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RESUMEN

La busqueda de nuevos macrociclos con capacidad para complejar distintas
moléculas ha despertado un gran interés en el campo de la Quimica Supramolecular.
Concretamente, la investigacion se ha centrado en aquellos capaces de responder a
distintos estimulos y compatibles con el medio biolégico, por su importancia en
biomedicina. Uno de los macrociclos mas prometedores es el ciclofano tetracationico
blue box, ya que puede formar complejos de inclusibn con compuestos aromaticos 17-
excedentes de tamano adecuado. No obstante, su sintesis es un proceso largo, poco
rentable y con bajo rendimiento. Para conseguir una sintesis mas eficaz, se esta
desarrollando actualmente una metodologia basada en la quimica covalente dinamica
de iminas para el ensamblaje de analogos de la blue box. Esto ha permitido
recientemente la obtencién de un analogo acil hidrazona, la white box asi como de un

derivado de dihidrazona, la red box.

En el presente estudio se ha sintetizado el macrociclo red box y un analogo
funcionalizado del mismo, que puede sufrir numerosas modificaciones, de forma
sencilla y eficiente, gracias al ensamblaje de sus componentes mediante la formacién
de nuevos enlaces imina bajo control cinético. Ademas, se estudia el posible uso en
biomedicina de la red box, mediante la formacién de complejos de inclusion con dos

sustratos de gran utilidad, como son el naproxeno y el 8-metoxipsoraleno.
PALABRAS CLAVE

Quimica supramolecular, complejo de inclusién, quimica covalente dinamica, iminas,

macrociclos, ciclofanos.



RESUMO

A procura de novos macrociclos con capacidade para complexar distintas
espertou un gran interese no campo da Quimica Supramolecular. Concretamente, a
investigacion centrouse naqueles capaces de responder a distintos estimulos e
compatibles co medio bioldéxico, pola sua importancia en biomedicina. Un dos
macrociclos mais prometedores € o ciclofano tetracatiénico blue box, xa que pode
formar complexos de inclusiébn con compostos aromaticos 1-excedentes de tamario
adecuado. Non obstante, a sua sintese é un proceso largo e cun baixo rendemento.
Para conseguir unha sintese mais eficaz, estase desenrolando unha nova metodoloxia
que fai uso medio da quimica covalente dinamica de iminas para a ensamblaxe de
analogos da blue box. Isto permitiu obter recentemente un analogo con un grupo acil

hidrazona, a white box e, asi como de un derivado de dihidrazona, a red box.

No presente estudio sintetizouse o macrociclo red box e un anélogo funcionalizado
do mesmo, que pode sufrir numerosas modificaciéns, de forma sinxela e eficiente,
grazas a ensamblaxe dos seus comporfientes mediante a formacién de novos enlaces
imina baixo control cinético. Ademais, estudase o posible uso en biomedicina da red
box, mediante a formacién de complexos de inclusién con dous substratos de grande

utilidade, como son o naproxeno e o 8-metoxipsoraleno.

PALABRAS CHAVE

Quimica supramolecular, complexo de inclusién, quimica covalente dinamica, iminas,

macrociclos, ciclofanos.



ABSTRACT

The search for new macrocycles with the ability to form complexes with several
molecules of interest is highly relevant in the field of Supramolecular Chemistry.
Specifically, research has been focused on those macrocycles capable of reacting to
different stimuli on a biological environment, due to their importance in the field of
biomedicine. One of the most promising macrocycles is the tetracationic cyclophane
blue box, as it can form inclusion complexes with suitably-sized aromatic mm-donors.
However, its synthesis is a long kinetically-controlled low yielding process. To achieve
an efficient synthesis, a new methodology is currently being developed, that makes use
of dynamic covalent chemistry of imines for the assembly of blue box analogues. This
has made possible the development of an acyl hydrazone analogue, the white box,

and, more recently, a dihydrazone derivative, the red box.

In the present study, the red box macrocycle and a functionalized analogue
have been synthesized, which can undergo various modifications, in a simple and
efficient way, thanks to the assembly of its components through the formation of new
imine bonds under kinetic control. In addition, the possible use in biomedicine of the
red box is studied, through the formation of inclusion complexes with two very useful

substrates, such as naproxen and 8-methoxypsoralen.

KEYWORDS

Supramolecular chemistry, inclusion complex, dynamic covalent chemistry, imines,

macrocycles, cyclophanes.
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1. Introduccidén

1.1. El desarrollo de la quimica supramolecular

El término quimica supramolecular hace referencia a la rama de la quimica
dedicada a la creacion de estructuras complejas mediante el autoensamblaje de
componentes moleculares mas simples.’ En 1987, el Premio Nobel de Quimica les fue
concedido a Jean-Marie P. Lehn, Donald J. Cram y Charles J. Pedersen por sus
estudios pioneros en este campo. En su discurso, Lehn defini6 la quimica
supramolecular como “la quimica mas alla de la molécula” o “la quimica del enlace
intermolecular”, destacando la importancia del desarrollo, disefio y estudio de
moléculas macrociclicas, moléculas ciclicas de gran tamafo que presentan sitios

potenciales de unién para otras moléculas de menor tamario.?

Dentro de este campo, la investigacion se ha centrado en la busqueda de
reacciones de autoensamblaje, en donde la interaccién entre las moléculas no es
necesariamente de naturaleza covalente, como en el caso de las interacciones metal-
ligando, sino que son fuerzas mas débiles las que mantienen unidas a las moléculas,
como son el enlace de hidrogeno, las interacciones i6n-ibn, i6n-dipolo, apilamiento
-1, las fuerzas de Van der Waals o el efecto hidrofébico, de forma que se establece

un equilibrio reversible entre los productos de partida y el macrociclo.”

El nacimiento de la quimica supramolecular esta estrechamente ligado a los
trabajos de Pederson, Lehn y Cram. En 1967, Pederson descubri6 una nueva
categoria de poliéteres ciclicos, los éteres corona, gracias al hallazgo casual del
dibenzo-18-corona-6. La capacidad de estos macrociclos para actuar como agentes
complejadores de cationes metalicos, fue un punto de partida para el disefio de
poliéteres funcionalizados mas complejos. En 1969, Lehn ide6 una nueva ruta sintética
en la cual se introducian variaciones en los grupos dadores de oxigeno de los éteres
corona, obteniendo el diaza-18-corona-6, precursor del [2,2,2]-criptando, ligando
polidentado tridimensional con mayor afinidad por metales alcalinos y lantanidos.
Ampliando los estudios de Pederson y Lehn, Cram disefi6 los esferandos, éteres
ciclicos con capacidad para alojar en su interior moléculas de bajo peso molecular, de
diferente geometria y cationes metalicos. En este contexto, fue Cram quien acuié el
término host-guest chemistry (Quimica receptor-sustrato) para referirse a lo que Lehn

llamaria mas tarde quimica supramolecular.®*

A lo largo de las siguientes décadas, se han sintetizado una gran cantidad de

macrociclos, como coronandos, cucurbiturilos, cilodextrinas, calixarenos, pilarenos y

1



otros ciclofanos, centrando la investigacion en el ambito del reconocimiento molecular
y los procesos de autoensamblaje, asi como en la obtencibn de macrociclos

tridimensionales, rigidos y con respuesta a estimulos.">®°

En lo referido a la evolucién contemporanea de la disciplina, en 1983, Jean-
Pierre Sauvage fue el primero en desarrollar un catenano, especie formada por dos
anillos entrelazados. En 1991, James F. Stoddart sintetizd un rotaxano, compuesto por
un macrociclo que contiene a otra molécula con forma de mancuerna. Finalmente, en
1999, Bernard L. Feringa disefid el primer motor molecular. EI descubrimiento de los
catenanos y rotaxanos (MIMs - Mechanically Interlocked Molecules), moléculas que se
encuentran entrelazas a un macrociclo mediante un “enlace mecanico” y no se pueden
separar sin la ruptura o distorsién de los enlaces covalentes que forman el macrociclo,
ha permitido el estudio de la mecanica a nivel molecular.”® Asi, en 2016 se le concedio
el Premio Nobel de Quimica a Sauvage, Stoddart y Feringa por “el disefio y sintesis de
las maquinas moleculares". Estos descubrimientos en los campos de la quimica
supramolecular y la mecanoestereoquimica, tendran una gran importancia en un futuro
cercano, permitiendo por ejemplo en la creacion de nuevos materiales, sensores

inteligente o nuevos sistemas de almacenamiento de energia mas eficientes.’
1.2. Quimica host-guest

La quimica host-guest fue definida por Donald Cram a raiz de sus estudios en
el disefio de moléculas (host o receptor), capaces de interaccionar de manera
especifica con diversas sustancias (guest o substrato). El estudio de este fenomeno
tiene su origen en el modelo de lock and key de catélisis enzimatica propuesto por
Emil Fisher en 1894, que describe la union receptor-sustrato mediante una analogia:
“al igual que una llave encaja en una cerradura”, la geometria de ambas tiene que ser
complementaria, lo que permite discernir entre los diferentes sustratos (Figura 1).
Asimismo, es importante enfatizar también el concepto de receptor biolégico,
establecido por Paul Ehrlich en 1906, a raiz de sus estudios con anticuerpos, que
establece que las moléculas necesitan de su unién para actuar.” Por lo tanto, al tomar
como referencia estos conceptos, Cram define a un complejo host-guest como la union
de dos moléculas, receptor y sustrato, mediante fuerzas de enlace intermoleculares
débiles, de forma que hay una disposicion estereoelectronica complementaria de los
sitios de unién. El receptor suele ser un compuesto ciclico que posee una cavidad
central con sitios de unidn convergentes con la que interacciona el sustrato, que

precisa tener el tamafio adecuado para introducirse en la cavidad del receptor y sitios



de union divergentes. El sustrato puede ser desde un catibn o un anion hasta

moléculas mas complejas, como una hormona o un neurotransmisor.*

Figura 1. Representacion del equilibrio de disociacion host-guest H-G & H+G."

1.3. Preorganizacion y complementariedad receptor-sustrato

De acuerdo al principio de interaccion de la quimica host-guest, el receptor H
debe tener sitios de uniébn complementarios al sustrato G (sitios de unién convergentes
y divergentes, respectivamente), como pueden ser polaridades opuestas o
comportarse como dadores y aceptores de enlace de hidrogeno. Ademas, deben tener
una conformacion que facilite la interaccion entre ambos en los sitios de unién
receptor-sustrato H-G. Asi, el principio de preorganizacion establece que cuantos
menos grados de libertad presenten receptores y sustratos para la unién, mayor sera
la interaccién entre ambos (1K,). Por tanto, si existe una cierta geometria relativa
adecuada en los componentes, el coste energético para cambiar a la conformacion
mas favorable sera bajo. Esta energia sera facilmente compensada por la energia
liberada de Ila unibn del recetor-sustrato, en un proceso favorable
entalpicamente.’'?"* Asimismo, también estaria favorecida la interaccion desde el
punto de vista entrépico, al no producirse una gran pérdida de grados de libertad
(ordenamiento) al interactuar el receptor-sustrato si, por ejemplo, se compara ésta con

la producida entre un receptor aciclico y un sustrato.

