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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ACRONIMOS
> minutos
I3C-RMN Resonancia magnética nuclear de carbono
TH-RMN Resonancia magnética nuclear de hidrogeno
CBJ7] Cucurbit[7]urilo
CBJ8] Cucurbit[8]urilo
CB|n] Cucurbiturilos de n unidades de glicourilo
COSY Correlacion espectroscopica
d Doblete
dd Doble doblete
DOSY Espectroscopia de orden difusional
DEPT Mejoramiento sin distorsion por transferencia de polarizacion
eq. Equivalentes
g Gramo
h Horas
J Constante de acoplamiento
HMBC Correlacion de enlace multiple heteronuclear
HR-ESI-MS Espectrometria de masas de alta resolucion con ionizacion por
electrospray.
HSQC Correlacion heteronuclear de cuanto simple
m multiplete
mg Miligramo

mL Mililitro



mM Milimolar

m/z Relacion masa/carga

nm NanOmetro

NOESY Espectroscopia de efecto nuclear Overhauser
q Cuadruplete

RMN Resonancia magnética nuclear

s Singulete

Sn2 Sustitucion nucleofilica bimolecular
t Triplete

ta Temperatura ambiente

TFA Acido trifluoroacético

TFM Trabajo de fin de master

UV-Vis Ultravioleta-Visible

°C Grados centigrados

pL Microlitro

0 Desplazamiento quimico
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RESUMEN

El empleo de moléculas anfifilicas se han establecido como una de las opciones mas
interesantes en la administracion de farmacos y otras moléculas de interés biologico
debido a su capacidad de autoensamblarse en nanocompartimentos (micelas, vesiculas,
etc.) que ayudan a disolver, proteger y distribuir por el organismo estas moléculas. Sin
embargo, su bajo control en la liberacion hace necesario la busqueda de nuevos
compuestos anfifilicos capaces de controlar su agregacion a través de estimulos externos

y por lo tanto regular la liberacion de moléculas de interés.

El presente trabajo de fin de master se centra en la sintesis y caracterizacion de moléculas
anfifilicas que presentan una fraccion de vermellogeno (unidad sintética no tdxica
derivada de los violégenos en los que existe un enlace hidrazona entre ambos anillos de
piridinio) capaz de responder a variaciones en el pH modificando su estructura. Estos
compuestos presentan un elevado interés para el desarrollo de futuras investigaciones, la
respuesta al pH que presentan permite modificar el estado de agregacion y la formacion

de complejos de inclusion con CBJ[7].

Palabras clave: anfifilo, quimica supramolecular, autoensamblaje, quimica receptor-

sustrato, viologeno, vermelldgeno, cucurbit|7]urilo.



ABSTRACT

The use of amphiphilic molecules has been established as one of the most interesting
options in the administration of drugs and other molecules of biological interest due to
their ability to self-assemble into nanocompartments (micelles, vesicles, etc.) that help to
dissolve, protect, and distribute by the organism these molecules. However, its low
release control makes necessary to search for new amphiphilic compounds with the
capacity of controlling their aggregation through external stimuli application, and

therefore, regulating the release of the interest molecule.

This master’s thesis focuses on the synthesis and characterization of amphiphilic
molecules that present a red thread fraction (a non-toxic synthetic unit derived from
viologens in which there is a hydrazone bond between both pyridinium rings) capable of
responding to variations in the pH, modifying its structure. These compounds present a
high interest for the development of future investigations, the response to pH that they
present allows to modify the state of aggregation and the formation of inclusion

complexes with CBJ[7].

Key words: amphiphile, supramolecular chemistry, self-assembly, host-guest chemistry,

viologen, red-thread, cucurbit[7]uril.



1.INTRODUCCION

1.1. Quimica Supramolecular

1.1.1 Fundamentos

La Quimica Supramolecular se define como la interaccion o ensamblaje entre distintas
moléculas mediante fuerzas intermoleculares reversibles, no covalentes, encontrandose
estos sistemas bajo estricto control termodindmico.! La naturaleza de las interacciones no
covalentes es diversa, entre ellas, encontramos enlaces de hidrogeno, fuerzas de Van der
Wals, interaccion 16n-i6n o efecto hidrofobico entre otras. Esta rama de la quimica nace
en la década de los 60, de la mano de Pederson, Lehn y Cram con sus estudios de
complejacion empleando éteres corona,’ criptandos,® y esferandos.* Sin embargo, la
quimica supramolecular no se reduce al empleo de sistemas complejantes. Desde su
aparicion, se ha ido diversificando, pasando por la aparicion de rotaxanos,’ y catenanos,®

hasta la sintesis de las primeras maquinas moleculares,’ capaces de responder a estimulos

y realizar procesos de gran eficiencia y selectividad.

Para lograr el disefio y sintesis de estos sistemas artificiales, es necesario comprender y
manipular las fuerzas intermoleculares que los conforman. El entendimiento de las
interacciones no covalentes permite predecir y modificar el modo de interaccion entre las
distintas moléculas. Esto tiene un papel esencial en su estructura y ensamblaje, asi como
en muchas de las propiedades que presentan (fragilidad, estabilidad, tendencia a

asociarse, selectividad, dindmica, rigidez, etc).’

Estas interacciones no covalentes son de vital importancia en los sistemas biologicos,
siendo la base de muchos procesos como el reconocimiento, el transporte, la regulacion,
la catélisis enzimatica o el reconocimiento antigeno-anticuerpo, entre muchos otros
ejemplos.® Debido a esto, muchos de los sistemas supramoleculares sintetizados hasta la

fecha tienen una fuerte inspiracion en los sistemas bioldgicos.

1.1.2. Quimica receptor sustrato

La quimica receptor-sustrato (Figura 1) se basa en el reconocimiento entre dos o mas
moléculas, donde una de ellas actia como receptor (host) y la otra como sustrato (guest).
El receptor suele ser una molécula grande con una cavidad central, donde se situara el
sustrato, y presenta sitios de union convergentes para maximizar las interacciones con

este.



El sustrato, por su parte, puede ser de tamafio variable en funcidon de la cavidad del
receptor, comprendiendo desde pequenos iones a moléculas complejas. Al contrario que
los receptores, los sustratos van a presentar sitios de union divergentes para interactuar
con el host. Estas interacciones establecidas entre receptor y sustrato son del tipo no
covalente, y requieren de complementariedad geométrica e interaccional para formar el
complejo (principio de doble complementariedad).® Muchos factores intervienen en este
reconocimiento como los estéricos (tamafio y forma), la complementariedad, el area de
contacto o el nimero de interacciones, el factor hidrofobico o la preorganizacion del

receptor.'’

Figura 1. Representacion de un equilibrio de disociacion Host-Guest."!

Desde los comienzos de la quimica supramolecular, se han disefiado, sintetizado y
caracterizado las propiedades que presentan en el reconocimiento molecular una gran
variedad de receptores. De esta manera podemos clasificar los sosts en diferentes familias
como los éteres corona, calixarenos, ciclodextrinas, metalociclos o cucurbiturilos entre
otras. Cada uno de estos receptores presentard caracteristicas propias de solubilidad y
reconocimiento pudiendo complejar diferentes sustratos en funcion del medio en el que

se encuentren. '’

De entre todos los receptores, una de las familias mas interesantes para la formacion de
complejos en medio acuoso, son los Cucurbiturilos (CB[n], n = 5,6,7,8..., Figura 2).
Estos macrociclos estdn formados por n unidades de glicourilo unidas mediante puentes
metilenos, formando una cavidad interna rigida e hidrofébica. En ambas aberturas de la
cavidad, se encuentran los grupos carbonilo de los glicourilos con los que se podran
interaccionar los sustratos. Gracias a estas caracteristicas, estos macrociclos son capaces
de alojar en medio acuoso una amplia diversidad de sustratos en su interior, tanto

catidnicos como neutros, .'?
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Figura 2. Representacion tridimensional de distintos macrociclos CB[n] donde n = 5, 6, 7, 8, 10.12

1.1.3. Autoensamblaje

El autoensamblaje hace referencia a la capacidad de ciertas moléculas para organizarse
de forma espontanea y reversible, generando sistemas supramoleculares ordenados mas
complejos (Figura 3). Esta caracteristica se observa en la propia naturaleza donde se
forman estructuras de funcionalidad compleja a partir de sus monomeros sencillos
(formacion de la doble hélice de ADN, membrana celular, estructura cuaternaria de las
proteinas, etc.)!®. La union espontanea se logra cuando los building blocks (unidades de
construccion) contienen toda la informacion necesaria (tamafio, forma, simetria,
propiedades eléctricas...) para formar de forma selectiva una superestructura concreta.
Una vez mas, son las interacciones no covalentes las que provocan la asociacion bajo
condiciones determinadas. La capacidad de controlar y modificar el autoensamblaje de
los building blocks permiten a estos sistemas actuar como interruptores o maquinas

moleculares.®’

Y
A~

Figura 3. Representacion del autoensamblaje de monémeros en una estructura supramolecular.'



Al tratarse de sistemas dinamicos y reversibles, los compuestos autoensamblados tienen
la capacidad de modificar la agregacion al variar las condiciones externas, de ser capaces
de controlar los factores que influyen en ella, se podrian obtener sistemas capaces de

modificarse en funcion de los estimulos externos que reciban.

