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Resumen
El desarrollo de entidades quimicas que promuevan el transporte transmembrana de

aniones estan afiadiendo nuevas aspiraciones para el tratamiento de canalopatias (por
ejemplo, fibrosis quistica) mediante la sustitucion de los canales idnicos naturales
defectuosos. La disponibilidad de estas entidades quimicas adecuadas es todavia escasa
por la dificultad que presenta su sintesis y también por su conocimiento relativamente
escaso frente a entidades quimicas que promueven el transporte transmembrana de

cationes.

En este trabajo se presenta un anillo molecular de beta-enaminona sintético desarrollado

a partir de diferentes precursores para estudiar la captacion y deteccidn de aniones.

Abstract

The development of chemical entities that promote the transmembrane transport of anions
are adding new aspirations for the treatment of channelopathies (e.g., cystic fibrosis) by
replacing defective natural ion channels. The availability of these suitable chemical
entities is still scarce because of the difficulty in their synthesis and also because of their
relatively scarce knowledge versus chemical entities that promote transmembrane

transport of cations.

In this work we present a synthetic beta-enaminone molecular ring developed from

different precursors to study anion capture and sensing



1. Introduccion
Es indiscutible que los iones son fundamentales para vida, pues de ellos dependen varios

procesos bioldgicos de elevada importancia como, por ejemplo: el transporte de

sustancias entre las células o el impulso nerviosol?. Por esta y mas razones, parece

necesario prestarles atencion.

Los iones son particulas cargadas, positivas 0 negativas, capaces de ser atraidas o
repelidas por campos eléctricos. En la naturaleza los podemos encontrar en las minas,
en sus formas solidas, o incluso disueltos como por ejemplo los electrolitos que
componen la sangre o los que se encuentran dispersos en el agua de mar.?

Para un optimo funcionamiento de dichos procesos bioldgicos es necesario que los iones
se encuentren en una concentracién o intervalo de concentraciones muy concreto, y es

por ello que su transporte para cumplir estos requisitos es de maxima importancia®.

Los sistemas vivos, como las células, han sido capaces de diferenciarse entre si a través
de la construccién de una barrera lipofilica fluida y semipermeable a la mayoria de las

moléculas hidrosolubles (los iones). Es lo que conocemos como la membrana celular

(llustracion 1). 6
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llustracion 1: Estructura de la membrana celular



Este “aislamiento” es necesario por muchas razones, pero a su vez es un inconveniente a
la hora de comunicarse con su entorno mediante el transporte de sustancias desde el

exterior al interior celular o viceversa.

Atendiendo a los iones, estos son incapaces de atravesar la bicapa lipidica por si solos,
aungue haya un gradiente de potencial quimico o electroquimico favorable. Por ello las
células han desarrollado sistemas complejos de transporte para cumplir esta funcion y son

las conocidas proteinas transportadoras de membranas (llustracion 2).
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llustracion 2: Trasnsporte transmembrana de moléculas

Un proceso de transporte que requiera proteinas que faciliten el movimiento de moléculas
se denomina transporte facilitado. En todas las membranas biologicas encontramos dos

grandes grupos de sistemas de transporte facilitado: canales y transportadores’.

Los canales son estructuras proteicas que forman un conducto hidrofilico en la
membrana a través del cual pueden pasar determinadas moléculas por difusion. Por otro

lado, los transportadores son estructuras proteicas que se asocian de forma especifica

con lamolécula que sera transportada y la ayudan a desplazarse a través de la membrana.

El pasaje a través de canales no requiere aporte de energia (transporte pasivo) ya que las
moléculas se mueven impulsadas por el gradiente de potencial quimico o electroquimico.
Lo mismo pasa con algunos tipos de transportadores en los que el transporte facilitado es
pasivo. Sin embargo, otros grupos de transportadores requieren de energia para realizar

el transporte (transporte activo)®.



Retomando el tema que nos atafie. Una alteracion y/o inhabilitacion en el transporte de
iones puede ocasionar un problema fisiol6gico que puede drasticamente traducirse en

serios problemas de salud.

De hecho, recientemente se ha definido el concepto de canalopatia®, que hace referencia
a defectos en la funcion de los canales idnicos que dan lugar a alteraciones fisioldgicas
importantes en diferentes tejidos del organismo. Se pueden producir por alteraciones
genéticas o por enfermedades autoinmunes, pero de cualquier manera se produce un fallo
en el transporte de un ion debido a que el canal no se ha formado correctamente quedando
inactivado, o porque la cinética de transporte de un canal activo es escasa. Un ejemplo de
ello son los defectos en el transporte del anién cloruro a traves de la membrana ya que

puede dar lugar a varias enfermedades siendo la méas destacada la fibrosis quistica.

La fibrosis quistica es una enfermedad genética que produce malformaciones de una
proteina compleja llamada CFTR, por su sigla en inglés “cystic fibrosis transmembrane

regulator”, que funciona como un canal para el paso del anion cloruro®®.

