corresponden con los hidrogenos de la bipiridina. También se observan dos sefiales a 7.55
ppm y 8.04 ppm que son las correspondientes al fenilo del sustituyente. Debido también
a este sustituyente se observa una sefial a 5.98 ppm que corresponde al hidrogeno 1.
También las sefiales correspondientes al sustituyente que contiene el grupo amino
protegido, dos tripletes a 3.77 ppm y 4.78 ppm, y al grupo protector Alloc, una sefal a
5.77 ppm, a 5.11 ppm y otra a 4.35 ppm.
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El espectro de '*C-RMN presenta una distribucién similar a la del "H-RMN, por lo
tanto, coincide con la asignacidn de sefiales propuesta inicialmente. Asi, por ejemplo, se
detectan dos resonancias en la zona aromatica correspondiente a los dos C-H del grupo

fenileno y un nuevo CH> en la zona alifatica debido al carbono bencilico.
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Figura 30. Espectro de "H-RMN (400 MHz, 298K, D,0) del violégeno-aminoacido

Para llevar a cabo una asignacién de sefiales mds minuciosa, se realizd la
caracterizacion mediante experimentos de RMN bidimensionales (COSY, HSQC vy
HMBC) (véase el anexo). Los datos aportados por estos coinciden con los asignados
inicialmente. Cabe destacar la sefial 1 del COSY que se corresponde con la correlacion
entre los hidrogenos del fenilo del sustituyente que contiene el grupo carboxilo, lo cual
es indicativo de que la segunda alquilacion tuvo lugar satisfactoriamente. En las sefiales
I, 2 y 3 del HSQC se observa la relacion entre los hidrégenos del fragmento bencilico
con sus correspondientes carbonos, lo que también evidencia que la alquilacion se
produjo con éxito. Otras evidencias de esto son las sefiales 1, 2, 3,4, 5y 6 del HMBC,
sobre todo la sefial 2, puesto que esta indica la correlacidn entre la bipiridina di sustituida
con el conector que contiene el acido carboxilo, lo cual es una evidencia de que la sintesis

del viologeno-aminodcido deseado ha tenido lugar (figura 31).
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Figura 31. Asignacion para los espectros COSY, HSQC y HMBC respectivamente
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Formacion del complejo de inclusion viologeno-aminoacido:CB[7]

Valoracién por "H-RMN

En la introduccion de este TFG menciona las propiedades que presentan moléculas
como el cucurbit[7]urilo como receptor molecular. El segundo objetivo de este trabajo
propone el estudio de la interaccion entre el violdogeno-aminoacido sintetizado con el
cucurbit[ 7]urilo, actuando este ultimo como receptor. Es de esperar, teniendo en cuenta
la bibliografia y la experiencia del grupo de investigacion, que la unidad de bipiridinio se
situe en el interior del receptor maximizando asi las interacciones ion-dipolo entre los

nitrogenos cargados positivamente y los portales del CBJ[7].

OH
Figura 32. Esquema de unién entre el viologeno y el CB[7]

Esta interaccion se estudié mediante '"H-RMN, para el cual se llevaron a cabo cuatro
experimentos, en los cuales se afiadieron 0,5 eq, 1 eq, 2 eq y 3 eq de CB[7]. Todos estos

experimentos se realizaron en D>O a temperatura ambiente.



® —> picos correspondientes al viologe

e —>» picos correspondientes al CB[7]

no

°
20200219-AV400-bbfo-A-0551-LB118_250CB7.1.fid °
5
viologeno + 3eq CB[7] °
o ° ° °
° °
) M
JU . M M
20200219-AV400-bbfo-A-0551-LB118_150CB7.1.fid °
4
' °
violdégeno + 2eq CB[7]
° f °
Y 0 ) 1 kWL_—/\s)J) ;
°
M A j —

20200219-AV400-bbfo-A-0551-LB118_55CB7.1.fid

v3i01(')geno + leq CB[7]

20200219-AV400-bbfo-A-0551-LB118_45CB7.1.fid

2
violégeno + 0,5eq CB[7]