Al cambiar el grado de preorganizacion y de complementariedad del receptor y
del sustrato, se puede modificar la selectividad termodinamica de la reaccion, que es
la relacién entre la constante de equilibrio de dos sustratos distintos. Pero hay que
tener en cuenta también existe una selectividad cinética, relacionada con la velocidad
de union de los distintos sustratos, por la que se unira preferentemente el sustrato que

mas rapido interacte con el receptor y no aquel que forme un enlace mas fuerte.’
1.4. Quimica covalente dinamica y quimica supramolecular

La quimica covalente dinamica (DCC), se refiere a reacciones quimicas
reversibles de formacién de enlaces covalentes donde, si el proceso es lo

suficientemente rapido, se originan productos bajo control termodinamico donde su



proporcion depende solo de la estabilidad relativa de los mismos. En contraposicion,
las reacciones bajo control cinético producen una reaccion irreversible al formarse un
nuevo enlace covalente, y la proporcién relativa de los productos finales depende de la
diferencia de energia entre los estados de transicion.” La DCC es, por tanto, de gran
utilidad para la formacién y ruptura de enlaces covalentes bajo control termodinamico,
permitiendo modificar las proporciones de los productos finales en base a las
condiciones de reaccion.” Ademas, la falta de estabilidad cinética de los productos
obtenidos mediante interacciones no covalentes es mejorada mediante el empleo de
DCC, al tratarse en general de procesos lentos, que requieren de la ruptura de enlaces
covalentes, necesitando muchas veces incluso la accién de una catalisis. Asi, en
general, podriamos resumir que la DCC presenta las ventajas de la quimica

supramolecular, pero con la obtencion de especies cinéticamente mas inertes."

En el contexto de la quimica organica, es bien sabido que muchas reacciones
cumplen los criterios de la DCC, por ejemplo en procesos donde dos moléculas se
condensan reversiblemente para generar un nuevo producto liberando una pequefia
molécula (por ejemplo agua). Del mismo modo, se podrian pensar en intercambios
directos, donde tanto en los productos de partida como en los finales existe el mismo
tipo de enlace covalente.™ Asi, entre las reacciones mas representativas de la DCC se
encuentran la formacién del enlaces imina, disulfuro, la adiccibn conjugada, la

transesterificacion o la cicloadicion de Diels-Alder (Figura 2).'®
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Figura 2. Principales reacciones de la quimica covalente dinamica."®



1.5. Enlace covalente dinamico de iminas

Las iminas, RR'C=NR? (Figura 3), presentan uno de los enlaces mas usados
en DCC ya que permite la sintesis de productos de control termodinamico muy inertes
cinéticamente en un corto periodo de tiempo. Debido a la existencia del doble enlace,

presentan isomeria E/Z, siendo generalmente mas estable el isébmero E."

Figura 3. Representacion del enlace imina, R1R.C=NR3, (R;.3 = arilo, alquilo o H).13

La reaccion de formacion del enlace imina es resultado de la condensacién de
una amina y un aldehido (generalmente en condiciones azeotrépicas y/o con catalisis
acida), en la cual se pierde una molécula de agua y se forma un nuevo enlace C=N
intra o intermolecularmente (Figura 4). Asi, se puede modificar facilmente el equilibrio

hacia la formacién de la imina, simplemente retirando el agua de la reaccién.

10 H* 10" RNH, TS ® ..
| HO _NH,R" H,0_ _NHR"
R Rl .z ' v >< ' . + >< '
Protonaciéon R© R' Adicion 1,2 R 'R'  Transferencia H¥* R~ R
Eliminacién|| - H,O
R _HH Hoy R

A

®
R~ "R' Desprotonacién RJ\R-
IMINA IMINIO
Figura 4. Mecanismo de formacion del enlace imina
En cambio, si se afiade agua a una imina, el equilibrio se desplaza hacia la
formacion de los reactivos y ocurre la reaccién inversa, la hidrélisis. Asimismo, las
iminas también pueden experimentar otros equilibrios como las reacciones de

intercambio del grupo R (transiminacion), o la metatesis entre dos iminas (Figura 5)."°



,R' —_—— NS ,R'
a) Ar S0 *  H,N Ar” SN+ H20
N R Rll X Rll /R'
b) Ar” Nt H.N = A N * HN
"N /Rl /Rll X /Rll N R'
c) Ar Nt AN Ar” N * Ar N

Figura 5. Reacciones tipicas de iminas: a) Formacion/Hidrdlisis, b) Intercambio y c)
Metatesis."

Otros grupos funcionales muy relacionados con las iminas, como las
hidrazonas (R'R>=NNHR?) y las oximas (R=OH), presentan una reactividad analoga a
la de las éstas.™ Asimismo, debido al efecto del heteroatomo en posicion a, hidrazonas
y oximas muestran una mayor estabilidad que las iminas en agua. Este efecto,
denominado mesomérico, disminuye la electrofilia del enlace C=N, y produce
compuestos que son considerados cinéticamente inertes en condiciones neutras y en
agua pura. Al igual que las iminas, pueden experimentar las mismas reacciones de
hidrolisis, intercambio y metatesis bajo catalisis acida,' lo cual las convierte en unos
compuestos de interés en la DCC porque permiten construir moléculas complejas
como MIMs (catenanos, rotaxanos, macrociclos y otros receptores) para su aplicacion

en medicina, materiales inteligentes y en catalisis.”
1.6. Interés de los compuestos supramoleculares en biomedicina

Los descubrimientos de Lehn, Cram y Pedersen supusieron un punto de
partida en la busqueda de nuevos sistemas host-guest para el desarrollo de sensores,
materiales, dispositivos electrdnicos y catalizadores. Gracias a esta asociacién host-
guest, dos o mas estructuras quimicas se pueden integrar rapida y reversiblemente,
generando complejos de alta estabilidad, por lo que hay infinitas posibilidades a la
hora de componer nuevas supramoléculas funcionales."” Las estructuras formadas por
enlaces no covalente o covalentes dinamicos poseen ciertas propiedades Unicas
(reversibilidad, capacidad de respuesta dinamica a estimulos fisico-quimicos, auto-
fabricacién adaptativa, posible reconfiguracién de su forma, degradabilidad, etc.), que
son de gran utilidad en biomedicina y en ciencia de los materiales. Que su estructura
pueda ser modificada facilmente cambiando el disefio de los bloques de construccion,
permite ademas tener diferentes estructuras multivalentes, lo que puede resultar de

gran importancia en la obtencién de compuestos bioactivos.®

Ademas, los materiales supramoleculares, incluidos aquellos basados en

sistemas host-guest, pueden responder a cambios o estimulos del medio externos al



sistema. Estos incluyen desde factores intrinsecos (temperatura del sistema,
concentracion de componentes, etc.), hasta factores extrinsecos (pH, potencial
eléctrico o la luz), pudiendo modificar la especiacion del sistema hacia formas mas
estables termodinamicamente. Este comportamiento les posibilita un alto grado de
ajuste a los ambientes biol6gicos, donde pequefias modificaciones en el ambiente

fisicoquimico posibilitan la adaptacién supramolecular.'®

Es por ello que, recientemente, ha adquirido una gran relevancia el estudio de
los macrociclos para su uso como receptores en el campo de la biomedicina. Se han
disefiado asi desde interruptores supramoleculares hasta biogeles, micelas o
nanoparticulas capaces de producir la liberacion controlada de substancias de interés
biomédico como farmacos, agentes teragnosticos o diagnosticos (Figura 6). Algunos
de los macrociclos de especial interés son los éteres corona, calixarenos,
ciclodextrinas (CDs), cucurbiturilos (CBs) y pilarenos, que muestran buenas
biocompatibilidades con el medio biolégico y una baja citotoxicidad. Todos presentan
cavidades hidrofébicas para incluir en su interior, de manera especifica, otras
moléculas de tamafo y forma adecuadas interaccionando con ellas a través de fuerzas
no covalentes. La especificidad y versatilidad de estos macrociclos permiten su uso en
distintas aplicaciones biomédicas (por ejemplo: transporte y administracion de

farmacos y genes, la terapia fotodinamica (PDT) o bioimagen.'®"’
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Figura 6. Ejemplo de sistema host-guest con respuesta a pH para la liberacion controlada del
farmaco antiparasitario metronidazol. 0



1.7. Antecedentes: los ciclofanos blue box, white boxy red box

La familia de macrociclos compuesta por el ciclobis(paraquat-p-fenileno) o blue
box y sus derivados, esta compuesta por ciclofanos con unidades de bipiridinio
m-deficientes. A mediados de los afios 80, el grupo de J. F. Stoddart logré con éxito la

sintesis de MIMs, como los catenanos y los rotaxanos,®'®

gracias a la fuerte
interaccion entre derivados de 4,4-bipiridinio y substratos complementarios
macrociclicos m-excedentes.'®? Este trabajo fue la base para que, en 1988, el grupo
sintetizase por primera vez la blue box, macrociclo tetracationico rigido formado por
dos unidades de 4,4’-bipiridinio unidas a través de grupos p-xileno. Asi, el ciclofano
resultante posee una cavidad interior hidrofébica que se ha demostrado no solo 6ptima
para el reconocimiento de sustratos m-excedentes de distintos tamafos, sino también
para el desarrollo de maquinas moleculares mucho mas complejas pero que toman
esta interaccion receptor-sustrato como base.?"?*?* Ademas de producirse reacciones
de transferencia de carga m-m con huéspedes ricos en electrones, en medios
organicos los complejos se ven aun mas estabilizados por interacciones de Van der
Walls (ambos anillos bipiridinio se encuentran a una distancia de unos 3.7 A)*y por
enlaces de hidrogeno [C—H:----1], entre atomos de H del sustrato y el fenileno, o [C—
H----O], en caso de haber huéspedes con grupos éter o éster (Figura 7). En
contraposiciéon en, medios acuoso, el factor hidrofébico se antoja como el mas
importante motor en el reconocimiento, ya que los sustratos aromaticos se encuentran
mejor solvatados y estabilizados en el interior de la cavidad hidrofébica del macrociclo

que en la disolucién.?
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Figura 7. Representacion esquematica del cyclobis paraquat-p-phenylene como receptor.”
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Otra caracteristica que convierte a la blue box en un receptor Unico es la
existencia de un equilibrio redox por la reduccién de las unidades bipiridinio, que
conduce a la formacion de un catién radical estabilizado de color azul intenso, el cual
da nombre al receptor. Asi, la fuerza aceptora del macrociclo se puede controlar de