Actualmente no hay una cura especifica para esta enfermedad, pero si terapias dirigidas
para reducir los sintomas. De manera general, estas terapias suelen estar basadas en el
desarrollo de entidades quimicas que emulan la funcién de los propios compuestos

naturales o a la simple modificacion o mejora de dichas entidades?*2,

1.1 Antecedentes
Desde hace algunas décadas, la quimica supramolecular ha experimentado un gran

desarrollo gracias al estudio y el entendimiento de las interacciones intermoleculares no-

covalentes®?,

Las interacciones no-covalentes determinan las estructuras de macromoléculas y son
responsables del proceso de reconocimiento molecular. Entre ellas se encuentran los
enlaces de hidrogenos, interacciones de Van der Waals, interacciones electrostaticas,

etC.l4’15




Ademas, de manera paralela, esto ha servido para comprender mejor multitud de
estructuras complejas y procesos bioldgicos que se encuentran en la naturaleza. De hecho,
una familia de estas estructuras o moléculas bioldgicas que llevan a cabo procesos
bioquimicos importantes son las enzimas, las cuales reconocen selectivamente a un
sustrato determinado y se unen a él mediante interacciones no covalentes para realizar
una accion concretal®. Este hecho sobre el reconocimiento molecular fue planteado por

primera vez por Emil Fischer!” (llustracion 3).

)

Enzima Sustrato Complejo Enzima-Sustrato

llustracion 3: modelo llave-cerradura

Todo esto ha permitido el desarrollo de una gran diversidad de estructuras sintéticas que
permiten la identificacion y transporte de iones y/o moléculas importantes.

1.1.1 Transportadores anionicos sintéticos
La sintesis de transportadores hasta la actualidad abarca una gran cantidad y variedad de

moléculas. Las interacciones de hidrégeno (interaccidén no-covalente) para interactuar con
los aniones son introducidas a través de diferentes grupos funcionales como las amidas,

tioamidas, grupos ureido, etc'®.

A partir del trabajo pionero de Crabtree® a finales de los afios 90, las isoftalamidas se han
utilizado en diversos estudios como agentes transportadores de aniones. Ademas, se han
explorado otros grupos funcionales como las ureas y tioureas realizado por Mark Glyn y
colaboradores?®®, las tioamidas estudiado por J. Chmielewski y colaboradores®
(llustracion 4), asi como otros factores que pueden influir en la captacion y transporte de
un anién como es el impedimento estérico investigado por Gale y colaboradores??,

cambios de pH, interacciones intramoleculares, lipofilicidad, tamafio, etc.



Cl Cl

llustracion 4: Transportador con tioamidas (marcadas en color) sintetizado
por J. Chmielewski y colaboradores

Varios de estos transportadores aniénicos sintéticos han sido probados en membranas y
sistemas celulares y han dado resultados prometedores, pero hay que realizar mas estudios
de captacion y transporte para establecer claramente qué disefios producen mayores flujos
de anién. Asimismo, considerando que tienen un gran potencial frente a las canalopatias,
hay que tener en cuenta factores farmacocinéticos como la toxicidad no deseada,

inestabilidad metabdlica, etc?3.

1.1.2 Macrociclos o anillos moleculares
Los macrociclos o anillos moleculares son compuestos ciclicos que poseen una cavidad

central con sitios de union que interaccionan con un anion mediante fuerzas

intermoleculares débiles como son las interacciones de enlace de hidrégeno.

Cabe destacar que han demostrado ser fundamentales para la base del reconocimiento
molecular y han establecido aplicaciones potenciales en la quimica y biologia, como la

deteccion mediante fluorescencia, el suministro de farmacos y el transporte de aniones?.

El desarrollo de estos macrociclos es un campo en auge de la quimica supramolecular, y
hasta el dia de hoy se han sintetizado una gran variedad que contienen una cavidad interna

bien definida y rigida capaces de captar o interaccionar con diferentes aniones.

Como en el caso de los transportadores, las interacciones de hidrégeno para interactuar
con los aniones son introducidas a través de diferentes grupos funcionales. Asimismo,
varios factores afectan a la captacion o interaccion del anillo molecular con el anién
estando la mayoria relacionados con la coordinacion geométrica entre ambos como son

el tamafio, forma, carga, etc?>.
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Un ejemplo destacable de los macrociclos es la conocida “cyanostar” sintetizada por
Amar H.?% y colaboradores. Se trata de un macrociclo constituido por grupos tipo
cianoestilbeno con enlaces CH dadores de H, deficientes electrénicamente capaces de
interactuar con aniones. Gracias a su estructura rigida y su forma circular estos hidrogenos
deficientes electronicamente que apuntan hacia su interior crean una cavidad interna
electropositiva capaz de interactuar con aniones muy fuertemente, en especial con aniones
voluminosos como el hexafluoruro de fdsforo, entre otros. Esto fue demostrado,
estudiando la afinidad de union de diversos aniones con diferentes tamarios.
Observandose una logica dependencia, ademas de los grupos funcionales implicados, de

su tamafo y complementariedad geométrica entre el complejo anion-receptor.