=

1

T T T T T T T T T
9.2 9.0 88 86 84 82 80 78 76 74 72 7

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6
f1 (ppm)

35

Figura 33. Valoracion por 'H-RMN de la interaccion del violégeno-aminoécido y CB[7]

Tras la adicién de 0.5 eq de CB[7] sobre una disolucion del violdgeno-aminodacido el

espectro de "TH-RMN muestra sefiales anchas caracteristicas de la existencia de un proceso

dindmico préximo a una situacion de coalescencia. Sin embargo, tras la adicion de 2 y 3

eq de CB[7] las sefales se definen y es posible realizar un analisis del espectro. E1 CB[7]

presenta sus tres sefiales caracteristicas: dos dobletes y un singlete (marcados en azul en

la figura 33).

Respecto a las resonancias correspondientes al violdgeno-aminoacido, el cambio mas

significativo del espectro es el intenso apantallamiento de los hidrégenos en posiciones 3

a los nitrégenos de la bipiridina (A = -1.5 ppm). Este apantallamiento puede justificarse

por la insercion de la bipiridina en el interior del CB[7]. Es de destacar que los protones

del fenilo apenas se ven afectados por la presencia de CB[7] lo que permite descartar ese

lugar de interaccion.
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Valoracion por UV

También se realiz6 la valoracion por UV para calcular la constante de asociacion entre
el receptor molecular CB[7] y el viologeno-aminoacido. Para ello, se afiadieron
cantidades crecientes de CB[7] sobre una disolucion del 28.51 pM del violégeno-
aminoacido en una disolucion tampoén de NaH,PO4/NaHPO4 v se registré el espectro UV
tras cada adicion. Como se observa en la figura siguiente, al incrementar la concentracion
de CBJ7] se produce una disminucion de la intensidad de la banda a 260nm, caracteristica
de la unidad del viologeno, y un desplazamiento batocrémico de la misma, que indica la

interaccion entre el viologeno y el CBJ[7].
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——[CB7] = 50.40 uM
~——[CB7] = 83.05 uM
——[CB7| = 70.20 yM
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Figura 34. Valoracion por UV del violdogeno-aminoacido con el CB[7]

Los datos de la valoracion pudieron ajustarse a un modelo de interaccion 1:1, lo que
permitio calcular una constante de asociacion estimada K, = 1.7-10° M™! para el complejo
de inclusion. En base a este valor, se puede considerar que la interaccion entre el
viologeno y el CB[7] esta favorecida, por lo tanto, este es otro indicativo de la formacion

de un complejo de inclusion entre el viologeno y el cucurbit[7]urilo.
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ab=orbance 268 nm

[CE] «ury

Figura 35. Grafica del ajuste de la valoracion UV entre el violdgeno-aminoacido y el CB[7]

Sintesis del conjugado viologeno-péptido

Una vez obtenido el derivado de violdgeno-aminoacido convenientemente protegido
en el grupo amino, se abordo la sintesis de un péptido conteniendo dicho aminoécido: el
conjugado viologeno-péptido. Se optd por un péptido sencillo con cinco aminoacidos

Leu-Ala-Violdgeno-Ala-Leu. La estrategia sintética se describe en la figura 36.

Tras la preparacion de la resina se realizo el acoplamiento con la Fmoc-Leu-OH. Tras
eliminar el grupo Fmoc se realizo el acoplamiento del siguiente aminoacido Fmoc-Ala-
OH. Tras una nueva desproteccion del grupo amino del dipéptido, se llevd a cabo el
acoplamiento de Viologeno-aminoacido. La desproteccion del grupo amino se realizé con
Pd(PPhs)4 generado in situ 'y a continuacion se realizaron los dos acoplamientos restantes,
Alanina y Leucina, para completar la sintesis del péptido. Finalmente se llevo a cabo la
ruptura de la resina del conjugado péptido-violdgeno con TFA y el crudo obtenido se

inyect6 en HPLC-MS.