El grupo de investigacion en el que se llevd a cabo el presente trabajo presenta una larga
experiencia en el autoensamblaje de receptores metalociclicos basados en ligandos de

monoalquil 4,4 -bipiridina dirigido por centros metéalicos de Pd/Pt(II).">
1.2. Compuestos anfifilicos y supra-anfifilicos

1.2.1. Compuestos anfifilicos

Las moléculas anfifilicas son compuestos que presentan en su estructura dos regiones
definidas: una region hidrofobica apolar y una cabeza hidrofilica polar. Debido a su
naturaleza dual, estas moléculas en medio acuoso van a presentar un comportamiento
caracteristico, la region hidrofobica tendera a minimizar las interacciones con el medio,
quedando hacia el interior del sistema, mientras que la cabeza polar se expondra al medio
maximizando la interaccion con el agua. En funcion del tipo de anfifilo, asi como las
condiciones externas del medio (concentracion, pH, fuerza idnica, etc.), estas moléculas
pueden tender a formar agregados dinamicos autoensamblados. La topologia de estos
agregados puede ser muy diversa y variar en funcion de las caracteristicas del medio. Las
arquitecturas mas habituales son las monocapas, bicapas, micelas, micelas inversas y

vesiculas (Figura 4).!°

Cabeza hidrofilica
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Figura 4. Autoensamblaje de anfifilos en distintas arquitecturas.



Este tipo de agregados supramoleculares presenta un elevado interés biotecnologico,
como se ha demostrado desde la década de los afios 60, en el proceso de encapsulamiento,
proteccion, permeabilizacion celular y administracion efectiva de moléculas de interés
bioldgico (farmacos, genes, proteinas, etc.).!” Mediante el empleo de este tipo de sistemas
como nanotransportadores de farmacos, se consigue solventar una de las principales
problematicas a nivel médico: la baja biodistribuciéon y rapida metabolizacion en el

organismo. 67

1.2.2. Compuestos supra-anfifilicos

A pesar de todas las ventajas que ofrecen los compuestos anfifilicos en el transporte
farmacologico, presentan un gran inconveniente: una difusion inespecifica a través de la
membrana, lo que imposibilita la liberacion regulada.'® Bajo estas premisas, se ha
prestado especial atencion a la busqueda y desarrollo de sistemas capaces de controlar la
liberacion mediante la aplicacion de estimulos externos, siendo la quimica

supramolecular una de las principales areas para su desarrollo.

En la formacion de estructuras supramoleculares capaces de responder a estimulos, los
viologenos (sales disustituidas de N,N’-4,4’-bipiridinio) son una de la familia de
compuestos mas empleadas. Esto es debido principalmente a su facil sintesis y a su
capacidad para responder al potencial eléctrico, reduciéndose de forma reversible;
cualidad muy interesante en la formacion de interruptores (supra)moleculares. Su uso en
sistemas supramoleculares ha sido ampliamente estudiado, ya sea como unidad sintética
en la formacion de macrociclos (Blue Box),!” en la formacion de estructuras

)20,21

supramoleculares autoensambladas (micelas, metalociclos.. o en la realizaciéon de

interruptores y maquinas moleculares.?* 2

La formacion de anfifilos supramoleculares empleando moléculas derivadas del
violdgeno también ha sido estudiada. De entre todos los posibles receptores para formar
anfifilos supramoleculares, la familia de los cucurbiturilos (CB[7,8]) es una de las mas
empleadas para complejar derivados del violégeno. En la interaccion de los CB[7,8] con
los viologenos se establecen interacciones apolares entre la cavidad y los anillos de
piridinio, e interacciones i0n-dipolo entre los carbonilos de los portales y los nitrogenos
cargados positivamente del piridinio. Esta interaccion bimodal da lugar a constantes de

asociacion muy elevadas en agua (en torno a 10*-10°M1).24



La complejacion de los anfifilos puede generar un cambio en las propiedades y en la
arquitectura del agregado supramolecular. En funcién del equilibrio de complejacion
(modo de insercion, estequiometria, tamafio del macrociclo...) se podran modificar las
caracteristicas del autoensamblaje. Existen numerosos estudios que emplean derivados
anfifilicos del violégeno complejados con CBs, formando diferentes estructuras

supramoleculares como polimeros supramoleculares,” micelas o vesiculas.?*?’

Los violdgenos anfifilicos también se han empleado para la construccion de interruptores
moleculares con CBJ[8]. Estos sistemas son capaces de modificar el modo de insercion,
del viologeno a la cadena carbonada, al cambiar las condiciones del medio.?®?’ Tal

capacidad se podria emplear para modificar la agregacion supramolecular.

1.3. De viologenos a vermellogenos

El principal inconveniente que presentan los violégenos, y que reduce su aplicabilidad en
el campo biomédico, es su elevada citotoxicidad. En consecuencia, es necesario la
obtencion de nuevas unidades estructurales no nocivas capaces de responder a estimulos,

manteniendo esas cualidades tan interesantes de los viologenos.

Bajo estas premisas, los vermellogenos, derivados del viologeno que presentan un enlace
hidrazona entre ambos anillos de piridinio, se establecen como una alternativa interesante.
Estos compuestos, obtenidos en base a los estudios de la Red Box,*® han presentado una
citotoxicidad mucho menor que los violdgenos, en base a estudios preliminares.’! Los
vermellogeno exhiben una marcada respuesta al pH, al presentar el hidrogeno acido de la

fraccion de la hidrazona, haciendo posible el desarrollo de interruptores moleculares.

Ademas de esta respuesta al pH, estas unidades sintéticas presentan una serie de ventajas
como son una sintesis sencilla en agua, los elevados rendimientos con los que se obtienen

o la facil funcionalizacion, tanto simétrica como asimétrica de los nitrogenos piridinicos.
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Figura 5. Desarrollo de los vermellogenos (derecha) en base a los estudios previos de la Red Box (izquierda).

Como se ha comentado, existen varios ejemplos de estructuras supramoleculares
formadas por violégenos sustituidos asimétricamente con propiedades anfifilicas,?® sin
embargo, sus andlogos derivados del vermelldgeno no han sido estudiados todavia, siendo

este el centro del presente trabajo.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente TFM se engloba dentro de un proyecto mas general
llevado a cabo dentro del grupo de investigacion QUIMOLMAT-Supra, encaminado al
desarrollo de un nuevo tipo de moléculas anfifilicas derivadas del viologeno, y al estudio

de su agregacion bajo la influencia del pH y la quimica receptor-sustrato.
De esta forma, se presentan como objetivos especificos del presente TFM:

1. Sintesis y caracterizacion estructural de los compuestos Ac>" (Anfifilo Corto) y
AP* (Anfifilo Largo) a través de las técnicas de caracterizacion tipicas en el

campo (Figura 7).

H H
V7
N N7 AN S NN
N N7 NZ Z 3
) ( -
; ).

Ac?* Al

Figura 6. Compuestos anfifilicos Ac>* y AP*.

2. Caracterizacion en medio acuoso del anfifilo Ac¢?>" a pH neutro (7) y basico (11)
mediante RMN mono y bidimensional, DOSY y UV-Vis.
3. Estudio mediante RMN mono y bidimensional de la interaccidn receptor-sustrato

entre el compuesto Ac>" y el receptor molecular CB[7] a pH neutro y bésico.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aspectos Generales

3.1.1. Planificacion Sintética

La sintesis de los Vermellogenos (Figura 8), desarrollada por el propio grupo de
investigacion donde se lleva a cabo este trabajo, consiste en una condensacion a través de
un enlace hidrazona en medio acuoso, empleando una sal de piridina-4-carboxaldehido
alquilada (4%/B) y una sal de 4-hidracinopiridina alquilada (3), bajo catalisis acida. Esta
condensacion se realiza de forma sencilla empleando cantidades estequiométricas, una
sencilla purificacion y un elevado rendimiento. Las etapas realizadas para la obtencion de
los precursores son todas ellas reacciones del tipo Sn2 con elevados rendimientos, estas

etapas se presentan en la Figura 8.

w )Y i
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I X = Ph; Al
Y = PF6, CI

Figura 7. Planificacion sintética de los vermellégenos anfifilicos.

3.1.2. Caracterizacion estructural mediante RMN

La caracterizacion de las moléculas reportadas en el presente trabajo se llevd a cabo
mediante la interpretacion de los espectros de RMN monodimensionales (‘H y *C) y
bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC, NOESY y DOSY). Para realizar la
caracterizacion, primero se intentd asignar las sefiales del espectro de RMN de 'H
mediante su desplazamiento quimico y multiplicidad. Posteriormente, se asignaron las
sefiales del espectro de RMN de '*C por su desplazamiento y tipo de nicleo con ayuda

del DEPT.
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Para comprobar que la asignacion inicial es correcta, y para identificar aquellas sefiales
en las que existe duda, se utilizaron los espectros bidimensionales. ElI COSY
(espectroscopia de correlacion homonuclear) aporta informacion sobre protones
acoplados escalarmente entre si y, en consecuencia, de los hidrégenos que se encuentran
sobre carbonos adyacentes. EI HSQC (Correlacion heteronuclear de cuanto simple)
correlaciona protones directamente unidos a heterontcleos de *C, indicando el carbono
sobre el que se sitiian los distintos hidrégenos. El HMBC (correlacion heteronuclear a
través de multiples enlaces) correlaciona los nucleos de 'H con heteronticleos de '*C
separados entre 2 y 4 enlaces quimicos. Es especialmente util para asignar carbonos
cuaternarios y para completar y comprobar la asignaciéon realizada. EI DOSY
(Espectroscopia de orden difusional) es una técnica empleada para conocer el coeficiente
de difusion que presenta una molécula, da informacion del numero de especies y del radio
hidrodinamico de las mismas. Por tltimo, el NOESY (espectroscopia de efecto nuclear

Overhauser), correlaciona niicleos de 'H proximos en el espacio.®?