forma reversible con el potencial redox (redox-switchable ligands).?*



A pesar de la gran utilidad de la blue box, ésta resulta dificil de preparar y
modificar debido a la utilizacién de control cinético en la etapa clave de macrociclacion,
siendo ademas un proceso economicamente costoso. En este contexto, se han
buscado nuevos métodos de sintesis mas eficientes y simples, haciendo uso de
templates, altas temperaturas y presiones, etc. y que ain pueden ser optimizados.'®??
En esta direccion, el grupo QUIMOLMAT se ha dedicado en los ultimos afos a
desarrollar analogos de la blue box cuya sintesis es mas sencilla y econémica, y que,
a diferencia de esta, presenten un caracter dinamico.? Asi, en el afio 2018, haciendo
uso de la DCC de hidrazonas en medio acuoso, se sintetizd un analogo de la blue box,
la white box. Este nuevo receptor se sintetizd, mediante catélisis acida, a partir de una
mezcla equimolar de dos moléculas complementarias de bis(piridinio)xilileno, de
caracter hidrofilico y m-deficientes. El ciclofano resultante reconoce diversos sustratos
organicos gracias a interacciones hidrofobicas, host-guest m-my C—H----m. Ademas
de ser una molécula dinamica en agua por la existencia del enlace imina, la white box
presenta una gran sensibilidad al pH, por la naturaleza acida de los protones amida
(pK, = 6.5). En un medio acido, el macrociclo es conformacionalmente flexible,
presenta isomeria rotacional y sigue el modelo de ajuste inducido en los proceso host-
guest. Por el contrario, en medio suficientemente basico, dos cargas negativas
generadas se deslocalizan en los anillos de piridinio, desapareciendo la isomeria
rotacional de los grupos amida y resultando en una receptor rigido que reconoce

sustratos mediante un modelo mas cercano al de llave-cerradura.?
— — — O — -
+ + + + ! \ / N+
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Figura 8. Estructuras de la blue box, white box y red box, respectivamente

En el afo 2019, se sintetizd6 un nuevo analogo dihidrazona de la blue box, la
red box, mediante una reaccidén de catdlisis acida bajo control cinético en agua. Se
eliminan los grupos carbonilos existentes en la white box y se consigue mejorar la
estabilidad frente a la hidrolisis del receptor porque presenta una mayor
deslocalizacion electronica (Figura 8). La red box presenta una gran estabilidad
hidrolitica y responde al pH. Es capaz de complejar diversos sustratos en medio
acuoso, tanto en su forma basica como acida (pK, = 8.3). Por el contrario, en medio
organico, este receptor solo consigue complejar substratos en su forma acida, debido
a la desaparicién del efecto hidréfébico y la mayor densidad de carga electronica

existente en la base conjugada del host.



Por consiguiente, tanto la white box como la red box son analogos de la blue box
mas faciles de preparar, con un menor coste econémico, faciles de funcionalizar y que
complejan moléculas aromaticas m-excedentes con mayor o menor fortaleza en
funcion del pH. Asi, potencialmente, estos compuesto poseen un potencial muy
adecuado como vehiculos para farmacos hidrofébicos o anionicos, para desarrollar

nuevos antitumorales o en catalisis supramolecular.?’
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2. Objetivos

Segun lo expuesto en la introduccion, la sintesis de receptores moleculares
derivados de la blue box es de gran interés en el campo de la biomedicina. Estos
macrociclos presentan una gran estabilidad, responden al pH y pueden complejar
diversos sustratos en medio acuoso. Asi, el objetivo general del presente trabajo de fin
de grado es la sintesis tanto del macrociclo red box como de un analogo
funcionalizado del mismo, de acuerdo a la metodologia descrita por el grupo
QUIMOLMAT (Esquema 1). Asimismo, como ejemplificacion del potencial practico de
estos compuestos, se estudiara la formacién de complejos de inclusién de la red box

con sustratos de interés en farmacoldgico.

ax
— (o] —
NQfN\N/ \_/ N
i 2Br
e = N@H /J\ NS HA-2Br

—
. HO — o}
o _ OH NO*H\ /J\ o} — H
N g~ /A I Ve
N N<y \ 7 N\ N 72\
— N*= HH-2Br N*=

MRBf-5X

(0] —
= | R TA-3Br
Esquema 1. Retrosintesis de los compuestos objetivo MRB-4X y MRBF-5X

De esta forma, los objetivos especificos del trabajo seran:

1. Sintesis, mediante reacciones de substitucion nucledfila, de los bloques de
construccién dihidrazona (HH?"), dialdehido (DA?*) y trialdehido (TA").

2. Ensamblaje del macrociclo red box (MRB*") y de un analogo funcionalizado,
MRBf**, a través de DCC de iminas.

3. Purificacién de los ciclofanos MRBf** y MRB*" mediante HPLC semipreparativa
en fase reversa, y analisis del producto obtenido por HPLC-MS.

4. Caracterizacion estructural completa de los compuestos TA®* y MRBf*
mediante las técnicas de 'H y *C RMN mono y bidimensionales.

5. Estudio cualitativo de los complejos de inclusién del macrociclo red box con
dos sustratos aromaticos, el naproxeno (NAP) y 8-metoxipsoraleno (8-MET),

mediante el analisis de '"H RMN monodimensional.
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3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacion de bloques de construccion

Segun lo mostrado en el Esquema 1, la sintesis de los macrociclos receptores
objetivo, se plantea a partir de la reaccién de condensacién en medio acuoso acido de
bloques de construccion de geometria adecuada (MRB*: (HH* + DA®"); MRBf*":
(HH?" + TA™)). Asi, la sintesis y elucidacién estructural de los bloques de construccién

se discute a continuacion.

3.1.1. Sintesis de la dihidrazona (HH-2Br)

HJ\
N. =
Y N
-

Cl NHNH, © NH /—Q—/
o 1) NHoNH, PN Br
| >
e

X

| — |

Y

7 ‘ h
N
2) NaOH N HH-2Br
“HCl 2 Br-
1 2 3 NN
! = P

N
N N
N Y
Esquema 2. Sintesis de la hidrazona HH-2Br

La sintesis de la dihidrazona HH?* a partir del compuesto comercial cloruro de
4-cloropiridinio 1 se muestra en el Esquema 2. Asi, en primer lugar, el diclorhidrato de
2-2Cl se obtiene mediante una reaccién de sustitucion nucleofila aromatica (SyAr) de

1, con hidrazina en propanol a reflujo durante 24 horas.

A continuacién, y previamente a la reaccion de sustitucion nucledfila
conducente al producto de interés, la base libre 1 es obtenida inmediatamente antes
de su utilizacion mediante tratamiento de 2-2Cl con NaOH (2M) y extraccién de la fase
acuosa resultante con AcOEt. Debido a la alta polaridad del compuesto como base
libre, éste solo puede aislarse con un rendimiento bajo del 30 % tras 8 extracciones, y
es utilizado sin mayor purificacién en la siguiente etapa de reaccién. Ademas de la
liberacién de la base libre de la piridilhidrazina, y previamente a la etapa clave de
formacion de HH?*, es necesaria la proteccién del nitrégeno del grupo amino con
acetona, para obtener asi la hidrazona 3 que impida la posterior formacion de
productos secundarios por polialquilacion del compuesto. Asi, dicha proteccién se
realiza in situ, simplemente mediante reflujo de 2 en acetona, y la posterior adiccién de
a,a’-dibromo-p-xileno comercial 4 al medio habilita el ataque del nitrégeno del anillo

piridinico a éste electrofilo, formandose la dihidrazona HH-2Br, que precipita en el

12



medio de reaccién virtualmente puro en un rendimiento del 93 %. La obtencién de
HH-2Br se corrobora mediante 'H RMN el cual se corresponde con el previamente

reportado por el grupo de investigacion para el compuesto puro.

Han de tenerse en consideracion varios factores para la elucidacion estructural
de este compuesto mediante 'H RMN: es una molécula simétrica, el espectro en D,O
no mostrara los hidrégenos del grupo amino dentro de la hidrazona y, ademas, una
rotacion restringida en torno al enlace Cg-N (Figura 9).
N:R2 N:Rz
R—N* Q/ NH ——~ RN =N
\ k/.. . H

Figura 9. Representacion de las dos formas resonantes para los grupos hidrazona

Asi, en el espectro de '"H RMN (Figura 10) de HH** se observan 6 sefiales, con
solo tres fuera de la zona de los protones aromaticos. Dos se identifican con
singuletes, que integran por 6H, y se corresponde con los Hs de los grupos metileno
de la hidrazona no equivalentes (H; y H7). La ofra, que integra por 4H, se identifica
con los Hs del grupo metileno (H3). De las tres sefiales de aromaticos, el singulete es
facilmente identificable con la sefal correspondiente a los protones del fenilo (H4). Por
otra parte, y debido al efecto de rotacion restringida comentado con anterioridad, los
dobletes esperados para los hidrégenos en a y B en el anillo piridinico, aparecen como
singuletes anchos de poca intensidad, en una situacién de coalescencia en la escala
de tiempos de RMN. La existencia de una carga positiva en el N piridinico retira
densidad electrénica y provoca que la sefial mas desapantallada, la Unica que aparece
claramente en el espectro, sea la correspondiente con los protones en posicion «a al
nitrégeno (H4). Del mismo modo, la sefial mas apantallada, practicamente en completa
coalescencia por efecto de la rotacion restringida, seria la de los protones en 8 al

nitrégeno (Hs).
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Figura 10. Espectro de "H RMN (D;0, 300 MHz) de HH*. Se asignan las sefiales a través de
numeracion
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3.1.2. Sintesis del dialdehido (DA-2Br)

Br O+ __H 2Br- 2Br-
MeCN
X
+ | refIUJo HA- ZBrDEUT
_
N
+

4 5 HA-2Br

Br

O H

Esquema 3. Sintesis de DA-2Br y equilibrio aldehido-glicol observado en D,O

De acuerdo con la metodologia previamente desarrollada por el grupo de
investigacion, DA-2Br puede ser obtenido mediante reaccion Sy2 entre 4-
piridincarboxialdehido 5 y a,a'-dibromo-p-xileno 4 en acetonirilo a reflujo,
produciéndose la precipitacion del dialdehido esperado virtualmente puro en un 76 %
de rendimiento (Esquema 3). El compuesto puede ser facilmente identificado como el
esperado en base a su 'H RMN (Figura 11), el cual concuerda perfectamente con el
previamente reportado por el grupo de investigacién para el compuesto puro, DA% %

Asi, en este espectro ha de tenerse en cuenta que la disoluciéon de DA-2Br en
D,0O implica la formacién de grupos glicol muy estables por efecto del anillo piridinico
o, dicho de otra forma, el equilibrio glicol-dialdehido tipico de estos compuestos
carbonilicos al disolverse en medio acuoso, estd completamente desplazado a la
formacion del hidrato. De este modo, se pueden observar dos singuletes en la zona

alifatica, que integran por 4 y que se corresponden con los H; metilénicos y H;
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resultado de la hidratacién del carbonilo, y tres sefiales aromaticas. De ellas, la mas
apantallada, singulete de multiplicidad 4, se identifica con la sefial del fenilo (H4). Los
dos dobletes restantes, que integran por 4, se corresponden con los Hsen Sy aal N
piridinico (Hs y Hy4), siendo la sefial mas desapantallada el H,, como consecuencia de

que el N retira carga.