En el cromatograma de HPLC no se observaron picos claros que se pudieran identificar
como el producto deseado mediante espectrometria de masas. Por lo tanto, para tratar de
identificar el conjugado péptido-violdgeno en el cromatograma a 280 nm, se intentaron
afiadir dos triptéfanos, residuos que absorben a esa longitud de onda, pero debido a la

entrada del estado de alarma provocado por el COVID-19 no se pudo realizar la
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caracterizacion mediante HPLC-MS de este conjugado violdgeno-péptido, no pudiéndose

confirmar la identidad del producto obtenido.

-

HNCO-L e Al v

1) 2a-Fmoc, HBTU, DMF, DIEA>.\N\‘ oy, _HOIC-Viologeno-NHAlloc
2) Pipendina, DMF PR TTTHBTU, DMF, DIEA

PPh;, Pd(OAc),, DMF

- Ala-Viologenc-NHANloc
N-metilmorfolina

‘vv\ Leu-Ala-Viologeno-NH;

1) aa.Fmoc, HBTU, DMF, DIEA
2) Pipenidina, DMF

35% 2 5% H. o
i0kogeno-Ala-Le ;-NHz‘ 23%TIS, 2,5% H,0, 95% TFA ‘\I\/\ s Ala Vioiogeno Ala-L eu

Figura 36. Esquema de la SPPS del conjugado viologeno-péptido
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Parte experimental

General

Se emplearon reactivos comerciales sin purificacion adicional. El agua empleada, de

calidad Milli-Q, fue obtenida mediante un aparato Millipore Gradient A1.

El seguimiento de las reacciones se realizé 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 se empled gel de silice
Merck 60(230-400 mesh) y como eluyente se empled la disolucion formada por

CH3CN/MeOH/NaClag (4/1/1 v/v).

La caracterizacion mediante RMN se realizo con los espectrometros Bruker Avance
500 (500 MHz para 'H y 125 MHz para '3C con criosonda dual para 'H y *C en
experimentos de alta sensibilidad y sonda inversa BBI en experimentos a baja
temperatura), y Bruker Avance 300 (400 y 500 MHz para 'Hy 125 y 100 MHz para '3C).
Para la preparacion de las muestras a analizar, se utilizd agua deuterada (D>0), se empled
como sefial de referencia la del disolvente residual. Los andlisis por espectrometria de
masas se realizaron en el SAI (Servizos de Apoio 4 Investigacidon) de la Universidade da
Coruiia, empleando el espectrometro LC-Q-q-TOF Applied Biosystems QSTAR Elite
para los experimentos de alta y baja resolucion y los espectros de UV fueron registrados

en un espectrofotometro monohaz Jasco V-650.

El acoplamiento de los péptidos se realizd empleando reactivos y resina de las casas

Iris Biotech GmbH y Merck.

Para el analisis de los péptidos por HPLC en fase reversa, se empleé un HPLC Thermo
Scientific UltiMate 3000 con detector PDA (Photo-Diode Array), acoplado a un
espectrometro de cuadrupolo simple Thermo Scientific MSQ Plus. Para las inyecciones
se utilizd una columna Aeris 3.6 um PEPTIDE XB-C18 100 A (150 x 2.1 mm) de

Phenomenex, la deteccidn se llevo a cabo a 220 y 280 nm simultdneamente.
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Sintesis de bromuro de 1-(2-aminoetil)-(4,4 -bipipiridin)-1-io

A ‘ ~ ‘
X
N P CH3CN
/ T reflujo =
‘ N ‘ Br-
\N NH

La 4,4 -bipiridina (457 mg, 2.786 mmol) y la 2-bromoetilamina (854 mg, 4.179 mmol)
se disolvieron en 30 mL de acetonitrilo y la mezcla resultante se calento a reflujo durante
aproximadamente 24 horas. Transcurrido este tiempo, se filtr6 el s6lido obtenido a vacio
y se realizaron varios lavados con acetonitrilo, aislandose el bromuro de 1-(2-aminoetil)-
(4,4 -pipiridin)-1-i0 como un sélido de color blanquecino (771.4 mg , rendimiento =

77.14%). Este se utilizo en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.