3.1.3. Caracterizacion estructural mediante espectrometria de masas

La caracterizacion de las moléculas se complementd mediante la técnica de
espectrometria de masas. Aunque esta técnica ofrece informacion estructural debido a la
fragmentacion de la molécula en iones, en el presente trabajo se utilizo inicamente para
comprobar la formacion de las moléculas finales, comparando la masa molecular obtenida

del espectrometro con la masa esperada para el compuesto.*

3.2. Sintesis y caracterizacion de los compuestos

En este apartado se va a discutir la sintesis de los compuestos a partir de materiales de
partida comerciales, empleando reacciones del tipo Sn2 y la condensacion mediante

enlace hidrazona.

3.2.1. Sintesis y caracterizacion de los building blocks precursores.

La sintesis comenzd con la obtencion de los precursores 3 y 4A/B necesarios para la
condensacion. La sintesis de 3 se llevdo a cabo a partir del clorohidrato de la 4-
cloropiridina comercial y de hidrazina a través de una sustitucion nucleofila. La
obtencion de 3 se realizé en dos etapas. Primeramente, fue necesaria la proteccion del
compuesto 1 como hidrazona para evitar la alquilacion en el nitrogeno de la hidracina y,
a continuacidén, se hizo reaccionar a través de una Sn2 con 1-bromododecano,

obteniéndose el compuesto 3, precursor comun a los anfifilos Ac*" y AP,
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La obtencion del compuesto 3 se confirmoé mediante su espectro de RMN 'H (Figura 34,
Anexos). La caracterizacion de este tipo de compuestos se explicard mas detalladamente

en el apartado 3.2.2.

La sintesis de las sales de piridilaldehido metiladas 4A/B se realizo a través de la
metilacion del piridil-4-carboxaldehido comercial (4A) o de la 4-(4-formilfenil)piridina
(4B), empleando iodometano a temperatura ambiente. De igual forma, la caracterizacién

de estos building blocks se realizd por RMN (Figura 35, 36, Anexos).

3.2.2. Sintesis de los anfifilos Ac*"y AI**

Una vez obtenidos los precursores, se realizé la condensacion de ambas moléculas finales
(Ac*" y AI*', Figura 9). La reaccion tuvo lugar en agua a 65 °C, empleando cantidades
estequiométricas y afiadiendo una cantidad catalitica de TFA (10% molar). La funcién
del TFA es, por una parte, catalizar la hidrélisis de la hidrazona permitiendo el ataque
nucleofilo y, por otra, activar el aldehido, reduciendo la energia de activacion de la
reaccion al promover el ataque de la hidrazina. La purificacion de los productos se realiz6
mediante una metatesis, empleando KPF¢. Al afadir un exceso de la sal al crudo de
reaccion, se logra precipitar los productos como sales de PF¢". De esta forma se obtuvieron
ambos compuestos finales con un rendimiento del 73% para Ac-PFs y del 83% para

Al-PFé.

\N+/
~N
> N
e} I Y I 0 N
I, N | |
N™— HN —N*
| \ // N.
HN” H — N H NH
_ H,0, 65°C, 24h | J H,0,65°C, 24h m
| TFA 10% N" Br TFA 10% =
5 5
APt 58 4 5A Ac?*

Figura 9.Condensacién de AP* y Ac’* a partir de los precursores.
Una vez obtenidos los compuestos, se realizo su caracterizacion en medio organico para
evitar posibles problemas de agregacion debido a su naturaleza anfifilica. La
caracterizacion se llevo a cabo empleando técnicas de RMN de 'H y *C (mono y

bidimensional), DOSY y HR-ESI-MS.
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3.2.3. Caracterizacion de Ac*? en medio organico

En lo referente al espectro de 'H-RMN del compuesto Ac?* en CD;CN (Figura 10), se
pueden asignar facilmente las sefiales pertenecientes a la region alifatica de la molécula.
La senal a, singlete a 3.6 ppm que integra por 3 protones, se corresponde al metilo
terminal unido directamente a la piridina. La sefial 4, que presenta un desplazamiento
similar (4.25 ppm), y es un triplete que integra por 2 protones, se asigna con el CH unido
directamente a la piridina. Al presentar la sefal 4 un punto de cruce en el COSY (Figura
37, Anexos) con la sefial i (2H, quintuplete, 1.87 ppm), podemos identificarla como el
siguiente CH> de la cadena. Los protones de la cadena central (j) aparecen entre 1.36-1.21
ppm como un multiplete. Por tltimo, la sefal k (triplete, 0.88 ppm, 3H) se corresponde al

metilo terminal de la cadena alquilica.

De la region del vermellégeno, encontramos dos de las sefiales mas caracteristicas del
compuesto y que nos indica la formacion del nuevo enlace hidrazona entre 3 y 4A. La
primera sefial (e), que presenta un gran desplazamiento (10.2 ppm, 1H, singlete), se
corresponde con el hidrogeno del NH del grupo hidrazona, el cual acopla espacialmente
en el experimento NOESY con la sefial d a 821 ppm (Figura 37, Anexos)

correspondiente al hidrogeno iminico.

a g h
\N"V | f/f' = N* i
b X /N\N \l (J c H.0
c d H 9
e
a
ok
J
c+g
b |d h
e i
1
h i/ [ h 1

Figura 10.Espectro de RMN de 'H del compuesto Ac**.
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Se esperaria que los protones de la fraccion aromatica del vermellogeno (b, ¢, f, g)
aparecieran como 4 dobletes de 2H. Sin embargo, esto no es lo que se observa. Otra de
las caracteristicas estructurales de los vermellégenos es la rotacion impedida de la
fraccion de la piridina proveniente de la hidracina. Esto se debe a la elevada
deslocalizacion de la carga a lo largo de esta piridina y del enlace Cpy-NH que adquiere
una elevada componente de doble enlace (Figura 11). En consecuencia, los protones de
esta piridina (f' y g) suelen desdoblarse en dos sefales diferentes o aparecer en
coalescencia debido a la rotacion impedida entono al enlace C,y-NH. Para completar la
asignacion, sirve de ayuda saber que, en este tipo de moléculas, las sefiales pertenecientes
a los hidrogenos en a al nitrogeno alquilado de las piridinas aparecen mas desapantallados

que los B, debido a la retirada de carga generada por la carga positiva del N alquilado.

R' R'

/ /
+ +

N
4§/:> S / \
— N=— — N=
NG ! _ — N+
R NC/>*NH R N/\:>*NH

Figura 81. Forma resonante en la que se observa la componente de doble enlace del enlace Cpy-N.

Teniendo esto en cuenta, se puede asignar el resto de las sefales del espectro. La sefial b
(doblete, 7.92 ppm, 2H) se asigna a los protones en a a la fraccion proveniente del piridil
aldehido. La siguiente sefial (doblete aparente, 7.59 ppm, 4H), se corresponde con las
senales de ¢ y g solapadas, esto se observa en el HSQC ya que se obtienen dos puntos de
cruce con carbonos diferente y se identifican a partir del COSY, en el que se observan
puntos de cruce con la sefial b y con la sefal 4. Por tltimo, las senales fy f (2H, 7.18 y
6.52 ppm), que aparecen en coalescencia, se corresponden con los hidrégenos en 3 de la

fraccion de la piridil hidrazina.

El espectro de 1*C del compuesto (Figura 12) se asigna de manera sencilla empleando el
DEPT y los espectros bidimensionales. Habiendo asignado el espectro de 'H se pudo
identificar las sefiales de carbono A4, B, D, F, H, I, J, K mediante los puntos de cruce del
HSQC. Para los carbonos cuaternarios L y M y para asignar las sefiales C 'y G, cuyos
protones se encuentran solapados, se recurrié al HMBC (Figura 39, Anexos). Se pudo
diferenciar L de M por el punto de cruce entre My el protén del NH € o mediante el punto
de cruce de L con los protones b y c¢. La asignacion de C'y G quedo clara al observarse

los puntos de cruce de C con el protén b y de G con el proton e del NH.
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La baja intensidad que presentan las sefiales G y F' (carbono alfa y beta de la piridina
proveniente de la hidrazina) se debe a la coalescencia tipica que presentan este tipo de

compuestos y que se puede apreciar en el espectro de 'H para las sefiales gy f.

A B G H
SN |C FEONT Y
™ L/N\N""\I (J y
C
J
D H K
B
A
M L ‘ |
| |8 F

Figura 12. Espectro de RMN de 3C del compuesto Ac?*.