OH

3
7
4 5
I

S @ =

<+ o - - «
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Figura 11. Espectro de "H RMN (D,0, 400 MHz) de DA?*, en donde se indica la asignacion de
las sefiales con numeros

3.1.3. Sintesis del trialdehido (TA-3Br)

Br 0) H </§/ </§7 </+§/ ({
X _MeCN =
* | refIUJo
Br Br =
N 3 Br-
6 5 N

3 Br-
TA 3Br TA-3Brpgyt

Esquema 4. Sintesis del compuesto TA-3Br y representacion del equilibrio aldehido glicol

Del mismo modo que para DA-2Br, la preparacion del trialdehido (TA3+) no
reportado previamente se lleva a cabo mediante una Sy2 en acetonitrilo, en la cual el
nitrégeno del 4-piridincarboxialdehido 5 ataca a los carbonos electrofilos de, en este
caso, el compuesto comercial 1,3,5-tribromometilbenceno 6, produciéndose la
liberacién de 3 iones bromuro para formar la sal TA-3Br, la cual se obtiene con un
excelente rendimiento del 91 %, virtualmente pura tras su precipitacién en el medio de

reaccion (Esquema 4).
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El compuesto se caracteriza como el esperado haciendo uso de las técnicas de
resonancia magnética nuclear 'H y *C RMN mono y bidimensional, para lo que se
disuelve el producto en D,O resultando en el bis glicol TA-3Brpeyr. Debido al efecto
aceptor de electrones de los grupos piridinio, el ya mencionado equilibrio carbonilo-
glicol también se haya en este caso desplazado hacia el hidrato (Figura 8). Debido a
que el compuesto no ha sido previamente reportado, en este caso se realiza una
caracterizacion completa del mismo en base a experimentos de RMN 1D y 2D, que a

continuacién pasamos a discultir.

Como el producto es una molécula simétrica, en el espectro de 'H RMN
monodimensional se pueden observar una simplificacién en el numero de sefales
observado (Figura 12). A menor desplazamiento quimico se observan dos singuletes
en la zona alifatica del espectro, donde aquel a un menor desplazamiento y una
integracion de 6H se corresponde con los protones metilénicos (H.), y el que aparece
a mayor desplazamiento e integracién de 3H, con el protdn resultante de la formacion
del diol H;. A mayor desplazamiento se observan 3 sefales en la zona aromatica. La
primera, a menor desplazamiento, es un singulete, que integra por 3H, y que se
corresponde con los protones del anillo bencénico trisustituido (H4). Las dos sefiales
restantes son dos dobletes que integran por 6H, y se corresponden con los protones
en a y en B al nitrégeno del anillo piridinico (Hs y Hs). ElI doblete a mayor
desplazamiento, mas desapantallado, se identifica con los protones en a. El nitrogeno
presenta una carga parcial positiva que atrae parte de la densidad electronica de los
nucleos préximos. El proton en posicién contigua al nitrégeno sufrira mas este efecto,

razon por la cual aparece mas desapantallado.

OH

= OH

N+
OH X OH
7
HO™ & = | = | OH
5 X + 2 N+\ 3
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Figura 12. Espectro de "H RMN (D,0, 400 MHz) de TA3+, en donde se indica la asignacion de
las sefiales mediante numeracion
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Aunque la asignacion de los nucleos de 'H resulta trivial para TA-3Br en base
al correspondiente espectro de RMN monodimensional, la simplicidad del compuesto
nos permite ejemplificar de forma muy didactica cobmo se realizaria una asignacion de
los nucleos usando RMN bidimensionales mas complejos, que en este caso nos

corroboraran la ya realizada y basada en los experimentos 1D.

En primer lugar, el experimento COSY 2D (COrrelation SpectroscopY
bidimensional proton/proton), nos servira asi a este fin, pudiendo ver las correlaciones
entre los distintos nucleos de protéon (Figura 13). El espectro esta simetrizado por
representar el espectro un 'H RMN frente a si mismo, tiene forma cuadrada y esta
divido en dos partes iguales por una diagonal, formada por los picos de cruce que
cada proton origina consigo mismo. Los picos de cruce de interés, originados por un
nucleo de protén que acopla su spin de con los Hs a 3 enlaces, se encuentran por
arriba y por debajo de la diagonal. En este espectro en concreto, podemos comprobar
como existe acoplamiento entre los Hs en a y 8 del anillo piridinico, que se encuentran

a tres enlaces de distancia (Hc y Hp).
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Figura 13. Espectro COSY (D,0, 400 MHz) de TA® con las correlaciones I-ll indicadas
mediante flechas

A continuacién, se analizan las sefiales del espectro de BC RMN
monodimensional y del espectro DEPT (Figura 14), que nos da informacién acerca del

numero de hidroégenos a los que esta unido cada carbono (si el carbono es primario,
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secundario, terciario o cuaternario). Se observan 7 sefiales, de las cuales solo dos se
encuentran en la region de los carbonos alifaticos: la sefial del carbono terciario del
grupo metileno unido al nitrégeno (C3) y la del carbono terciario del diol (C7), menos
apantallada. Las siguientes 5 sefiales son todas de carbonos aromaticos. Las tres
sefiales mas apantalladas, y mas intensas, se corresponden con carbonos terciarios
de los anillos piridinico (Cs, C4) y bencénico (C4), respectivamente. Por ultimo, las dos
sefales de baja intensidad se identifican con carbonos cuaternarios, siendo la sefial
mas apantallada la correspondiente al carbono cuaternario adyacente al carbono del
diol (C¢) y la menos apantallada, la de los tres carbonos sustituidos en el anillo

bencénico (C,).

OH
= OH
N+|
OH X OH
7
HO 6/| /l OH
N2 X 5
54 327
7
4 1
2 3
6

" ik b " " " A T
It Wy " Ty P I VAAT eyt vy et , Ul M W A\ W T AN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60

f1 (ppm)

Figura 14. Espectro de ">C RMN (D,0, 101 MHz) y DEPT de TA*. Las sefales estan
asignadas a través de numeracion

Para corroborar la asignacién de 'H y *C de forma conjunta se hace uso de los
experimentos de correlacion heteronuclear. Asi, el espectro HSQC 2D (Heteronuclear
Simple Quantum Correlation), nos indica las correlaciones entre los nucleos de protén
y los carbonos (Figura 15), y representa los espectros de 'H frente '°C. Es (til para
descubrir que carbono interacciona con cada hidrégeno, y haciendo uso del DEPT, se

puede saber cuantos protones estan unidos a cada carbono. Asi, se corrobora la
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anterior asignacion, por la cual los carbonos C, y Cs estan correlacionados con los Hy
y Hs, respectivamente en las posiciones a y 8 del anillo piridinico. Del mismo modo, se
confirma la asignacion de los carbonos terciarios, el carbono del grupo metileno y del

carbono unido al diol.
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Figura 15. Espectro HSQC (D,0, 400/101 MHz) de TA*". Se muestran las correlaciones I-V
mediante flechas entre los protones (eje horizontal) y carbonos (eje vertical)

El ultimo espectro analizado es el espectro HMBC 2D (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation), necesario para poder establecer la conectividad correlacionan los
nucleos de portdn y carbono a larga distancia, a dos-tres enlaces (Figura 16). Se
confirman aqui las asignaciones anteriormente hechas: el C, y el H, se encuentran en
posicion a al N del anillo piridinico (correlacion 1), y el Cs y el Hs, en B al N. Ademas, el
pico de cruce lll nos confirma que C; es el C del anillo fenilénico, las correlaciones IV y
V nos indican cual es el C del diol y del grupo metilénico. Por ultimo, se comprueba

que el C, y el Cg son cuaternarios.
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Figura 16. Espectro HMIBC (D,O, 400/101 MHz) de TA*. Mediante flechas violetas (protones)

y verdes (carbonos) se indican las correlaciones I-11

3.2. Sintesis, purificacion y caracterizaciéon de los macrociclos

Una vez en posesion de los bloques de construccion necesarios, se procede a
la sintesis de la red box, que se forma a partir de un dialdehido, DA%, el cual se

sintetiza del mismo modo que TA*, pero partiendo a,a’-dibromo-p-xileno.

3.21. Formacion del macrociclo red box (MRB-4X) y del analogo
(MRBf-5X)

H

/

N

N
J\G TFA (cat), H,O
(EE HH-2Br calentamlento (% #

Y .
N
H
MBR-4X (con DA-2Br)

MBRf-5X (con TA-3Br)

X =Br, Cl', PFg o TFA”
N+

DA-28r TA-3Br
Esquema 5. Sintesis de los compuestos macrociclicos MBR-4X y MRBf-5X
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Como se representa en el Esquema 5, la reaccion de ensamblaje de los
macrociclos es una transiminacion. Asi, la sintesis originalmente reportada para la red
box seguia un protocolo basado en condiciones de catalisis acida, calor y alta dilucion,
tipicas para el control termodinamico del enlace hidrazona en agua.?® A diferencia de
la mayoria de los procesos asociados con la DCC de iminas, la sintesis de la red box
en agua tiene la particularidad de que no transcurre bajo control termodinamico, sino
cinético por la altisima estabilidad hidrolitica que presentan los nuevos enlaces
formados, altamente deslocalizados con los anillos de piridinio. En lo que se refiere a
la posibilidad de reacciones secundarias, ha de tenerse en cuenta que en condiciones
de alta dilucion las especies ciclicas estara favorecidas frente a aquellas oligoméricas
lineales, siendo la especie de menor tamafio que se podria formar resultado de la
condensacion [1:1], que en este caso se ha reportado como aquella que produce el
producto mayoritario en medio acuoso a concentraciones por debajo de 5 mM de los
componentes. Este efecto se debe a que, en agua, existe un alto grado de
preorganizacion de los compuestos de partida que facilita la formacion intramolecular
del segundo enlace C=N. Asi, el efecto hidrofébico provoca una buena solvatacion de
los mismos, los cuales se dispondrian de manera plegada y no extendida. En medios
organicos, se originarian diversas formas oligoméricas a mayores de la [1:1], pues la
formacion de otros polimeros de mayor tamafio, especialmente [3:2], esta ciertamente
favorecida en comparacion con la red box, por la existencia de un grupo extra en

MRBf** que aumenta las posibilidades de procesos intermoleculares.