"H-RMN (500 MHz, D,0) & 8.98 (d, /= 6.9 Hz, 1H), 8.70 (dd, J=5.8, 1.2 Hz, 1H), 8.42
(d,J=17.0 Hz, 1H), 7.92 — 7.74 (m, 1H), 4.95 (t, J= 6.6 Hz, 1H), 3.67 (t, J= 6.5 Hz, 1H)

13C.RMN (125 MHz, D,0) § 155.10 (C), 149.82 (CH), 145.35 (CH), 142.42 (C), 126.63
(CH), 122.57 (CH), 57.58 (CH), 39.08 (CH)

HR-ESI-MS (m/z) calculado para [C12H14N3]"=200.1188, encontrada 200.1190
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Sintesis de cloruro de 1-(2-(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-

bipiridin]-1-io. Proteccion de la amina con el grupo Alloc.

N
= = |
AN | N
n CI\H/O\/\ DBU P
- DMF
0 o |
3 NH cl

HN\H/O\/\

El bromuro de 1-(2-aminoetil)-(4,4"-pipiridin)-1-io sintetizado previamente (279 mg,
0.797 mmol), se resuspendi6 en DMF bajo atmdsfera inerte (10 mL), y sobre esta
suspension se afiadieron DBU (0.4 mL, 2.391 mmol) y cloroformiato de alilo (0.4 mL,
1.992 mmol). La mezcla resultante se agité durante 24 horas, obteniéndose un sélido
marrdn claro que se filtré a vacio y se lavé con DMF. El sélido se purificdé mediante
cromatografia en columna y el producto obtenido se redisolvié en EtOH. La disolucion
se filtr6 a vacio para eliminar las sales (NaCl), tras lo cual se pudo aislar el producto 1-
(2-(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-bipiridin]-1-i0 como un s6lido marrén (76.5 mg,

rendimiento = 30 %).
TH-RMN (400 MHz, CD30D)$§ 9.31 - 9.21 (m, 2H), 9.20—9.11 (m, 2H), 8.74 — 8.69 (m,

2H), 8.69 — 8.60 (m, 2H), 5.87 (ddt, J= 17.2, 10.7, 5.4 Hz, 1H), 5.30 — 5.13 (m, 2H), 4.87
(d, J=10.9 Hz, 15H), 4.44 (dt, J= 5.5, 1.5 Hz, 2H), 3.81 (t, J = 5.5 Hz, 2H).

13C-RMN (100 MHz, CD;OD) § 151.13 (C), 150.35 (C), 146.15 (CH), 143.67 (CH),

132.71 (C), 126.66 (CH), 125.83 (CH), 116.44 (CH), 65.32 (CH,), 61.77 (CH), 41.17
(CH)
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Sintesis del cloruro de 1-(4-carboxibenzil)-1'-(2-

(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-bipiridin]-1,1'-diio

o)
OH
N
= Cl
| :
x 7 | cl
/ CH;CN N
| i DBU P
HCI 0 OH N cr
HN 0
T \/\ HN o\/\
5 T

El 4cido 4-clorometilbenzoico (82 mg, 0.478 mmol) se disolvio en acetonitrilo (30 ml)
y sobre esta mezcla se afiadid cloruro de 1-(2-(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-
bipiridin]-1-io (76.5 mg, 0.239 mmol) y DBU (100 puL), obteniéndose una disolucion con
una tonalidad verde. La mezcla se mantuvo a reflujo durante 72 horas observandose la
formacidn de un precipitado de color marron. La mezcla se filtré a vacid y en caliente y
el solido se lavd con acetonitrilo, aislandose el cloruro de 1-(4-carboxibenzil)-1'-(2-
(((aliloxi)carbonil)amino)etil)-[4,4'-bipiridine]-1,1'-diio como un so6lido de color marrén
(82.4 mg, rendimiento = 70 %)).
TH-RMN (400 MHz, D;0) & 9.12 (dd, J = 24.0, 6.4 Hz, 1H), 8.51 (t, J = 5.9 Hz, 1H),
8.04 (d, J = 8.4 Hz, OH), 7.70 — 7.39 (m, OH), 5.98 (s, OH), 5.77 (ddt, J=16.1, 10.4, 5.2
Hz, OH), 5.25 —4.97 (m, OH), 4.78 (t, /= 5.4 Hz, OH), 4.35 (d, /= 5.2 Hz, OH), 3.77 (d,
J=5.6 Hz, OH)