Por ultimo, se identificd de forma inequivoca el compuesto Ac:2PFs mediante analisis
estructural a través de HR-ESI-MS (Figura 13). En este caso, se encontraron varios picos
relacionados con el compuesto. Asi, el pico de mayor intensidad, con una relacion
masa/carga de 191.1542 se identifica con el compuesto [M-2PF¢]*": Co4H3sN4>" (m/z
(tedrico) = 191.1543). El pico de relacion masa/carga 381.3014, se corresponde con la
relacion calculada para el compuesto desprotonado [M-H-2PFs]": CaH37Ns"™ (m/z

(tedrico) = 381.3013).

soxid 191.1542
100.00%
a0x1c]
g 3oady 381.3014
g 55.04%
E
20x16]
191.6557
26.35% 263.2482
Loxid] — 20.35% 382.3048
 13.52%
0.04 " . . ‘- - 1 L.
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m/z (Da)

Figura 13. Espectro de masas del compuesto Ac:2PFs.
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Con los datos obtenidos mediante RMN y HR-ESI-MS, se pudo concluir
inequivocamente que la molécula obtenida se corresponde del anfifilo Ac:2PF¢ y que la

asignacion por RMN es correcta.

La caracterizacion estructural mediante 'H-RMN de Al-2PFs en CD3CN (Figura 14) es
muy similar a la observada con Ac-2PFs. En la region alifatica se observan las mismas
sefiales variando ligeramente los desplazamientos. La sefial a (singlete, 4.27 ppm, 3H) se
corresponde con el metilo terminal unido directamente a la piridina y j (triplete, 4.25 ppm,
2H), k (quintuplete, 1.87 ppm, 2H), / (multiplete, 1.49 — 1.13 ppm, 18H) y m (triplete,

0.88 ppm, 3H) se corresponden con las sefiales de la cadena carbonada.

En la region aromatica se observa de nuevo el proton del NH muy desapantallado (g,
10.89 ppm, singlete, 1H) y el singlete del hidrogeno iminico (f, 8.46 ppm, singlete, 1H).
La principal diferencia del espectro de AI** con respecto al de Ac** es la sefial de los
hidrogenos del grupo fenilo adicional (d + e), que se encuentra solapada con una de las
sefiales de la piridina, dando un multiplete que aparece entre 8.06 y 7.93 ppm ¢ integra
por SH. Las senales de las piridinas se asignan de nuevo empleando los espectros
bidimensionales COSY (Figura 40, Anexos) y NOESY (Figura 43, Anexos), asignando
b (8.63, doblete, 2H) y ¢ (8.27, doblete, 2H) con las sefiales a. y  de la piridina unida al
fenilo. Las sefiales de la otra piridina aparecen desdobladas por la rotacion impedida i
(8.11 ppm, doblete, 1H), i’ (8.06- 7.93 ppm, multiplete, 1 H) 4 (7.71 ppm, doblete, 1H) y
h’ (7.30 ppm, doblete, 1H) siendo las o las que aparecen a un mayor desplazamiento(i/i’).
‘ 1
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H del compuesto AP”.
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El espectro de '*C (Figura 15) se asignd con ayuda del DEPT y los espectros
bidimensionales al igual que se hizo para el caso de Ac*". Conociendo la asignacion del
'"H-RMN se pudo asignar todas las sefiales con la ayuda de los experimentos HSQC y
HMBC (Figura 41 y 42, Anexos) siguiendo el mismo procedimiento de elucidacion

empleado con Ac**.

T - - T - T . - - T - T - T - . ’ - - T - T - T \
120 110 100 2 70 60 s0 40 30 20 10 0

Figura 15. Espectro de RMN de 3C del compuesto Ac**.

Por ultimo, la caracterizacion estructural por RMN del compuesto Al-2PFs en medio
organico, se complementd con el estudio de la muestra mediante HR-ESI-MS
(Figura 16). Como ocurria en el caso de Ac:2PFs, se encontraron varios picos
relacionados con el compuesto. El pico mas intenso, de relacion masa/carga de 229.1700
se corresponde a la molécula [M-2PF¢]*": C3oHa2N4*" (m/z (tedrico) = 229.1699). El
siguiente pico en intensidad, con una relacién masa/carga de 457.3329 se identifica con

el compuesto desprotonado [M-H-2PFs]" C30H41N4" (m/z (tedrico) = 457.3326).
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Figura 16. Espectro de masas del compuesto Al-2PFs.

A partir de los datos obtenidos mediante RMN y HR-ESI-MS, podemos afirmar
inequivocamente que la molécula obtenida se trata del anfifilo AI** y que la asignacion

por RMN es correcta.

3.3.3. Caracterizacion de Ac?** en medio acuoso

Una vez caracterizados ambos anfifilos en medio organico, nos centramos en el estudio
de Ac¢®" en medio acuoso. Como ya se explico en la introduccién, los vermelldgenos
presentan una marcada respuesta al pH debido al protéon 4cido del NH con un pKa del
orden de 9).°° Esta desprotonacion genera un cambio en la carga neta de la molécula,
pasando de una carga 2+ a 1+. Este cambio puede ser determinante en el modo de
agregacion del anfifilo, como se ha visto con otros compuestos anfifilicos dependientes
del pH.** Con todo ello, la caracterizacién y los diferentes estudios en medio acuoso de
Ac-2Cl se realizaron en medio tamponado a pH 7 y 11 (tampdn fosfato 50 mM), para

asegurar la presencia de la forma protonada Ac** y desprotonada A¢” del anfifilo.

Este hecho se comprobo realizando el espectro de absorcion UV-Vis para cada una de las
condiciones de pH (Figura 17). En el caso del espectro a pH 7, se observé tinicamente la
banda de absorcion del compuesto protonado, que presenta un maximo a 373 nm.*’ Para
lamolécula a pH 11 encontramos la banda con un maximo a 465 nm, debida al compuesto
desprotonado.? De esta forma podemos confirmar que a los pH de trabajo tenemos el

compuesto en el estado de protonacion deseado.
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Figura 17. Espectros de absorcion UV-Vis de Ac®* (izquierda) y su base conjugada Ac*(derecha).

A una concentracion de 1 mM, el espectro de RMN de 'H en D,0O del compuesto a pD =
7 (Figura 18) es similar al obtenido en medio organico. La region alifatica sigue el mismo
patron que en medio organico, modificando unicamente los desplazamientos de las
senales. Por otra parte, en la region aromatica se observan claramente las sefiales
provenientes del pirdilaldehido, & (8.74 ppm, doblete, 2H) y ¢ (8.31 — 8.28, multiplete
3H), estando esta ultima solapada con la sefal del protéon iminico d (8.31 — 8.38,
multiplete 3H). Las sefiales provenientes de la piridilhidrazina se encuentran en
coalescencia debido a la rotacién impedida del enlace Cpy-NH, provocando que las
senales de los protones en o al nitrogeno (g, 8.38 — 8.31, multiplete, 1.4H) aparezcan
ensanchadas y no integren correctamente; mientras que los protones en posicion 3
f(7.97—7.81, multiplete, 0.1H) y £°(7.27 — 7.13, multiplete, 0.1H), son extremadamente
poco intensas. Aun siendo poco intensas, se pudieron identificar como fy f al observar

los puntos de cruce esperados en el NOESY (ANEXOS Figura 44).
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H del compuesto Ac’*en medio acuoso a pD = 7.
Para el espectro de '"H-RMN de Ac¢" a una concentraciéon de 1 mM en pD = 11 (Figura
19), se observo que las sefiales son mas anchas y menos intensas a las observadas a

pD = 7. Esto se debe a la menor solubilidad que presenta el anfifilo Ac", posiblemente

causado por la presencia de agregados bajo esta condicion de pH.

En cuanto a los desplazamientos, las sefiales alquilicas son muy similares a las obtenidas
para el espectro a pD = 7, si bien, los desplazamientos varian ligeramente. En la regién
aromatica se observan las 4 senales de la fraccion de piridil hidrazina: los protones en o
al nitrogeno, g (7.54, singlete aparente, 1H) y g’ (7.30, singlete aparente, 1H), y los B, f
(7.23, singlete aparente, 1H) y f” (6.46, singlete aparente, 1H). Estos protones aparecen
como 4 sefales debido a un mayor impedimento de la rotacion, causado por la
desprotonacion del grupo NH que provoca una mayor deslocalizacion de carga e impide
la rotacion de la piridina entorno al enlace Cpy-N". Las dos sefiales restantes son las de los
protones en o al piridil aldehido, b (8.38 ppm, doblete, 2H), y las sefales de los
hidrogenos B (¢) e iminico (d) que aparecen solapados (7.91- 7.83, multiplete, 3 H).
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H del compuesto Ac’*en medio acuoso a pD = 11.

Una vez identificadas las sefiales en medio acuoso fijando el pH en las dos condiciones

de interés, se estudié6 mediante el experimento NOESY la disposicion de la cadena

carbonada en el espacio. Esta puede permanecer estirada, plegada sobre si misma en

multiples conformaciones o situarse a lo largo de la fraccion aromatica debido a su

naturaleza flexible (Figura 20).

Figura 20. Conformaciones posibles de la cadena carbonada: doblada en forma de U a lo largo de la unidad

aromadtica (A), estirada (B) o plegada en multiples conformaciones (C).

En el NOESY del compuesto a pD = 7 (Figura 21), los nicos puntos de cruce que se

observan entre los hidrégenos de la cadena carbonada y la fraccion del vermellogeno son

con los hidrogenos en a a la piridina proxima a la cadena, como era de esperar por su

proximidad en el espacio.
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Figura 21. NOESY del compuesto Ac**en medio acuoso a pD = 7.