En lo referido al procedimiento experimental, para la obtencion de los
macrociclos, se hace reaccionar a HH-2Br con DA-2Br o con TA-3Br, para la sintesis
de MRB-4Br y MRBf-5Br, respectivamente. Se forman dos nuevos enlaces hidrazona
en condiciones de catdlisis 4cida en medio acuoso (control cinético), mediante el
ataque nucledfilo del N de la imina sobre el carbonilo electréfilo del aldehido. A fin de
poder tanto de aislar como de caracterizar los macrociclos, se utilizan reacciones de
intercambio i6nico (metatesis), aprovechando la distinta solubilidad de las sales en los
disolventes usados en funciéon del contraiébn que posean (CI',Br: disolucién acuosa;
PF6™: medio organico; TFA™: ambos). Para ello, se les adiciona la sal KPFg en agua, de
modo que precipita los compuestos como hexafluorofosfato (MRB-4PFs y MRBf-5PF5).
Luego, se redisuelve en acetonitrilo y se afiade la sal BusNCI, de forma que precipita
como cloruro (MRB-4Cl y MRBf-5CI). En el caso de MRB*, se precipita en parte como
MRB-4Cl y como MRB-4Br, obteniendo el producto aislado virtualmente puro y con un
buen rendimiento del 83 %. En cambio, MRBf*, se precipita en su totalidad como

MRBf-5CI, siendo el rendimiento superior al 200 %, al presentar un exceso de las
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sales empleadas en las reacciones de metatesis. Para purificar ambos macrociclos, en
particular debido a la necesidad de obtener el producto con una elevada pureza para
la realizacion de ensayos biolégicos, se hace uso de la técnica HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) semipreparativa en fase reversa.

3.2.2. Purificaciéon de MRB* y MRBf** mediante HPLC semipreparativa en

fase reversa

Para purificar los macrociclos, se disuelven en una mezcla de H,O, CH;CN vy
TFA, para asegurarse que el macrociclo estd en la forma acida. Se emplea una
columna C18 y como eluyentes H,O + 0.1 % TFA y CH3;CN + 0.1 % TFA. Tras la
optimizacién del método, se recupera MRB*" y MRBf", siendo los tiempos de
retencion de ambos compuestos de, respectivamente, 15 (Figura 17) y 15.6 min
(Figura 18). El rendimiento de esta etapa de purificacion fue del 43 % MRB*'y del 5 %
para MRBf", por el exceso de la sal BusNCI.
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Figura 17. Imagen de la purificacion de MRB*" mediante HPLC semipreparativa (a A=220 y 254
nm)
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Figura 18. Imagen de la purificacion de MRBf** mediante HPLC semipreparativa (a A=220 y
254 nm)

Se puede observar como el cromatograma de MRB*" es mucho mas sencillo

que el de MRBf*. La mayor complejidad y presencia de un grupo aldehido extra,
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favorece la formacion de otras formas poliméricas, lo cual resulta en un mayor nimero
de picos de alta intensidad. Ademas, parte del compuesto se oxidd por incidencia de la
luz, puesto que el aldehido es un grupo facilmente oxidable. Esto podria explicar, entre
otras razones aun no identificadas, el menor rendimiento de la reacciébn en

comparaciéon con la red box.
3.2.3. Elucidacién estructural de MRB*" y MRBf** mediante RMN

En cuanto a la caracterizacién del os compuestos obtenidos, han de tenerse en
cuenta una serie de consideraciones estructurales. Como se ha comentado, el enlace
imina formado en estos compuestos presenta una mayor estabilidad de la esperada
para este tipo de enlace covalente dinamico. Asi, debido a la deslocalizacion de la
carga en ambos lados largos del macrociclo (Figura 19), el enlace C=N de la imina es
muy poco electréfilo y, por tanto, menos susceptible a la hidrélisis. Ademas, el medio
acido conduce a la formacion de la forma acida del macrociclo, de color amarillo, frente
a la forma basica, de color rojo que se originaria a pH menores de aproximadamente
8.27

pK,~8.3 H

+ + + +
R1/N\ I /N\Rz R1/N\ I /N\Rz

N+\ + N\\
= | N -H @/ N X
N*% N. D E— N N
R X I X Rs +H* R{” S I R,
H

T 0
N N* NI N*
R1/ = — R R1/ - — R,

Bp?*

Figura 19. Representacién del equilibrio acido base entre el cromoforo bipiridinico Bp2+ Zy su
base conjugada Bp®. Se representan las dos formas resonantes para cada especie. !

Para la caracterizaciéon de los macrociclos sintetizados se procedi6 de la misma
forma que para los bloques de construccion, es decir, se discutira en primer lugar
unicamente el 'H RMN del compuesto red box, que coincide plenamente con el

previamente reportado para el compuesto puro.
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Figura 20. Espectro de "H RMN (D,0, 500 MHz) de MRB*" con las sefiales asignadas
mediante letras (en azul, se asignan las sefiales provenientes del dialdehido y, en rosa, las de
la dihidrazona)

Asi, el espectro de '"H RMN de MRB*" muestra un total de 11 sefiales (Figura
20). A la derecha del espectro, aparecen dos sefiales singuletes que integran por 4H y
que corresponden a los H metilénicos (Hs; y H41). En la zona aromatica, se pueden
observar 4 singuletes muy ensanchados y de muy poca intensidad, correspondientes a
los protones H4, Hs, Hs y Hs. Como ya se explicd para el compuesto HH?, éste
fendbmeno es debido al fendbmeno de rotacién impedida en el enlace Cg-N lo que
provoca una situacion de coalescencia entre protones del anillo piridinico de la
dihidrazona, los cuales no son totalmente equivalentes entre si (H4#H, y Hs#Hs'). Por
lo tanto, se observan cuatro singuletes anchos como resultado del intercambio en la

escala de tiempos de RMN.

Ademas, se pueden identificar dos singuletes de gran intensidad y bien
definidos que integran por 4H, que se corresponden con los protones de los anillos
fendlicos (Hs y Hq3), el protdbn de la imina (H;) que da una sefial de singulete
caracteristico a 8.18 ppm, y dos dobletes a mayor desplazamiento. Estos ultimos, son
los Hs del anillo piridinico del dialdehido (Hg, H4g), siendo el proton en a la sefial mas

desapantallada y el protdn en (B, la mas apantallada.

La caracterizacion estructural por RMN se completé mediante el estudio del
espectro HR-ESI-MS (Figura 21). Se encontraron dos picos de masa exacta del i6n
[M]** (C3sH34Ns>*) @ 301.1447 m/z y [M+Br]" (CssH3sNgBr*) a 681.2055 m/z, calcld. para
C3gH36NgBry @ m/z 923.9756.
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Figura 21. Espectro de HR-ESI-MS de MRB*

Una vez comprendido este espectro, se analiza en primer lugar el '"H RMN
correspondiente al macrociclo funcionalizado MRBf* en el que aparecen 14 sefiales
bien diferenciadas (Figura 22). Asi, si analizamos los singuletes a menores
desplazamientos, las tres sefiales mas a la derecha (que integran por 4H, 4H y 2H,
respectivamente), se corresponden claramente con los H metilénicos (Hs, Hiq y Hye).
Con motivo de la existencia de un grupo piridinilaldehido extra, en el espectro aparece
un grupo metileno a mayores con respecto a la red box, el cual integra por 2H y
aparece a un mayor desplazamiento. A su izquierda, se encuentran otro singulete, que
se corresponde con el H unido al diol del grupo aldehido libre (Hy). En la region
aromatica del espectro podemos observar cuatro singuletes anchos de muy baja
intensidad (Hs, Hs', Hs y Hs'), originados de nuevo por la impedida en el grupo C-NH-
N=C, por lo que los protones no son equivalentes y hay coalescencia en las sefiales.
Ademas, los Hs del anillo aromatico trisustituido perteneciente al trialdehido presentan
desplazamientos quimicos no equivalentes, y se pueden observar dos sefiales
diferentes (H43 y Hq4). Cabe destacar la sefal de los protones del anillo fenilénico
correspondiente originada desde la porcion de dihidrazona (H¢), que integra por 4H y
es de muy alta intensidad, a 7.55 ppm. También se puede ver la sefial caracteristica
del protén del enlace imina (H;) a 8.22 ppm. Para identificar las sefales de los
protones en a 'y B al N del anillo pridininico del grupo piridinilaldehido libre y del anillo
que forma parte del macrociclo, es imprescindible mirar el valor de la integral de esos
protones, ya que todas las sefales aparecen como los dobletes. De este modo
podemos diferenciar los protones del anillo libre (H47 y H1g), que tienen una integraciéon
de 2H y un mayor apantallamiento, con respecto de los protones del anillo piridinico

que forma el macrociclo, que integran por 4H (Hg y H1g).
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Figura 22. Espectro de "H RMN (D,0, 500 MHz) de MRBf*", con la asignacién numeérica (en
azul, se indican las sefales procedentes del trialdehido y, en rosa, de la dihidrazona)

En este caso es de nuevo imprescindible para corroborar la asignacion
tentativa de Hs la interpretacion del espectro COSY (Figura 23). Se observan cuatro
picos de cruce, originados por el acoplamiento entre los Hs en ay 8 del anillo piridinico
provenientes del dialdehido, a tres enlaces de distancia. Son identificados como la
correlaciéon entre el Hi7 y Hqg (17-18) y la correlacion entre el Hg y Hq (9-10).
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Figura 23. Espectro COSY (D,0, 400 MHz) de MRBf** con las correlaciones entre los
hidrégenos 9-10 y 17-18 indicadas mediante flechas
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Con respecto al espectro de *C RMN y DEPT (Figura 24), se puede reconocer
la sefial caracteristica del C iminico a 140.5 ppm (C-), las sefiales correspondientes a
los C terciarios metilénicos (C3, C41 y Cy5), a la izquierda del espectro, la sefial del C

unido al grupo diol (Cy) y las sefiales de los C cuaternarios, de poca intensidad (C,,

Ci2y Cys).

HO
45 , 89_10 20,
H + 19
AR o
— 12 sz
1N A5 13 15 N 17
9 16
H +
18 N“//\:\>7N‘N/_@N
7 20
17 14 113
8 i 12, | g
6 15
19 ol 18 ‘ 16
il |

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 5t
ppm

Figura 24. Espectro de °C RMN (D,0, 101 MHz) y DEPT de MRBFf**. Las sefiales estan
asignadas a través de numeracion

Para poder asignar las senales de los carbonos, es necesario interpretar los
RMN bidimensionales HSQC y HMBC. En el espectro HSQC de MRBf** (Figura 25),
se pueden ver las correlaciones entre 'H y *C unidos directamente. Asi, se puede
confirmar la identificacion del proton iminico (C7) y los Cs metilénicos (Cz, C11 y Cys),
que se corresponde con las saefales mas apantalladas a la derecha del espectro.
Ademas, se asignan las sefiales de los Cs aromaticos, tanto del anillo piridinico (Co,
C10, C17 ¥y Cyg), de gran intensidad, como de los anillos fenilénicos (C4, C43 y Cy4).
Debido a la complejidad existente, no se pueden asignar algunas sefnales de los Cs,

como las de los Csdel anillo piridinico procedente de la dihidrazona (C4, C4’, C5y Cs).
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Figura 26. Espectro HMBC (D,0, 400/101 MHz) de MRBf®*. Mediante flechas violetas
(protones) y verdes (carbonos) se indican las correlaciones

Por otra parte, el espectro HMBC (Figura 26) nos permite identificar mas C, al

ver las relaciones a 2-3 enlaces de distancia entre los Cs y los Hs. De este modo,
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podemos asignar los Cs cuaternarios de los anillos fenilénicos (C,, C12y C4s5) y los Cs
de los anillos piridinicos provenientes del trialdehido (Cg y C4g), de baja intensidad,

apareciendo mas desapantallada la sefal del C del grupo pirinidilaldehido libre.