13C.RMN (100 MHz, D,0) § 146.01 (C), 145.81 (C), 137.02 (C), 130.59 (C), 129.18
(CH), 127.21 (CH), 126.95 (CH), 65.92 (CH), 64.24 (CH)
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Sintesis de péptidos en fase solida. Sintesis del conjugado violégeno-
péptido.
El conjugado viologeno-péptido se prepard siguiendo el método de sintesis en fase

solida, para el cual se siguieron los siguientes pasos.

Preparacion de la resina

A la resina H-Rink Amide ChemMatrix (223 mg, 0.1 mmol) se resuspendié en CH>Cl,
(3/4 partes de la columna) y la mezcla se burbuje6é con una corriente de N> durante 15
min.

Ao
Yy

NH>

O OCHj;

OCH3;
Figura 37. Estructura del conector H-Rink Amide unido a la resina ChemMatrix

Tras el lavado de la resina, esta se filtrd y a continuacion se procedid a realizar el

acoplamiento de los aminoacidos.

Entrada de
Nitrégeno

Figura 38. Esquema del montaje para la sintesis en fase solida
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Acoplamiento de los aminoacidos

4 equivalentes del aminoacido correspondiente y 4 equivalentes de HBTU se
disolvieron en DMF (2 mL). A continuacidn, se afiadié DIEA (3 mL, 0.195 M) sobre esta
mezcla y se dejo reaccionar durante 2 min. Esta mezcla se adicion6 sobre la resina y la
mezcla resultante se dejé reaccionar durante 30 min haciendo burbujear sobre ella una

corriente de Na.
Los aminoacidos empleados fueron los siguientes:

e Leucina (141.3 mg) con HBTU (153 mg)

e Alanina (131.1 mg) con HBTU (158.6 mg)

e Viologeno-aminoécido (13.6 mg) con HBTU (15 mg)
e Alanina (8.7 mg) con HBTU (11.7 mg)

e Leucina (10.1 mg) con HBTU (11.1 mg)

Lavados
Una vez realizado cada acoplamiento, se filtrd la resina y esta se lavo con DMF (2 %

10 mL x 2 min).

Test TNBS

Tras cada acoplamiento se realizd un test colorimétrico que permite detectar si la
amina de la resina se encuentra libre (si no reacciond con el aminoacido) o no (si el
acoplamiento es satisfactorio). Para ello se mezcld una gota de TNBS (1% en DMF) con
una gota de DIEA (10% en DMF), y sobre esta mezcla se afiadid una pequeiia cantidad
de particulas de resina. Si la resina se vuelve roja significa que la amina sigue libre, lo
cual es un indicativo de que el acoplamiento no tuvo lugar y habria que repetirlo, en

cambio, si la resina se mantiene incolora indica que el acoplamiento fue satisfactorio.

Desproteccion de la amina. Eliminacion del grupo Fmoc
La resina se resuspendid en 4-metilpiperidina al 20 % en DMF (10 mL) y la mezcla se
agitod durante 15 min, burbujeando con una corriente de N». Transcurrido este tiempo, la

resina se filtro y se lavdo con DMF (3 x 10 mL X 2 min).

Acoplamiento del viologeno
El violdgeno-aminoacido (13.6 mg, 0.027 mmol) y el HBTU (15 mg) se disolvieron
en una mezcla de DMF (200 pL) y DIEA (400 pL, 0.195 M) y la mezcla resultante se

agitd durante dos minutos. Transcurrido este tiempo, la mezcla se afiadi6 sobre la resina
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(16.4 mg, 6.767-10° mmol) y la suspension se dejo en agitacion bajo una corriente de N,
durante 30 minutos. A continuacion, se filtro la resina, se lavé con DMF (3 x 0.5 mL x 2