En cambio, en el NOESY de Ac?>" a pD = 11 (Figura 22), se observan una gran cantidad
de puntos de cruce entre la fraccion aromatica y la cadena carbonada, asi como entre las
propias sefiales de la region aromadtica. Estos puntos de cruce parecen indicar la existencia
de un agregado dindmico en el que existe acoplamiento espacial entre fracciones

aromaticas de las distintas moléculas.
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Figura 22. NOESY del compuesto Ac’*en medio acuoso a pD = 11.
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Al no haber obtenido una informacion concisa sobre la colocacion de la cadena, se recurre
al uso de calculos computacional para encontrar las geometrias mas probables de la

molécula protonada y desprotonada.

De esta forma, se realiz6 el estudio computacional buscando los posibles conférmeros del
anfifilo en agua a 298.15K, encontrando un total de 1474 conférmeros para Ac*"y 2117
para Ac’, en ambos casos accesibles a temperatura ambiente en una ventana de 6
kcal/mol. Al encontrar una cantidad tan elevada de conformaciones, se refinaron los
calculos empleando métodos cada vez mas costosos computacionalmente, hasta obtener
35 conformeros para Ac*"y 14 para Ac’". En ambos casos, todas las conformaciones mas
probables se encuentran con la cadena plegada a lo largo de la fraccién aromatica (Figura
20A), estructura que minimiza la exposicion al disolvente. De entre todas estas
posibilidades para Ac**, se encontrd un inico conférmero con una poblacion superior al
10% (ConfA, Figura 23). En el caso de Ac" el conjunto estructural final muestra una
menor diversidad, con dos estructuras representando en torno al 70% de la distribucion

de Boltzman (ConfA’ ConfB’ Figura 23).

Ac?* Ac* Ac*¥
confA confA’ confB’

Figura 23.Conférmeros mds poblados en agua a T = 298.15K para Ac*" y su base conjugada Ac*.

Tras establecer la posicion espacial de la cadena y con el fin de completar los estudios de
Ac** en medio acuoso, se realizaron experimentos DOSY de la molécula bajo las dos

condiciones de pH estudiadas, para observar coémo varia la difusion.

Para la molécula a pH = 7 (Figura 24) se observa un unico coeficiente de difusion, lo que
nos indica que tenemos una unica especie en el medio, tal y como se esperaba. El

coeficiente de difusion de la molécula a pH neutro es de 3.47-10° cm?/s.
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Figura 24. DOSY del compuesto Ac*>*en medio acuoso a pD = 7.

El DOSY de la molécula a pH = 11 (Figura 25) muestra de nuevo un Unico coeficiente

de difusion, siendo de 9.002-107 cm?/s.
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Figura 25. DOSY del compuesto Ac**en medio acuoso a pD = 11.

La difusion obtenida a pH 11 es medio orden de magnitud menor a la que presenta a
pH 7, esto implica que la molécula desprotonada difunde de una forma mas lenta. Al
tratarse de la misma molécula, la razon de su diferente difusion es la modificacion en el
radio hidrodinamico que presentan. Teniendo en cuenta la naturaleza del compuesto y las
evidencias anteriormente descritas, es probable que a la concentracion de trabajo (1 mM)
se encuentre formando agregados a pH 11 mientras que, a pH 7 la concentracion minima
de agregacion sea superior.
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Como dato adicional para apoyar esta hipotesis, se calculd la difusion esperada para el
compuesto Ac, en su conformacion plegada, en D>O empleando la ecuacion de Stokes
Einstein con una correccion geométrica (Figura 26), aproximando la molécula a un
elipsoide prolato.>>* Los valores tomados para los radios de la molécula fueron obtenidos
a partir de calculos computacionales de optimizaciébn goemétrica, comentados
anteriormente. Obteniendo un valor de 7.91 A de radio largo (a) y de 3.68 A de radio

corto (b), estos valores son los mismos para Ac>"y para Ac”.

Ecuacion Stokes-Einstein corregida Para un elipsoide prolato
N 6muURf a = radio mayor b = radio menor
D = Coeficiente de difusién _ PAVPE-1
K, = constante de Boltzmann In ( P+V/P2—1

T = temperatura

u = viscosidad del medio P=a/b

Figura 26. Ecuaciones empleadas en el calculo de la difusion tedrica.

Tomando el valor de viscosidad del D20 a 298K (1.232-107 P-5)*>*¢ se obtiene un valor
teorico de difusion de 3.44-10° cm?/s, muy similar al obtenido en el DOSY para el
compuesto a pH 7, teniendo en cuenta que estamos realizando aproximaciones con errores
asociados. Esta similitud apoya la hipotesis de que Ae?" al encontrarse protonado a una
concentracion de 1 mM difunde como una molécula discreta mientras que la difusion que
presenta a esa misma concentracion al encontrarse desprotonado es mucho menor y no se

asemeja a la esperada, por lo que es probable que se encuentre formando agregados.

3.4. Estudio de la formacion de complejos supramoleculares entre el

compuesto anfifilico Ac*" y el macrociclo CB[7] mediante RMN,

3.4.1. Aspectos generales:
El estudio de la interaccion entre el compuesto Ac®” y el macrociclo comercial CB[7] se

realiz6 de forma cualitativa mediante experimentos de RMN de 'H, DOSY y NOESY.

En general, la informacion que se puede obtener en el estudio de procesos de equilibrio
estd relacionada con la velocidad de intercambio entre componentes en la escala de
tiempo de la técnica. En el caso del RMN tendriamos dos situaciones extremas: el
equilibrio rapido, donde se observan las sefiales promedio de las distintas especies (en

este caso sustrato libre, receptor y complejo); y el equilibrio lento, en el que se observan

26



las sefiales asociadas a cada especie del equilibrio. En caso de tener una situacion
intermedia en la escala de tiempos de la técnica, se observa una situacion de coalescencia,
en donde las sefiales aparecen mas o menos resueltas en funcion de la temperatura (u otro
factor que afecte a la velocidad del proceso) y de la distancia en Hz entre las sefiales que
se intercambian. Por lo general, mediante los estudios de complejacion por RMN se puede
obtener distinta informacion: 1) desplazamientos quimicos relativos de las especies
complejadas respecto a los de las especies libres, que pueden indicar no solo si se ha
producido la complejacion de forma cualitativa, sino también en la determinacion de la
constante termodinamica para el proceso. 2) estequiometria de los procesos,
permitiéndonos observar, por ejemplo, si se forman estructuras de tipo [2]- o
[3]pseudorotaxano (estequiometrias 1:1 o 1:2,). 3) modo de insercion, que estaria
referido a la disposicion relativa del sustrato Ac>” con respecto a la cavidad del receptor
CBJ7], como se ha comentado en la introduccion, este tipo de moléculas pueden ser

complejadas tanto en la fraccion del pseudoviolégeno como en la cadena carbonada.

Otra técnica de RMN de gran utilidad para estudiar estos procesos dinamicos de
complejacion es el DOSY. Si el receptor y el sustrato el forman un complejo de inclusion
se observara un unico coeficiente de difusion, mientras que si no es asi se observaran dos,
correspondientes a las especies libres. Finalmente, el COSY y NOESY nos sirve de ayuda

para identificar el desplazamiento de las sefiales en caso de duda.

3.4.2. Complejo de inclusiéon Ac**cCB[7] a pD =7.

Como se ha comentado en el apartado 3.4.1, al formarse un complejo supramolecular del
tipo Host-Guest, el sustrato va a experimentar una modificacion de los desplazamientos
quimicos en RMN al encontrarse en el interior de la cavidad. Esta variacion en los

desplazamientos aporta una gran cantidad de informacién del modo de complejacion.

Al comparar los espectros de RMN 'H de Ac?>" a pH 7 con distintas cantidades de CB[7]
(0, 0.5, 1, 2 y 3 equivalentes, Figura 27) podemos ver como la adicion del macrociclo

afecta a las senales.

Con la adicion de 0.5 y 1 equivalentes de CB[7], se observa que las sefiales de la region
alifatica del sustrato no sufren ningiin cambio en su desplazamiento quimico, mientras
que en la regién aromatica se observa un cambio en las sefales, que entran en

coalescencia.
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Esto nos indica que, con 0.5 y 1 equivalentes del macrociclo, el equilibrio tendra una
velocidad intermedia en la escala de tiempos de RMN y que la complejacion va a ocurrir

principalmente a nivel de la unidad del vermellégeno.

|| ACT:CB[7] 13

Al
» WV
e IL‘\\ _MJVYY

Ac> :CB[7] 12

Ac¥ :CB[7] 1:1

Ac¥ :CB[7] 2:1

[ e fq‘VU Ac®

5.0 45
2 (pom)

Figura 9. Comparacion de espectros de RMN de 'H para el complejo Ac?>* cCB[7] a pD = 7 con distintos
equivalentes de macrociclo.

Al anadir el segundo y tercer equivalentes de cucurbiturilo, las sefiales en coalescencia
de la region aromadtica se resuelven mientras que en la zona alifatica se modifican los
desplazamientos, efecto mas acusado en la zona media y terminal de la cadena. Esta
variacion en los desplazamientos puede ser debida a la inclusién de un nico CB[7] en
equilibrio rapido entre la regién aromatica y alquilica de Ac** o a la inclusién de un

segundo CB[7] para formar un [3]pseudorotaxano.

Con los espectros obtenidos para las diferentes relaciones de receptor/sustrato, no es
posible seguir el desplazamiento quimico de las sefiales del sustrato. Con el fin de
establecer los desplazamientos de Ac?*, se estudian las sefiales de '"H RMN para las
relaciones receptor/sustrato 1:1 y 1:2, empleando experimentos complementarios como

el temperatura variable, el NOESY o el ROESY.