Por ultimo, en este caso se estudia para el compuesto el espectro EXSY
(EXchange SpectroscopY), que correlaciona nucleos proximos en el espacio y cuyos
spines interaccionan a través del denominado efecto NOE (Nuclear Overhaliser
Effect), independientemente del nimero de enlaces que haya entre ellos. Asimismo,
este experimento correlaciona nucleos no equivalentes en el espectro pero que se
intercambian a través de algun tipo de equilibrio. De esta manera (Figura 27), en el
espectro se pueden ver los picos de cruce correspondientes a los Hs no equivalentes

de los anillo piridinicos que se encuentran en coalescencia (Hs, Hy', Hsy Hs').
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Figura 27. Espectro EXSY (D,O, 500 MHz) de MRBf**. Se muestran los protones no
equivalentes del anillo piridinico de la dihidrazona

Ademas, se caracteriz6 a MRBf°* mediante HR-ESI-MS (Figura 28). Se
encontraron dos picos de masa exacta del id6n [M]2+ (C46H43N9022+) a m/z 376.6763 y
[M+TFA]2+ (C48H44F3N9042+) a 433.6729 m/Z, calcld. para C55H44F15N9012: 1307.2870.
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Figura 28. Espectro de HR-ESI-MS de MRBf*

3.3. Estudios de complejacion entre el receptor red box y sustratos modelo

En los ultimos afos, dentro del campo de la biomedicina, esta siendo estudiado
el uso de macrociclos tales como la red box como medio de transporte y liberacion
controlada de farmacos. Se investiga para reducir los posibles efectos adversos de los
farmacos, como es la irritacion de la mucosa gastrica debido a la ingesta oral
continuada de medicamentos, sin alterar las propiedades farmacologicas del principio
activo. La mayoria de los farmacos contra el cancer tienen una aplicaciéon limitada en
medicina por ser poco solubles en agua e inestables.”? Hay estudios que muestran que
la internalizacion de farmacos en este tipo de macrociclos podria no solo reducir los
posibles dafios que causan al organismo, sino que se aumentaria su solubilidad,
permeabilidad celular y estabilidad.?® Ademas, se reduce la toxicidad local y sistémica
y pueden ser modificados al afiadir unidades de reconocimiento (ligandos, péptidos,
etc.) para ser dirigirlos a células o moléculas concretas.® El interior de la red box es un
espacio en donde un sustrato de tamafo adecuado puede quedar encapsulado, de tal
forma que se forma un complejo de inclusién mediante distintos tipos de interaccion
receptor-sustrato. Los compuestos aromaticos pueden interaccionar con la nube
electronica de la red box mediante interacciones de tipo m-m con los lados largos
m-deficientes de la red box e interacciones [C—H:----11] con los lados cortos del

macrociclo.?’

En el presente trabajo, se estudia la formacién de dichos complejos haciendo
uso de dos farmacos diferentes: el naproxeno (NAP) y el 8-metoxipsoraleno (8MET)
(Figura 29). El primero es un antiinflamatorio no esteroideo (AIENs) inhibidor de la
sintesis de prostaglandinas, usado para mitigar el dolor, reducir la inflamacién y para
bajar la fiebre en enfermedades tan diversas como la artritis, artrosis, migrafias o

1

esguinces.*’ El segundo es una sustancia quimica fotosensibilizante con efecto

antiinflamatorio, antiproliferativo e inmunosupresor que se utiliza en fotoquimioterapia,
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un procedimiento terapéutico usado para tratar enfermedades como la psoriasis, el
eczema o algunos linfomas cutaneos, en donde se expone al paciente a rayos
ultravioletas A (UVA) y B (UVB) tras la ingestibn o aplicacion cutanea del 8-

metoxipsoraleno.*

O O 0

NAPROXENO X / 8-METOXIPSORALENO

Figura 29. Estructura de los compuestos Naproxeno y 8-Metoxipsoraleno

La reaccion de complejacion se lleva a cabo en agua. A pesar de que ambos
sustratos se disuelven perfectamente en medio organico, la falta de efecto hidrofébico
hace que el equilibrio de intercambio sea rapido y que interaccionen menos entre ellos.
En cambio, en agua, a pesar de que el naproxeno y, especialmente, el 8-
metoxipsoraleno presentan dificultades para disolverse por ser muy lipdfilos, se
favorece la complejacién host-guest por el efecto hidrofobico. Ademas, al preparar una
disolucién con una estequiometria 1:1, nos aseguramos que todo el sustrato que se

solubilice va a complejarse con la red box.
3.3.1. Naproxenocred box (NAPcMRB*")

Mediante el registro de espectros de 'H RMN, se puede llevar a cabo un
estudio cualitativo de la complejacion de los sustratos con la red box en base a los
desplazamientos quimicos inducidos por la complejacién. Asi, en el espectro '"H RMN
de NAPcMRB* (Figura 30) se muestra una comparacion entre las sefiales del
complejo y las de los componentes del equilibrio libres, MRB** y del naproxeno. En
primer lugar, se pueden identificar las sefales del receptor y sustrato dentro del
espectro de la mezcla, observandose en primer lugar un desplazamiento de estos con
respecto a los componentes no asociados. Asi, se puede deducir que ambos
compuestos estan interaccionando, y que el desplazamiento quimico observado se
debe a la complejacion o, dicho de otra forma, al equilibrio receptor-sustrato. Mientras
que el analisis de los desplazamientos de las sefiales propias del macrociclo, que
aparecen tanto a mayores como a menores desplazamientos comparadas con las del
componente libre, las relativas al sustrato complejado nos dan mas informacion. Cabe
destacar aqui, que el alojamiento del naproxeno en el interior del macrociclo ocasiona
que las sefiales de sus Hs se apantallen considerablemente, debido a la introduccién
del substrato m-excedente en una cavidad hidrofébica en la que se establecen

interacciones m-11. También es de destacar que las sefiales correspondientes al
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sustrato aparecen en una situacion cercana a la coalescencia en el espectro,

dificultando su asignacion.

L

S S e e e B e e B e B e B B B e B s B B s o e e e R R
.1 9.0 89 88 87 86 85 84 83 8.2 81 80 79 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54
f1 (ppm)

Figura 30. Espectros de "H RMN (D,0O, 500 MHz) de MRB* (arriba), NAPcMRB* (medio) y
NAP (abajo)

Otro hecho a destacar es referido a las sefales pertenecientes a los Hs del
anillo piridinico de la dihidrazona (Hs4, H4', Hs, Hs'), anteriormente en coalescencia, y
que ahora se resuelven apareciendo como cuatro cuatro dobletes bien definidos. Esto
es debido a que la disposicién del sustrato en el interior del macrociclo dificulta la
rotacién del anillo, ralentizando todavia mas la rotacién impedida del anillo. Asimismo,
se puede observar que la sefal del H en 8 al N del anillo piridinico esta apantallada
(Hg) porque los anillos aromaticos del piridinio son m-excedentes y ceden carga a los

lados largos m-deficientes del macrociclo.
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3.3.2. 8-metoxipsoralenocred box (8METcMRB*")

En el espectro de SMETcMRB*" (Figura 31), se observa, al igual que en el
caso del complejo NAPcCMRB*", como se desplazan las sefiales del sustrato y del
receptor con respecto a las sefiales del receptor libre. Se puede observar también
como algunas sefales del 8-metoxipsoraleno se han apantallado (otras aparecen a
menores 0), mientras que las del macrociclo presentan un comportamiento similar al

ya explicado para NAPcCMRB*".

\\b/
‘\ 0] (0] o
\ S~ Y/ //7
N —= J
~ \N/ \ N
N
=
131

AN
D O S | I W L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 60 59 58 57 56 55 54
f1 (ppm)

Figura 31. Espectros de "H RMN (D,0, 500 MHz) de MRB** (arriba), SMETcMRB** (medio) y
8MET (abajo)
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4. Parte experimental

4.1. Materiales y equipos usados

En el trabajo experimental, se ha hecho uso de reactivos y disolventes
comerciales, empleados sin purificaciéon adicional. Se proporcion6é el compuesto de
partida HH-2Br, que fue sintetizado por el grupo QUIMOLMAT. El agua utilizada es de

calidad miliQ y se obtuvo mediante un equipo Millipore Gradient A10.

Se llevo a cabo el seguimiento de todas las reacciones por cromatografia en capa
fina, haciendo uso de cromatofolios de gel de silice Merck 60 F254 y, como revelador,
radiacion ultravioleta a 254 y 360 nm. El eluyente se escogié en base a las polaridades
de los compuestos a separar, y se utilizd una mezcla de disolventes, “Magic”,
preparada a partir de 600 ml de CH;CN, 150 mL de CH3;0OH, 150 mL de H,O y 5g de
NaCl. Ademas, se utilizo el equipo de ultrasonidos Branson 2510 en caso de necesitar
agitacion para favorecer la disolucion de los compuestos. Cuando se liofilizaron los

productos, se uso un liofilizador Telstar Cryodos -80.

Se realizo6 también el seguimiento de todas las reacciones mediante RMN 'H, para
lo que se empled un espectrometro Bruker Avance 300 (300 MHz). Para la
caracterizacion de los compuestos se usaron los espectrometros Bruker Avance 500 e
Bruker Avance Ill HD 400 (400/500 MHz para 'H y 101/126 MHz para *C) del SAI
(Servicios de Apoyo a la Investigacién) de la UDC. Todos los RMNs se realizaron
utilizando D,O como disolvente y tomando como referencia la sefal del disolvente

protonado.