min) y se realizdo un test TNBS con el que se determind que el acoplamiento fue

satisfactorio.
(e
(0]
OH
A -
“ N\
HBTU, DIEA
| DMF N ]
X+ ﬁ
N N
H HN
HN__O o

Desproteccion de la amina. Eliminacion del grupo Alloc

Se preparé una disolucién de PPhs (4.6 mg, 10,15-10 mmol) en DMF (1.5 mL) y
sobre esta se afiadié N-metilmorfolina (7.43 pL, 67.67-10~ mmol) y fenilsilano (8.3 L,
67.67-10° mmol). Esta disolucién se agrego sobre la resina y a continuacion se adiciond
Pd(OAc): (0.7 mg, 2.03-10° mmol). La mezcla resultante se mantuvo bajo agitacién
durante 16 h. Transcurrido este tiempo, la resina se lavo con DMF (2 x 1.5 mL % 2 min),
CHCI> (2 x 1.5 mL x 2 min), dietilditiocarbamato (7.1 mg en ImL de DMF x 10 min),
DMF (2 x 1.5 mL x 2 min) y CH2Cl2 (2 x 1.5 mL X 2 min) y se secO bajo una corriente
de No.

Ruptura del enlace péptido-resina

Para desanclar el péptido de la resina se prepard una disolucion de H,O (25 pL),
triisopropilsilano (25 uL) y TFA (950 pL), y se afiadieron 150 pL de esta disolucion sobre
una alicuota de la resina (8.1 mg). La mezcla resultante se mantuvo bajo agitacion durante
1.5 h y a continuacion se filtr6 la resina, afladiéndose el filtrado sobre 1.5 mL de éter.
Transcurridos 10 min, el precipitado formado se centrifugoé y el sobrenadante se elimind
por decantacion. El sélido obtenido se redisolvio en una mezcla de H2O:MeCN (1:1) y se

analizo mediante HPLC-MS.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, se puede decir que en este trabajo se alcanzaron los

siguientes objetivos.

I.

Se preparo el violdgeno-aminoacido derivado de la 4,4’-bipiridina a través de
un mecanismo de dialquilacion. Tanto los intermedios de reaccion como el
violégeno final pudieron obtenerse correctamente siguiendo la estrategia
sintética planteada.

Se realizé la caracterizacion por 'H-RMN, 3C-RMN, RMN bidimensionales
(COSY, HSQC y HMBC) y por HR-ESI-MS tanto del viologeno final como
de los productos intermedios, estos espectros permitieron la elucidacién
estructural de los compuestos sintetizados.

La formacion del complejo de inclusion del derivado de viologeno y el CB[7]
se estudié mediante espectroscopia de 'H-RMN y UV. Los resultados indican
la inclusion de la unidad de bipiridinio en la cavidad del CB[7]. Se calcul6 una
constante de asociacion estimada para complejo 1:1 de K, = 1.7-10° M1,

Se llevd a cabo la sintesis del conjugado violégeno-péptido siguiendo el
método de sintesis de péptidos en fase solida, aunque debido al estado de

alarma no se pudo caracterizar el producto sintetizado.
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Conclusions

Baseandose nos resultados obtidos, pddese dicir que neste traballo alcanzaronse os

seguintes obxetivos.

I.

Preparouse o violdxeno-aminoéacido deribado da 4,4’-bipiridina a través dun
mecanismo de dialquilacion. Tanto os intermedios da reaccion como o
violdxeno final puderonse obter correctamente seguindo a estratexia sintética
plantexada.

Realizouse a caracterizacién por 'H-RMN, *C-RMN, RMN bidimensionais
(COSY, HSQC e HMBC) e por HR-ESI-MS tanto do violdxeno final como
dos productos intermedios, estos espectros permitiron a elucidacion estructural
dos compostos sintetizados.

A formaciéon do complexo de inclusion do deribado do violéxeno e o CB[7]
estudouse mediante espectroscopia de '"H-RMN e UV. Os resultados indican a
inclusion da unidade de bipiridinio na cavidade do CB[7]. Calculouse unha
constante de asociacion estimada para o complexo 1:1 de K, =1.7-10° M,
Levouse a cabo a sintese do conxugado violoxeno-péptido seguindo o método
de sintese de péptidos en fase solida, aunque debido ao estado de alarme non

se puido caracterizar o producto sintetizado.
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Conclusions

Based on the obtained results, it can be stated that the following objectives were

achieved in this work.