En el caso de la relacion receptor/sustrato 1:1, se realizé un experimento de '"H-RMN a
temperatura variable (25°C — 95°C) con el fin de observar la salida de la coalescencia de

las sefiales aromaticas de Ac** al aumentar la temperatura (Figura 28).
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De esta forma, vemos que, al aumentar la temperatura, se produce la salida de la
coalescencia de la sefial c+d+f (7.43 ppm). Ademas, mediante la integracion de las
sefiales se confirma que el proton iminico se encuentra solapado en esta region.

g h
), (:
b X /N\N_ X8 <J c
d f’ 9

d

Cc
. g+b crd+f u h
95°C L | 0
85°C L WL .l
75°C L | L ||
0 | |
65°C L 1| T
{
o \ l
55°C [ | ! I
|
45°C Jk\ \ I\ M MWMM.JUJ vvvvv /JA‘LNJ‘LMMW.
35°C B ,Lt L \‘ A HMJL ,,,,,,,,
25°C | U JU L M

60 55
1 (ppm)

Figura 108. Experimento 1H RMN a temperatura variable de 25-95°C con incremento de 10°C para el complejo
AP cCB[7](1:1) apD = 7.

Una vez observada la salida de la coalescencia, se realizo un experimento NOESY a 368K
(Figura 29), temperatura a la cual las sefiales estan resueltas. Se encuentran dos puntos
de cruce claves para asignar las sefales. 1 indica el acoplamiento entre la primera sefial
(8.40 ppm) con el metilo terminal (a), el punto de cruce 2 se debe al acoplamiento entre
esta misma sefal y el primer CH> de la cadena (%). De esta forma podemos saber que la
sefial a 8.40 ppm se debe a los dos juegos de protones en a a los nitrégenos piridinicos (g
y b). Una vez identificada esta primera sefial, por la integracion de la siguiente (7.53 ppm)

sabemos que es debida a los protones en B a los nitrogenos y al iminico solapados (c, d 'y

b))

En la primera sefial (8.40 ppm) se han podido identificar los NOE con el metilo terminal
(a) y con el primer CH> de la cadena (4) indicandonos que en esta se corresponde con los

protones g, b solapados. Siendo la siguiente sefial (7.53) debida a los protones ¢, d y f.
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Figura 11. NOESY del complejo Ac?* cCB[7](1:1) apD = 7.

Una vez asignadas las sefales para el complejo 1:1, podemos ver que las senales que
experimentan un mayor apantallamiento y que, por lo tanto, se encuentran en el interior
de la cavidad del macrociclo, son los protones provenientes de la fraccion del aldehido
(b, ¢), el protoén iminico (d) y las sefiales en beta a la hidrazinilpiridina (f). El estudio del
complejo Ac**CB[7](1:1) indica que el macrociclo se va a situar preferentemente sobre
la fraccion aromatica, interaccionando en mayor medida con la regidon proveniente del

piridilaldehido.

Una vez identificado el desplazamiento de las sefiales con 1 eq. de macrociclo, se estudia
el desplazamiento para el complejo de inclusion con 2 eq. de CB[7]. Para ello, se realiza

el ROESY para esta relacion receptor/sustrato (Figura 30).

Al estudiar los puntos de cruce obtenidos, podemos identificar la primera sefial (8.53 ppm,
doblete, 2H) como los protones en a al nitrogeno de la piridil hidrazina (g) ya que dan un
NOE con el primer CH> de la cadena. La segunda senal (8.18 ppm, doblete, 2H) presenta
un NOE con el metilo unido a la piridina, lo que nos indica que se corresponde con los
protones en o de la fraccion proveniente del piridil aldehido (b). La pequefia sefial
(7.62 — 7.46 ppm, multiplete, 0.8H) se asignan los protones B de la piridil hidrazina (f),

que presentan la coalescencia caracteristica y, la TUltima sefial aromaética
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(7.32 — 7.20 ppm, multiplete, 3H) se debe al solapamiento del protén iminico (d) con los
protones en f al piridil aldehido (c).

2 1
N V)
\N+/ | N
X /N‘N’ X J (
9

DR T I ¥

.l

Figura 3012. ROESY del complejo Ac** cCB[7](1:2) apD = 7.

Al identificar las sefiales para el equilibrio entre el sustrato y 2 equivalentes del receptor,
se establece la modificacion de todas las sefiales de la fraccion del vermellogeno (Figura
31). Al pasar de 1 a 2 equivalentes de receptor, se aprecia como las sefiales provenientes
de la piridil hidrazina (b, c¢) y del protén iminico (d) se apantallan todavia mas al afadir
este segundo equivalente. Por el contrario, las sefiales provenientes de la piridil hidrazina

(f, ), se desapantallan con respecto a espectro para una relacion 1:1.

De esta forma, podemos saber que el macrociclo va a situarse sobre la fraccion aromatica,
incluyendo preferentemente en el interior de la cavidad el protéon iminico y los protones
provenientes del piridil aldehido y estableciendo interacciones entre la fraccion de piridil

hidrazina y los carbonilos de los portales del receptor.

Como se observa en la region alifatica, existe un apantallamiento de las sefiales al afiadir
el segundo equivalente de CB[7], lo que nos indica que podria existir un segundo
equilibrio host-guest en el que el macrociclo incorpora la cadena en su interior. Para poder
determinarlo habria que realizar mas experimentos, como por ejemplo una valoracion

para poder determinar la estequiometria del equilibrio de asociacion.
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Figura 31. Comparacion de espectros de RMN de 'H para el complejo Ac>* cCB[7] a pD = 7 con distintos
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equivalentes de macrociclo. Se muestran los desplazamientos marcados.

Una vez caracterizados los complejos de inclusion, se realizaron los DOSY del complejo

para 1y 3 equivalentes de macrociclo (Figura 32) para observar si existe una disminucion

de la difusion por la inclusion de un segundo CBJ[7]. Se obtiene un coeficiente de difusion

de 2.59-10° para el complejo formado con 1 equivalente de CB[7]. El coeficiente de

difusion obtenido para el complejo con 3 equivalentes de CB[7] es de 2.45-10°°.

Ac*cCBJ7] 1:1

N JWJL_JJJUJ ,_-LﬁJLJJ_

D =2.59-10cm?s.

—_

Ac**cCB[7] 13
s ¥ |

]

D=2.45-10%cm?/s.

Figura 32. DOSY para el complejo Ac** cCB[7] 1:1 a pD = 7 (izquierda) y DOSY con para el complejo
Ac**cCB[7] 1:3 a pD = 7 (derecha).
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Cabe esperar que si se forma un complejo 1:2, en el que dos unidades de CB[7]
interaccionen simultaneamente con Ac>*, la difusion sea sustancialmente menor. Sin
embargo, no es lo que ocurre en este caso. La difusion similar parece indicar que podria
existir un equilibrio entre los dos modos de insercion, donde el macrociclo interacciona

con la unidad aromatica y alquilica en equilibrio rapido.

3.4.3. Complejo de inclusion Ac**cCB[7] a pD = 11.

En el estudio de la complejacion del anfifilo a pH = 11 con el macrociclo CB[7] a distintos
equivalentes (Figura 33) se observa una tendencia diferente. Al contrario que en el caso
anterior, la region aromadtica practicamente no se desplaza. A partir de la adicion del
segundo equivalente del macrociclo parecen modificarse los desplazamientos de la

cadena alquilica, aunque de una forma muy ligera.
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Figura 33. Comparacioén de espectros de RMN de 'H para el complejo Ac*cCB[7] a pD = 11 con distintos
equivalentes de macrociclo.

A la vista de los espectros obtenidos, no se puede confirmar una interaccion entre el
macrociclo CB[7] y el compuesto Ac¢" desprotonado. De existir interaccion, esta seria
mucho menor a la observada en el caso del compuesto protonado, pudiendo emplearse

esta caracteristica para provocar la complejacion/descomplejacion por efecto del pH.
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4. APARTADO EXPERIMENTAL

4.1. General

Todos los reactivos comerciales fueron utilizados sin realizar una purificacion adicional.
El agua utilizada en sintesis y elaboraciones es de calidad Milli-Q, obtenida a partir de un

aparato Millipore Gradient A10.

El seguimiento de todas las reacciones en disolucion se realizé mediante cromatografia
de capa fina, utilizando cromatofolios de gel de silice Merck 60 F254 y empleando
radiacion ultravioleta (254 y 360 nm) para el revelado. Como mezcla eluyente en las
cromatografias se empled una mezcla polar de disolventes (H2O, MeCN, MeOH) con

NaCl.

La comprobacién de la formacion del producto, asi como de la ausencia de reactivos de
partida tras la elaboracion se realizo mediante RMN de 'H empleando un espectrometro
Bruker Avance 300 (300 MHz). La caracterizacion de los productos se lleva a cabo
mediante un espectrometro Bruker Avance 500 (500 MHz para 'Hy 125 MHz para '*C).
Para la preparacion de las muestras de RMN se utilizaron disolventes deuterados (D20,

CDsCN) utilizando la sefial residual del disolvente protonado como sefial de referencia.

Para la obtencion de la masa de los productos se empled un espectrometro Applied
Biosystems QSTAR Elite con analizador hibrido LC-Q-q-TOF para ESI de baja y alta

resolucion.
Los espectros de UV-Vis fueron registrados en un equipo Jasco V-650 spectrometer.