En la purificacion mediante HPLC semipreparativa en fase reversa se empled un
espectréometro Agilent Technologies1200 y el detector UV registré a 254 y 310 nm. La
columna semipreparativa utilizada fue una Aeris 5 um PEPTIDE XB-C18 100 A (250 x
10 mm) de Phenomenex. Por otra parte, en el analisis por HPLC-MS en fase reversa
se utilizé un espectrémetro Thermo Scientific Ultimate 3000 con detector PDA (Photo-
Diode Array), acoplado a un espectrobmetro de cuadrupolo simple Thermo Scientific
MSQ Plus, y se detecté a 220 y 280 nm.
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4.2. Procesos experimentales

4.2.1. Sintesis de la dihidrazona (HH-2Br)

H
5 N-N
Br /
NHNH, NHNH, NN
N HoNH, X, NaOH
| —oan |l — [ >
N~ A Reflujo 24h N NG A Reflujo 20h A, Reflujo 20h
1 Hal 98% 2 2HCI 3 30% 93% 2 Br-
>¢N\ /C/N+
N —
H
HH-2Br

Se disuelven 5.78 g de 4-cloropiridinahidroclorada (1, 38.5 mmol, 1 eq) en
100 mL de 2-propanol. A esta disolucién blanquecina, se afiaden 37 mL de hidrazina
(2, 0.594 mol, 15 eq, 50 % H,0) y se calienta ebullicién y con agitacién. La disolucién
se vuelve de color amarillo claro una vez afiadida la hidrazina. Se calienta a ebullicion
durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucibn aun conserva un color
amarillento pero se observa la formacion de un precipitado blanquecino en el fondo del
balon. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se realiza una cromatografia en capa
fina para ver si ha acabado la reaccién. A continuacién, se eliminan los restos de
disolvente en el rotavapor y se acaba de secar el producto en el liofilizador (20 horas).
El producto final presenta un aspecto de polvo blanquecino y se obtienen 6.84 g,

siendo el rendimiento del 98 %.

A continuacién, se toman 4.02 g de 4-hidrazinpiridinaclorohidratada (3,
22 mmol, 1 eq) se disuelven en una disoluciéon de NaOH 2M y se agita durante 30 min.
Luego, se realizan 8 extracciones con AcOEt y se seca en el rotavapor hasta que
queda poco volumen, momento en el cual se disuelve en 100 mL de acetona y se
calienta a ebulliciéon durante 20 horas. Pasado ese tiempo, la disolucién presenta un
color anaranjado y se observa un precipitado de color cobrizo, la hidrazona protegida,
de la cual se obtienen 0.98 g, lo que se corresponde con un rendimiento del 30 % en

esta etapa de la reaccion.

Estos 0.98 g de hidrazona (4, 6.57 mmol, 6 eq) se disuelven en 100 mL de
acetona y se afiaden 0.29 g de a,a’-dibromo-p-xileno (5, 1.10 mmol, 1 eq). Se calienta
a ebullicion durante 20 horas. Inicialmente, la disolucién presenta un color anaranjado,
pero a los 15 min ya se observa turbidez y, a los 30 min, empieza a precipitar un solido
blanquecino. Una vez retirado del reflujo y enfriado, se realiza una cromatografia en

capa fina para ver si ha concluido la reaccion. Se filtra a vacio para obtener el sélido
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pulvurulento de color beis oscuro. Se lava dos veces con 20 mL de acetona y dos
veces con 20 mL de éter etilico y se deja secar. Finalmente, se obtienen 0.57 g de

HH-2Br, siendo el rendimiento en esta etapa del 93 %.

RMN "H (400 MHz, D,0) & (ppm): 8.10 (d, J = 7.35 Hz, 4H), 7.35 (s, 4H), 6.97
(d, J = 7.5 Hz, 3H), 5.34 (s, 4H). RMN 3C (101 MHz, D,0) & (ppm): 157.45 (C), 142.9
(CH), 135.22 (C), 129.11 (CH), 107.33 (CH), 60.68 (CH,).

4.2.2. Sintesis del dialdehido (DA-2Br)

2Br- / A
MeCN A
refIUJo 15h
76%
HA-2Br

Se disuelven 0.52 g de a,a’-dibromo-p-xileno (4, 1.96 mmol, 1 eq) en 60 mL de
acetonitrilo y se afiaden 642 pL de 4-piridincarboxialdehido (5, 6.82 mmol, 3.5 eq). Se
calienta a reflujo con agitacion. Transcurridos 30 min, la reaccidbn comienza a mostrar
un color rojizo y se empieza a formar un precipitado. Se deja reaccionar 15 horas, tras
las cuales se filtra el sélido a vacio y se lava 3 veces con 15 mL de acetonitrilo y 3
veces con 15 mL de dietiléter. Se obtiene el producto, sélido pulvurulento amarillento
DA-2Br (710.4 mg, rendimiento del 76 %).

RMN 'H (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.83 (d, J = 6.75 Hz, 4H), 8.07 (d, J =
6.67 Hz, 4H), 7.46 (s, 4H), 6.12 (s, 2H), 5.78 (s, 2H). RMN "*C (126 MHz, D,0) &
(ppm): 160.38 (C), 144.71 (CH), 134.26 (C), 129.98 (CH), 125.59 (CH), 87.47 (CH),
63.59 (CH,).

4.2.3. Sintesis del trialdehido (TA-3Br)

o)
= | H
H 3 Br- N*.
MeCN A o)
refIUJo 18 h “ = H
91% N N* |

6 5 TA-3Br

Para la sintesis del trialdehido (TA-3Br), se pesan 0.74 g de 1,3,5-

tribromometilbenceno (6, 2.07 mmol, 1 eq) y se afaden 1.95 mL de la amino-4-
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piridinilcarboxialdehido (5, 20 mmol, 10 eq). Una vez agitado, se adicionan 25 mL de
acetonitrilo y se pone a calentar a ebullicion. La disolucién presenta a temperatura
ambiente un color amarillo claro y, a medida que se calienta, se va tornando de un
color naranja oscuro casi rojo. Una vez alcanzada la ebullicibn, se observa la
formacion de un precipitado. Se continia el calentamiento durante 18 horas y se

realiza una cromatografia en capa fina para ver el progreso de la reaccion.

Una vez comprobado que la reaccion se ha completado, se filtra a vacio y el
sélido se lava 3 veces con 25 mL de acetonitrilo y 3 veces con 25 mL de éter etilico,
para eliminar los posibles restos del producto sin reaccionar y ayudar a secar el
producto. Al observarse que el producto esta humedo, se lava de nuevo 4 veces con
40 mL de éter etilico y se recoge la parte del producto mas seca. El resto, se seca en
el liofilizador (60 horas aprox). Finalmente, se obtiene en total 1.38 g (91 %) de

producto, TA-3Br (lll), un polvo amarillo ambar.

RMN "H (400 MHz, D,O) & (ppm): 8.82 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 8.07 (d, J = 6.6 Hz,
6H), 7.46 (s, 3H), 6.12 (s, 3H), 5.77 (s, 6H). RMN "*C (101 MHz, D,0) & (ppm): 160.43
(C), 144.69 (CH), 133.94 (C), 130.38 (CH), 125.59 (CH), 87.47 (CH), 63.64 (CH.,).

4.2.4. Ensamblaje y purificacion del macrociclo red box funcionalizado
(MRBf-5TFA)

- HO
o 5TFA

OH
_ o 38r H 1) TFA cat, H,0, 60°C, H —\
NN AT 24h O o
\ / N H \ / / \ . ., — e
- 2) KPFg, H,0, agitacion, N
+ 30 min

— -
NC/>7N\N/ O@N* 3) BugNCI, CH3CN, N@H\N//_@w
2Br o\ =

agitacion, 30 min

HH-2Br TA-3Br 4) Purificacion HPLC MRBF-5TFA

En la reaccion de formacion del macrociclo MRBf-5TFA se disuelven en
150 mL de H,O 0.17 g del trialdehido, TA-3Br (0.226 mmol, 1.5 eq), y 0.08 g de la
dihidrazona, HH-2Br (0.149 mmol, 1 eq), previamente comprobado por 'H RMN que
ambos reactivos se encuentran en proporciéon 1:1, con un pequefio exceso del
trialdehido. A continuacion, se afiaden 1.5 pL de TFA y se calienta con agitacion
durante 18 horas. Luego, una vez enfria a temperatura ambiente, se realiza una
coprecipitacion con KPFg, al afiadir un exceso de esta sal y agitar durante 30 min. Se
observa un cambio de color en la disolucion de amarillo claro a rojo. Se filtra a vacio
para recuperar el sélido rojizo y se hacen 4 lavados con 15 mL de H,O y 3 lavados con
20 mL de éter etilico. Una vez seco, se disuelven en 100 mL de acetonitrilo (se forma

una disolucion de color amarilla), se afade un exceso de BusNCl y se agita a

37



temperatura ambiente durante 30 min. Precipita nuestro macrociclo, MRB-5CI como un
so6lido amarillo claro, que se filtra a vacio y se lava 2 veces con 15 mL de acetonitrilo y
3 veces con 20 mL de éter etilico. De esta forma, se consigue el macrociclo con iones
CI' como contraién, por lo que se puede proceder a su caracterizacidon en medio acuso
(D20). Se pesan 0.32 g de MRBf:5ClI, siendo un rendimiento superior al 200 %, debido

a que hay un gran exceso de BusNCl en el producto.

Para llevar a cabo la purificacion de MRBf-5ClI, se disuelven 101.3 mg en 2 mL
de H,O y 0.8 mL de acetonitrilo. Se filtra la disoluciéon y se afiaden unos mL de TFA,
para asegurarse que el macrociclo esta en la forma acida. Se purifica mediante la
técnica de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) semipreparativa en fase
inversa haciendo uso de una columna C18 y de los eluyentes H,O + 0.1 % TFA y
CH3CN + 0.1 % TFA. Al inicio se inyectaron 20 uL de la muestra, cantidad que se
aumento progresivamente hasta los 120 pL mientras se optimiz6 el método, probando
distintos gradientes de H,O-CH3;CN y modificando los tiempos de las rampas, hasta
conseguir la mejor resolucion de los picos (Tabla 1), en un tiempo razonable. El
tiempo de retencién del compuesto es de 15.6 min (Figura 18). Por ultimo, se liofiliza
el sélido amarillo claro obtenido. Se obtienen 4.8 mg de MRBf-5TFA (rendimiento del
5 %, habia muchas sales en el producto sin purificar). El producto se analiza mediante
HPLC-MS. Se hizo uso de H,O + 0.04 % TFA y CH3;CN + 0.04 % TFA como eluyentes.
El método utilizado en las inyecciones fue 5 % de CH;CN + 0.04 % TFA durante 2 min

y un gradiente de 5—95 % los siguientes 25 min.

Tiempo (min) % H,0 +0.1 % TFA | % CH;CN + 0.1 % TFA
0 90 10
4 90 10
33 35 45
34 5 95
36 95 5
40 95 5

Tabla 1. Gradiente final optimizado utilizado para purificar MRBF*™ por HPLC semipreparativa

RMN "H (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.91 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.75 (d, J = 6.5 Hz,
4H), 8.59 (s ancho, 4H), 8.24 (d, J = 6.4 Hz, 4H), 8.22 (s, 2H), 8.17 (d, J = 6.3 Hz, 2H),
7.94 (s ancho, 4H), 7.74 (s, 2H), 7.71 (s, 1H), 7.64 (s ancho, 1H), 7.56 (s, 4H), 7.22
(s ancho, 4H), 6.20 (s, 1H), 5.89 (s, 2H), 5.79 (s, 4H), 5.54 (s, 4H). HR-ESI-MS (m/z):
calculado para CssHasF15sNgO4,: 1307.2870; encontrado, CueH43sNgO-2": 376.6763 y
CugHaaFaNoO,*": 433.6729
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4.2.5. Ensamble y purificacion del macrociclo red box (MRB-4Br)

1) TFA cat, H,0, 60°C,

— ___ 2Br 24h —
N N i N /—<:/\N+
NC/}N\N/J\ HwN* 2) KPFg, Hy0, agitacion, N@N\N/ \_/

30 min

o

+
=\ H o /= 3) BuyNCI, CH3CN C\>7H @w
8 _ . ; : y
N/\\:/}N\NJ\ H>_<\://\N agitacion, 30 min N_ NG\
2Br 4Br

4) Purificacion HPLC
HH-2Br HA-2Br MRB-4Br

El procedimiento llevado a cabo es el mismo que se ha descrito anteriormente
para la red box funcionalizada, pero se parte de los siguientes bloques de
construccion: la dihidrazona (HH-2Br), compuesto cuya sintesis se describe en el
apartado 4.2.2., y el dialdehido (DA-2Br), sintetizado y proporcionado por el grupo
QUIMOLMAT 5.