I.

The viologen-amino acid derivative from 4.4'-bipyridine was prepared through
a dialkylation mechanism. Both the reaction intermediates and the final product
were successfully obtained following the proposed synthetic strategy.

The characterization of both the final viologen and intermediate products was
performed by 'H-NMR, *C-NMR, two-dimensional NMR (COSY, HSQC and
HMBC) and HR-ESI-MS. These spectra allowed to perform the structural
elucidation of the synthesized compounds.

The formation of the inclusion complex between the viologen-amino acid and
CBJ[7] was studied by "H-NMR and UV spectroscopy. The results indicate the
inclusion of the bipyrinium moiety in the CB[7] cavity. The association
constant for the 1:1 complex could be estimated K, = 1.7-10° M.

The synthesis of the viologen-peptide conjugate was carried out following
standard protocols of solid phase peptide synthesis. However, due to the

COVID-19 pandemic, the synthesized product could not be characterized.
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Anexo

Intermedio A

qGfmkyeITn+hFNOrZrZPuw.1.fid
Espectrometro de RMN AV500 (N/I 59369), Unidade de Espectroscopia Molecular, SAI, UDC
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Figura 39. Espectro 'H-RMN del intermedio A

20180316-AV500-cryo-A-0551-LB3.2.fid
Espectréometro de RMN AV500 (N/I 59369), Unidade de Espectroscopia Molecular, SAI, UDC
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Figura 40. Espectro ’C-RMN del intermedio A
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Espectréometro de RMN AV500 (N/I 59369), Unidade de Espectroscopia Molecular, SAI, UDC
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Figura 41. Espectro DEPT del intermedio A
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Figura 42. Espectro COSY del intermedio A
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Figura 43. Espectro HSQC del intermedio A
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Figura 44. Espectro HMBC del intermedio A
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Figura 45. Espectros de masas de baja y alta resolucion del intermedio A



Intermedio B
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Figura 46. Espectro 'H-RMN del intermedio B
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Figura 47. Espectro *C-RMN del intermedio B
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Figura 48. Espectro DEPT del intermedio B
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Figura 49. Espectro COSY del intermedio B
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Figura 50. Espectro HSQC del intermedio B

Viologeno
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Figura 51. Espectro 'H-RMN del violégeno-aminoécido
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Figura 52. Espectro ""C-RMN del violdgeno-aminoacido
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Figura 53. Espectro DEPT del violdgeno-aminoacido
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Figura 54. Espectro COSY del violdgeno-aminoacido
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Figura 55. Espectro HSQC del violdgeno-aminoacido
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Figura 56. Espectro HMBC del violégeno-aminoacido

Valoracion del CB[7]
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Figura 57. Valoracion por '"H-RMN de la interaccion del violdgeno-aminoacido y CB[7]
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Valoracion UV-Visible del CB[7]
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Figura 58. Valoracion UV del violdgeno-aminoacido con el CB[7]
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Figura 59. Grafica del ajuste de la valoracién UV entre el violdgeno-aminoacido y el CB[7]



Host concentration / M | Guest concentration / M 260/nm
0,00002851 0 0,46061
0,00002851 0,000002851 0,44358
0,00002851 0,000005702 0,43141
0,00002851 0,000008553 0,40766
0,00002851 0,000011404 0,39217
0,00002851 0,000014255 0,37805
0,00002851 0,000017106 0,36542
0,00002851 0,000019957 0,35641
0,00002851 0,000022808 0,3468
0,00002851 0,000025659 0,34106
0,00002851 0,00002851 0,33645
0,00002851 0,000031361 0,33187
0,00002851 0,000034212 0,32987
0,00002851 0,000039914 0,32536
0,00002851 0,000045616 0,32268
0,00002851 0,00005702 0,3216
0,00002851 0,00008553 0,31743
0,00002851 0,00011404 0,31683

Figura 60. Datos obtenidos en la valoracion UV del violdgeno-aminoacido con el CB[7]
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