Para medir el pH de las disoluciones se empleé un pH-metro Fisher Scientific accumet

AE150.
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4.2. Sintesis

4.2.1. Sintesis de la piridil hidrazina precursora 3:

Sintesis del intermedio 1.

_NH
o] HN™ 2
X Propanol X
| _ * H2N/NH2 op - |
—
N 64% 125°C, 24h N
HCI HCI
4-Clorhidrato Hidrato de 1
de cloropiridina hidrazina

En un balon de reaccion Se disolvieron 8.24 mg de hidrocloruro de 4-clorhidrato de
cloropiridina (54.9 mmol, 1 eq.) en 150 mL de 1-propanol y se anadieron 17,1 mL de
hidrato de hidrazina (549 mmol, 10 eq.). El crudo se dej6 reaccionar a 125°C. Tras 24h la

reaccion se rota a sequedad obteniendo 1 (14 g, 140%) de un aceite amarillo hidratado.
TH-RMN (300 MHz, D,0) & (ppm): 7.95 (d, J= 6.3 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 6.3 Hz, 2H).

Sintesis del precursor 3.

_NH
HN O 2

| —'»ijBr% ﬁj

AN 1) NaOH/Ext

N/ 2) Acetona N Acetona
65°C, 30' 65°C 24h
HCI ! < )
6
1 2 1-Bromododecano 3

Se disuelven 2.02 gde 1 (11,1 mmol, 1 eq.) en 70 mL de una disolucion de NaOH 3M y
se deja agitar durante 45°. Pasado este tiempo se realizan 8 extracciones con 50 mL de
AcOEt para liberar la piridil hidrazina, la fase organica se seca y rota obteniendo 0.9226
g del compuesto 2 (76%). El total del compuesto obtenido (2, 8.46 mmol, 1eq) se disuelve
en 60 mL de acetona y se deja en agitacion durante 30’ a 65°C con el fin de proteger la
hidrazina. Una vez trascurrida la media hora se afiaden 3.6 mL de 1-bromododecano (12.7
mmol, 1.5 eq.) sobre la disolucion de acetona la cual obtiene un color ocre. Se deja
reaccionar durante 24h a 65°C. Una vez transcurrida la reaccion se lleva el crudo a
sequedad, se disuelve en 20 mL de acetonitrilo y se lava con 4 x 50 mL de hexano. Por
RMN se ve el compuesto esperado, se rota y seca obteniendo 2.36 g de 3 (69%), un aceite

r0jO 0SCUro.
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IH-RMN (500 MHz, CD3CN) § (ppm): 10.44 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.7, 7.3 Hz, 2H), 7.54
(d, J= 6.4 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 3.96 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.00 (s, 3H), 1.93
(s, 3H), 1.73 — 1.62 (m, 2H), 1.20 — 1.08 (m, 18H), 0.75 (t, J = 6.5 Hz, 3H).

4.2.2 Sintesis de los piridil aldehidos precursores 4A y 4B:

— O CH;CN = O
N + IMe > —
7\ ta, 24h Y
4-Carboxipiridina lodometano 4A

Se disolvieron 950 mg de 4-carboxipiridina (7.6 mmol, 1 eq.) en 50 mL de MeCN, se
afiadieron 7 mL de iodometano (114 mmol, 15 eq.) a través de un septum. El crudo se
dejo reaccionar durante 48h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se observa la
aparicion de un precipitado naranja. Se filtra el solido y se lava con CH2Cl y Et;0,

obteniendo 1.9 g del compuesto 4A (95%).

TH-RMN (300 MHz, D,0) & (ppm): 9.20 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.52 (d, J = 6.4 Hz, 2H),
6.61 (s, 1H), 5.18 (s, 3H), 3.96

N + IMe > —N
\_/ ta, 24h \_/ H

H

4-(4-formilfenil)piridina lodometano 4B

Se disolvieron 563 mg de 4-4(formilfenil)piridina (3.08 mmol, 1 eq.) en 25 mL de
MeCN, se afiadieron 1.93 mL de iodometano (30.8 mmol, 10 eq.) a través de un septum.
El crudo se dejo reaccionar durante 24h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se
observa un precipitado amarillo, se filtra a vacio, se lava con MeCN y Et>O y se seca. Por
RMN del crudo se observa tnicamente el compuesto 4B, se rota el crudo y se lava con

MeCN y Et;0. Se obtienen 923 mg de 4B (92%), un sélido amarillo brillante.

IH-RMN (400 MHz, D;0) § (ppm): 10.08 (s, 1H), 8.87 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.38 (d, J =
7.1 Hz, 2H), 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.12 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.4 (s, 3H).
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4.2.3. Condensacion de los vermellégenos anfifilicos Ac y Al:
N <ﬁ PRy
HN \j/ s\ Nt

A ) 1) H0
fj ., S\ _TRAacesc \
N* Br N\ /

) Lo "

3 4A Ac-2PFg

Se disolvieron 295 mg de la hidrazona (3, 0.74 mmol, 1 eq.) en 150 mL de H>O, a esta
disolucion se le afiadieron 222 mg del aldehido (4A, 0,89 mmol, 1.2 eq.). A continuacion,
se afiadieron 10 pL de TFA para desproteger la hidrazona y catalizar la reaccion al activar
el aldehido. Tras 24h a 65°C se confirma por RMN la formacién del compuesto. El
producto se precipita empleando KPFs. El precipitado obtenido se lava y seca, obteniendo

364.6 mg de Ac-2 PFs (73%) un sélido marron.

TH-RMN (500 MHz, CD3CN) & (ppm): 10.89 (s, 1H), 8.60 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 8.27 (d
aparente, J = 6.8 Hz, 4H), 8.21 (s, 1H), 7.87 (s aparente, 1H), 7.21 (s aparente, 1H), 4.27
(s, 3H), 4.25 (t,J=17.4 Hz, 2H), 1.87 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.49 — 1.13 (m, 18H), 0.88 (t, J
= 6.8 Hz, 3H).

13C-RMN (126 MHz, CDsCN) § (ppm): 155.17 (C), 150.00 (C), 146.46 (2 x CH), 145.17
(2 x CH), 141.89 (CH), 125.48 (2 x CH), 111.55 (CH), 110.28 (CH), 60.25 (CH.), 48.85
(CHs), 32.55 (CHa), 31.46 (CHa), 30.24 (CHa), 30.23 (CHa), 30.10 (CHa), 29.98 (CHb),
29.96 (CH,), 29.55 (CHa), 26.47 (CH,), 23.30 (CHa), 14.30 (CHs).

HR-ESI-MS (m/z) calculada para [M-2PFs]**: C24H3sN4>" = 191.1543, (m/z) obtenida =
191.1542. (m/z) calculada para [M-H-2PFs]": C24H37Ns" = 381.3013, (m/z) obtenida =
381.3013.
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N N
i Y H.O \ 7/

1)

| N -
- (o] -
- N _NC/>_®_/< _TFA,65°C HN-N Vi
<K>Br' \ H  2) KPR, N O N
6
3 4B Al-2PFg

Se disolvieron 330 mg de 3 (0.828 mmol, 1 eq.) en 160 mL de H>O obteniendo una
disolucion roja, se afiadieron sobre esta disolucion 269 mg del aldehido (4B, 0.828 mmol,
1 eq.). Se anadieron 30 pL de TFA para desproteger la hidrazona y se dejo reaccionar
durante 24h a 70°C. Transcurrido este tiempo se confirma por RMN Ila formacién del

compuesto. Se realiz6 una precipitacion empleando KPFs obteniendo 514,2 mg de

Al-2PFs (83%), un solido verdoso.

TH-RMN (500 MHz, CD3CN) 8 (ppm): 12.73 (s, 1H), 8.63 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.47
(s, 1H), 8.27 (d, J=6.3 Hz, 2H), 8.11 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 8.06 — 7.97 (m, 5H), 7.71 (dd,
J=173,2.4Hz, 1H), 7.30 (dd, /= 7.3, 2.7 Hz, 1H), 4.28 (s, 3H), 4.14 (t, J= 7.3 Hz, 2H),
1.88 — 179 (m, 2H), 1.35 - 1,21 (m, 18H), 0.87 (t, /= 6.7 Hz, 3H).

13C-RMN (126 MHz, CD:CN) § (ppm): 155.99 (C), 155.70 (C), 147.87 (CH), 146.21 (2x
CH), 144.44 (CH), 143.61 (CH), 138.50 (C), 136.09 (C), 129.54 (2 x CH), 129.32 (2x
CH), 125.72 (2 x CH), 110.50 (CH), 108.61 (CH), 59.49 (CH,), 48.47 (CH3), 32.55 (CHo),
31.38 (CHa), 30.25 (CHa), 30.23 (CH,), 30.09 (CHa), 29.98 (CHa), 29.96 (CHa), 29.55
(CHa), 26.48 (CHa), 23.31 (CHa), 14.31 (CH).

HR-ESI-MS (m/z) calculada para [M-2PFg]**: C30H42N4>" = 229.1699, (m/z) obtenida =
229.1700. (m/z) calculada para [M-H-2PFs]": C30H41N4" = 457.3329, (m/z) obtenida =
457.3326.