En un matraz de fondo redondo de 400 mL, se disuelven en 400 mg de agua
miliQ 0.61 g de la dihidrazona (HH-2Br, 1.082 mmol, 1 eq) y 0.55 g del dialdehido
(DA-2Br, 1.082 mmol, 1 eq). Una vez comprobado que la estequiometria es 1:1 (es
necesario anadir 0.07 g mas de dihidrazona para corregir la estequiometria), se
afiaden 160 pL de TFA. La disolucion obtenida se divide en dos fracciones (200 mL +
200 mL). Tras agitar 24h a T ambiente, se forma un precipitado naranja. Una de esas
partes, se precipita como MRB-4Cl para caracterizar en medio organico, y de la
segunda fraccién, se toman 10 mL de MRB-4Br para, posteriormente, realizar los

ensayos de formacién de los complejos de inclusion.

Para purificar MRB-4Br mediante HPLC semipreparativa en fase reversa, se
disuelven 85 mg en 1.5 mL de H,O y 1.5 mL de acetonitrilo, se filtra y se afiaden unos
mL de TFA. Se vuelve a utilizar una columna C18 y como eluyente H,O + 0.1 % TFAy
CH3;CN + 0.1 % TFA (Tabla 2). Se puede observar un menor numero de picos, debido
a la formacion de menos oligbmeros durante la sintesis. El tiempo de retencion del

compuesto es de 15 min (Figura 17).

Tiempo (min) % H,0 +0.1% TFA | % CH3;CN + 0.1 % TFA
0 90 10
4 90 10
30 40 60
38 5 95
40 95 5

Tabla 2. Gradiente final optimizado utilizado para purificar MRB® por HPLC semipreparativa
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El producto de color amarillo MRB-4Br es liofilizado y se obtienen 36.2 mg,
siendo el rendimiento en la etapa de purificaciéon del 43 %. El producto se analiza
mediante HPLC-MS, utilizando las condiciones descritas para MRBf-5TFA.

RMN "H (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.66 (d, J = 6.6 Hz, 4H), 8.51 (s ancho, 2H),
8.17 (s, 2H), 8.16 (d, J = 6.44 Hz, 4H), 7.88 (s ancho, 2H), 7.63 (s ancho, 2H), 7.52 (s,
4H), 7.44 (s, 4H), 7.14 (s ancho, 2H), 5.73 (s, 4H), 5.45 (s, 4H). RMN "*C (126 MHz,
D,0) & (ppm): 154.59 (C), 150.02 (C), 144.18 (CH), 143.34 (CH), 142.90 (CH), 140.70
(HC=N), 134.94 (C), 134.47 (C), 130.83 (CH), 130.43 (CH), 124.72 (CH), 109.99 (CH),
109.87 (CH), 63.45 (CHy), 61.37 (CH,). HR-ESI-MS (m/z): calculado para CzgH3sNgBry:
923.9756; encontrado, CasHuNg?": 301.1447 y CagH34NgBr*: 681.2055.

4.2.6. Sintesis de los complejos de inclusion. NAPcMRB y SMETcMRB

Los complejos de inclusion se sintetizan en una estequiometria 1:1. Se prepara
una disolucion 1 mM del macrociclo red box, para lo que se disuelven 2.3 mg de
MRB:4Br en 2.5 mL de D,0. Se toman 250 uL de esta disoluciéon y se introducen en
un tubo de RMN, en donde se diluyen con 750 uL de D,O. A continuacién, se afiaden
6.3 mg de naproxeno sélido, siendo la concentracion de NAP de 10 mM, para
asegurarnos que la estequiometria es 1:1. Se disuelve calentando suavemente y
sonicando, hasta que se forma una disolucién de color naranja (aquella parte que se
ha disuelto es porque se ha complejado con el macrociclo). Se analiza el espectro de
RMN "H del complejo NAPcMRB (1:1).

RMN 'H (500 MHz, D,O) & (ppm): 8.80 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.44 (d, J = 7.1 Hz,
2H), 8.27 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.81 (s, 4H), 7.72 (s, 4H), 7.55 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.15
(s, 2H), 6.96 (s, 1H), 6.91 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 6.68 (d, J = 7.3, 2H), 6.39 (s, 1H), 5.69
(s, 4H), 5.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.40 (s, 4H), 5.35 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.88 (m, 1H),
3.44 (s, 3H), 3.26 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 1.24 (d, J = 7.1 Hz, 3H).

En otro tubo de RMN, se repite el mismo procedimiento (misma estequiometria
1:1) pero anadiendo en exceso el 8-metoxipsoraleno, sélido de color lila. En este caso,
como el 8-metoxipsoraleno no es muy soluble en agua, la solubilidad del sustrato la
marca la complejacion. Hay una mayor dificultad para la disolucién del compuesto,
porque es mucho mas hidréfobo que el naproxeno, por lo que es necesario calentar y
sonicar durante mas tiempo. Se estudia el espectro de 'H RMN del complejo
8METcMRB (1:1).
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RMN "H (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.79 (d, 4H), 8.46 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.24 (d,
J=7.1Hz, 2H), 7.75 (s, 4H), 7.69 (d, J = 6.6 Hz, 4H), 7.68 (s, 4H), 7.49 (s, 2H), 7.11
(d, J = 7.3 Hz, 2H), 6.76 (s, 2H), 6.55 (s, 2H), 6.47 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.69 (s, 4H),
5.41 (s, 4H), 3.45 (s, 3H).
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5. Conclusiones

Considerando los objetivos iniciales de hacer uso de la quimica covalente de

iminas para la sintesis supramolecular de macrociclos de interés en biomedicina, y en

base a los resultados de este trabajo, se pueden formular las siguientes conclusiones:

Los bloques de construcciéon DA**, HH* e TA® se sintetizaron mediante
reacciones Sy2 de forma eficaz, siendo los rendimientos obtenidos superiores
al 90 %.

Los macrociclos MRB*" y MRBf** se ensamblaron al formarse un nuevo enlace
imina bajo control cinético, en un tiempo breve.

La purificacion de MRB*" y MRBf°* mediante HPLC semipreparativa en fase
reversa permiti6 obtener los macrociclos puros. El rendimiento de MRB*" fue
bueno, del 43 %, mientras que el de MRBf°* fue muy bajo, del 5 %, por lo que
es necesaria la optimizacién de su sintesis en un futuro.

Todos los compuestos no reportados previamente han sido caracterizados por
'H y *C RMN mono y bidimensional, lo que posibilité la asignacién estructural
de los mismos. Ademas, se confirmoé la formacion de los productos mediante
HR-ESI-MS.

El estudio cualitativo de la formacién de los complexos de inclusion con NAP y
8MET confirma que MRB*" interacciona con estos sustratos, abriendo las
puertas a futuras investigaciones que profundicen en el estudio del potencial de

este macrociclo como vehiculo de farmacos.

Conclusions

Considerando os obxectivos iniciais de facer uso da quimica covalente de

iminas para a sintese supramolecular de macrociclos de interese en biomedicina, e

baseandose nos resultados deste traballo, pédense formular as seguintes conclusiéns:

Os bloques de construccion DA?*, HH* e TA® sintetizaronse mediante
reaccions Sy2 de forma eficaz, sendo os rendementos superiores ao 90 %.

Os macrociclos MRB* e MRBf** ensamblaronse ao formarse un novo enlace
imina baixo control cinético, nun tempo breve.

A purificacion de MRB* e MRBf** mediante HPLC semipreparativa en fase
reversa permitiu obter os macrociclos puros. O rendemento de MRB** foi bo, do
43 %, mentres que o de MRBf* foi moi baixo, do 5 %, polo que é necesaria a

optimizacion da sua sintese nun futuro.
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e Todos os compostos non reportados previamente foron caracterizados por 'H e
*C RMN mono e bidimensional, o que posibilitou a asignacién estrutural dos
mesmos. Ademais, confirmouse a formacién dos produtos mediante HR-ESI-
MS.

e O estudio cualitativo da formacién dos complexos de inclusion con NAP e
8MET confirma que MRB** interactia con estes substratos, abrindo as portas a
futuras investigacions que afonden no estudio do potencial deste macrociclo

como vehiculo de farmacos.

Conclusions

Considering the initial objectives of making use of imine covalent chemistry for the
supramolecular synthesis of macrocycles of interest in biomedicine, and accoridng to

the results of this work, the following conclusions can be stated:

e The building blocks DA?*, HH* e TA®" were synthesized by Sy2 reactions in an
efficient way, being the yields obtained greater than 90 %.

e The MRB* and MRBf** macrocycles were assembled by forming a new imine
bond under kinetic control, in a short period of time.

e The purification of MRB*" and MRBf** by means of semi-preparative reversed-
phase HPLC allowed obtaining the pure macrocycles. The yield of MRB* was
good, 43 %, while that of MRBf* was low, 5 %, therefore it is necessary to
optimize its synthesis in the future.

e All compounds not previously reported have been characterized by one and
two-dimensional 'H and "*C NMR, which enable their structural assignment.
Furthermore, the formation of the products was confirmed by HR-ESI-MS.

e The qualitative study of the formation of inclusion complexes with NAP and
8MET confirms that MRB*" interacts with both substrates, opening doors to
future research that deepens in the study of the potential of this macrocycle as

a drug vehicle.
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Figura 32. Espectro de °C RMN (D,0, 126 MHz) de DA**
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Figura 33. Espectro COSY (D,0, 500 MHz) de DA*
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Figura 34. Espectro HSQC (D,0, 500 e 126 MHz) de DA**
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Figura 35. Espectro HMBC (D,0, 500 e 126 MHz) de DA**
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Figura 36. Espectro de "*C RMN (D,0, 126 MHz) de MRB**
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Figura 37. Espectro COSY (D,0, 500 MHz) de MRB*
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Figura 38. Espectro HSQC (D,0, 500 MHz) de MRB*
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Figura 39. Espectro HVIBC (D,O, 500 MHz) de MRB*
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Figura 40. Espectro NOESY (D,0, 500 MHz) de MRB**
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