4.2.3. Estudios de Ac*" en medio acuoso a pH=7y pH=11.

Para trabajar en medio acuoso, se realiza un cambio de contraion de Ac-2PF¢ a Ac-2Cl,
mediante una metatesis empleando cloruro de tetrabutilamonio. Este se llevd a cabo
disolviendo 150 mg de Ac:2PFsen 5 mL de MeCN y se afiadiendo dos puntas de espatula
de cloruro de tetrabutilamonio. La adicion de la sal provoca la precipitacion de Ac-2Cl.
Tras 20’ en agitacion se filtra el solido y se lava con MeCN y éter, obteniendo 66 mg de

un so6lido amarillo esponjoso (65%).

Para ajustar el pH de las disoluciones se emplearon tampones fosfato 50 mM
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Ac’ apH 7:

TH-RMN (500 MHz, D,OCD3CN) & (ppm): 8.74 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 8.35 (s, 2H), 8.30
(d, J=5.9 Hz, 3H), 7.87 (coalescencia, 1H), 7.21 (coalescencia, 1H), 4.34 (s, 3H), 4.30
(t,J=7.0 Hz, 2H), 1.94 — 1.87 (m, 2H), 1.31 — 1.17 (m, 18H), 0.81 — 0.77 (m, 3H).

13C-RMN (126 MHz, D;0) & (ppm): 154.37 (C), 149.31 (C), 145.15 (2 x CH), 140.89
(CH), 124.37 (2x CH), 59.27 (CHa), 47.59 (CH3), 31.12 (CH), 29.79 (CHa), 28.69 (CH),
28.53 (CHb), 28.39 (CHa), 28.27 (CH,), 28.11 (CHa), 27.73 (CHa), 24.81 (CHa), 21.97
(CHa), 13.34 (CH).

Ac* apH 11:

TH-RMN (500 MHz, D>OCD3CN) & (ppm): 8.38 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.92 — 7.82 (m, 3H),
7.54 (s aparente, 1H), 7.30 (s aparente, 1H), 7.23 (s aparente, 1H), 6.46 (s aparente, 1H),
4.00 (s, 3H) 3.66 (s aparente, 2H), 1.57 (s aparente, 2H) 1.24 — 1.00 (m, 18H), 0.71 (t, J
= 6.5 Hz, 3H).

4.3. Estudio de la interaccion entre el anfifilo A¢*"y el receptor CB[7]

El estudio de la formacién de complejos supramoleculares se llevd a cabo mediante
técnicas de espectroscopia de RMN empleando diferentes relaciones entre el sustrato y el
receptor. Para esto, se prepararon 5 mL de una disolucion de Ae-2C1 1 mM y 1.5 mL de
una disolucion 1 mM para Ac-2Cl y 6 mM para el CB[7]. A partir de estas dos
disoluciones stock se prepararon los tubos de RMN a distintas relaciones de equivalentes,

tal y como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Equivalentes y voliimenes de los tubos de RMN del estudio de la union de Ac** con CB[7].

Relacion de equivalentes V disolucion Ac-2CI (uL) | V disolucion Ac-2CI-CB|[7]
CB[7]/Ac* (nL)
0 500 0
0.5 500 45
500 100
500 250
500 500

A partir de estas mezclas se realizaron los espectros de 'H-RMN, COSY, NOESY y

ROESY explicados en el aparatado de resultados y discusion.
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4.4. Calculos computacionales

El muestreo conformacional se realizé utilizando el cédigo de libre acceso CREST v.
2.11.2.,*”3% empleando en todos los casos el método cudntico semiempirico xtb-GFN2,
en combinacién con el modelo de solvatacion implicita ALPB.*° Todos los calculos de

DFT se realizaron utilizando el software ORCA v.5.0.3.4!

Para obtener la informacion estructural de los conformeros de Ac*"y Ac” en medio acuoso
se utilizo en primer lugar el programa CREST en su configuracion estdndar, empleando
el método cuantico semiempirico xtb-GFN2 y el modelo de solvatacion ALPB (agua).

Encontrando 1474 conformeros para Ac?"y 2117 para Ac*

Para refinar estos calculos, se aplico el protocolo CENSO (Command-line ENergetic

), 424
9

Sorting en sus partes 0-3, con el objetivo de clasificar los conformeros en base a su

energia libre, empleando distintos niveles de calculo de coste computacional creciente.

Considerando las componentes de la Ecuacion 1 en el calculo de la energia libre.

Gi= Ei,gas + 8Gisoly Gi,trv
Ecuacion 1. Calculo de la enegia libre de Gibbs.

Donde:
Eigas: Energia total estimada para la especie en fase gas
dGisolv: Energia de solvatacion para la sustancia dependiente de la temperatura

Gi,uv: Correccion termoestadistica de energia a energia libre a una temperatura dada y
teniendo en cuenta las contribuciones asociadas a la traslacion-rotacion- vibracion, e
incluyendo ademas las correcciones de trabajo por unidad de volumen y vibracional de

punto cero.

El célculo de la energia libre se realiz6 en 4 pasos, cribando aquellos conférmeros con

una mayor energia libre en cada paso.

Paso 0 (Preseleccion econdmica): se calcularon E; gs mediante calculos de punto simple
DFT para todas las estructuras del CC ( nivel B97-D3(0)/def2-SV(P)+gCP). Las demas
contribuciones se consideran al nivel de calculo semiempirico xtb-GFN2/alpb (agua). Se

descartan aquellas estructuras por encima de AG = 4.0 kcal/mol.
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Paso 1 (Preseleccion): Se calculan Eigs mejoradas mediante calculos de punto simple
DFT para todas las estructuras del CCp0 (en nuestro caso el método compuesto r2scan-
3¢). Energias de solvatacion mejoradas y calculadas mediante célculos al nivel r2scan-
3¢/SMD (agua). Giuv estimadas xtb-GFN2/alpb(agua). Se descartan aquellas estructuras
por encima de AG = 3.5 kcal/mol.

Paso 2 (Optimizacion): Se optimizan las geometrias de CCpl al nivel de célculo r2scan-
3c. 0Gisolv €s estimada a nivel DFT mediante puntos simples al nivel r2scan-3¢/SMD
(acetona). Giuv estimadas xtb-GFN2/ALPB(agua). Se conservan aquellas estructuras
cuya AG complete la distribucion de Boltzman a la temperatura dada en un 99% (AG =

2.5 kcal/mol)

Paso 3 (Refinamiento): Para una evaluacion mas precisa de las energias electronicas estas
son calculadas con un funcional hibrido o doble hibrido y un conjunto base

suficientemente complejo (en nuestro caso la combinacion PW6B96D4/DEF2-TZVP(P))

De esta forma, se obtuvieron los resultados que se recogen en la Tabla 2:

Ac?* T=298.15K Conférmero mas
poblado
crest censo p0 censo pl censo p2 censo p3 Conférmero | Poblacion
CEln"de = CE2n°de | CE3n°de = CE4n°de | CESn°de Boltzman
conformeros | conformeros | conformeros | conformeros | conformeros
1474 587 168 112 35 ConfA 13.5
Act T=298.15 K Conférmeros mas
poblados
CEl1l CE2 CE3 CE4 CE5 Conformero | Poblacion
Boltzman
2117 399 59 21 14 ConfA’ 40.3
ConfB’ 30.5
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5.CONCLUSIONES

Los sistemas autoensamblados con capacidad para responder a estimulos externos
modificando su agregacion, presentan una alternativa interesante a la administracion de
moléculas de interés biologico. En el presente trabajo se ha reportado la sintesis y
caracterizacion de dos anfifilos pertenecientes a una nueva familia de compuestos, los
vermellogenos anfifililicos, con los que poder desarrollar futuras investigaciones. Las

conclusiones concretas que se pueden extraer de este trabajo son las siguientes:

1. Se han sintetizado los anfifilos Ac** y AI** empleando una condensacion en agua
de una sal de piridil hidrazina sustituida con una sal de piridil aldehido sustituido.

2. Se han encontrado evidencias que indican una mayor tendencia a la agregacion
del compuesto Ac al encontrarse desprotonado.

3. Mediante el uso de diversas técnicas de RMN se ha confirmado la formacion de
un complejo supramolecuar entre el compuesto Ac*"y el receptor CB[7].

4. Se ha observado una variacion en la tendencia a formar el complejo de inclusion
con el CB[7] en funcion del estado de protonacion de la molécula Ac**/Ac”.

5. Se ha realizado con éxito la caracterizacion estructural de ambos compuestos en
medio organico, asi como en medio acuoso para Ac>"y los complejos de inclusién

con CBJ[7]
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CONCLUSIONS

Self-assembled systems with the capacity to respond to external stimuli by modifying

their aggregation are an interesting alternative to the administration of molecules of

biological interest. In the present work, the synthesis and characterization of two

amphiphiles belonging to a new family of compounds, the amphiphilic red threads, with

which to develop future research, has been reported. The specific conclusions that can

be drawn from this work are the following:

1.

Amphiphiles Ac*" and AP* have been synthesized using a water condensation of
a substituted pyridyl hydrazine salt with a substituted pyridyl aldehyde salt.
Evidence has neem found that indicates a greater tendency for compound Ac to
aggregate when it is deprotonated.

Using different NMR techniques, the formation of a supramolecular complex
between the Ac**amphiphile and de CB[7] receptor has been confirmed.

A variation in the tendency to form the inclusion complex with CB[7] has been
observed by changing the protonation state of the Ac’>*/Ac” molecule.

The structural characterization of both compounds has been successfully carried
out in organic medium, as well as in aqueous medium for Ac?* and the inclusion

complexes with CB[7].
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Figura 135. Espectro de RMN de 1H del compuesto 4A.
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