llustracion 5: estructura de cyanostar

Como se ha comentado anteriormente, una ventaja que presentan estos macrociclos
moleculares, y también los transportadores, es que permiten el acoplamiento de moléculas
gue aumentan su fluorescencia. De esta manera los diferentes macrociclos o
transportadores presentan una mayor fluorescencia lo que permite una deteccion eficiente
de aniones mediante espectroscopias de UV-Vis y fluorescencia. Un ejemplo de ello fue
la investigacion realizada por Chmielewski, Quesada y colaboradores?’, quienes
desarrollaron una serie de receptores que presentaban fluorescencia y estudiaron como

esa fluorescencia variaba segun el receptor captaba un anion.
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1.1.3 Actualidad
Este campo de la quimica ha experimentado recientemente un auge tan trascendental que

merece ser tenido muy en cuenta. Esto lo podemos ver simplemente fijandonos en el
elevadisimo numero de publicaciones de alto impacto publicadas desde entones. Sin
embargo, a dia de hoy sigue existiendo un amplio recorrido para conocer cuales son las
estructuras precisas, preferencias conformacionales, afinidades anionicas, condiciones
experimentales, etc., que permiten obtener una entidad anionica con afinidades,

selectividades y sensibilidades especificas.

2. Hipotesis y objetivo
Como se ha visto en la introduccion resulta novedoso y necesario encontrar nuevos

sistemas moleculares funcionales capaces de interaccionar con iones y/o moléculas. Para
ello, es fundamental el estudio de los grupos funcionales conocidos, como de poder
encontrar nuevos capaces de reconocer o interactuar con los iones o moléculas que se
quieran tomar a estudio, y si es posible de manera selectiva. Atendiendo a la disposicién
espacial de estos grupos en la estructura intrinseca del receptor y al volumen disponible
del mismo como a la complementariedad del complejo receptor-huésped.

Inspirados en los trabajos de la cyanostar de Amar H. nombrado previamente, planteamos
una nueva clase de estructuras moleculares funcionales, basadas en un nuevo sistema
deficiente electronicamente y capaz de interactuar con aniones, constituido por grupos de
beta-enaminona. Este grupo de beta-enaminona se forma entre un grupo amino y un

compuesto B-dicarbonilico.

llustracion 6: grupo beta-enaminona
con los hidrégenos interaccionando
con un anion

12



En un primer objetivo se busca sintetizar un receptor molecular de aniones pequerios, tipo
cloruro. Una vez sintetizado se procederd a realizar su completa caracterizacion y
posteriormente se realizaran estudios de sus propiedades fisico-quimicas. Como por
ejemplo el calculo de la constante de asociacion entre el receptor y aniones pequefios, y
si fuera posible se intentara colaborar con otros grupos especialistas en el transporte de

aniones a través de la membrana.

llustracion 7: receptor a sintetizar

Los estudios previos realizados con el receptor molecular nos podrén servir de ayuda para
el segundo objetivo que consistira en la sintesis, caracterizacion y estudio de las
propiedades fisicoquimicas de anillos moleculares. Teniendo en cuenta el tamafio que
presenta la cavidad interna de los anillos moleculares se hipotetiza que estas estructuras

presenten la capacidad de interactuar con aniones mas grandes.

" n n = n°par

llustracion 8: anillo molecular basado en beta-enaminona

13



Ambas estructuras, receptor y anillo molecular, presentan fluorescencia segun la
experiencia previa en nuestro grupo de investigacion y los antecedentes. Por ello, el tercer
objetivo se basa en intentar encontrar las condiciones apropiadas para modificar dicha
fluorescencia, posiblemente aumentandola tras la adicién de BF3-Et20. Si se consiguiese
superar este objetivo se podria estudiar cdmo cambia esa fluorescencia cuando el receptor

interactda con diferentes aniones.

llustracion 9: receptor sin y con el BF3-Et20

3. Materiales y métodos.

3.1 Reactivos y disolventes
Los diferentes reactivos de partida y los disolventes orgéanicos (hexano, acetato de etilo,

diclorometano, etc.) utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron comprados
directamente a las casas comerciales pertinentes. Para su posterior uso no fue necesario

realizar ningun tratamiento previo de purificacion.

3.2 Técnicas experimentales
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las técnicas mas importantes a la hora

de determinar estructuras de compuestos organicos. La caracterizacion de los compuestos
obtenidos en este trabajo fue realizada utilizando los espectrometros de RMN

multinuclear Bruker Avance 11-400 y 500.

Todas las muestras fueron preparadas utilizando cloroformo deuterado (CDClIs) como

disolvente.

3.3 Técnicas cromatogréaficas
Las tecnicas cromatograficas son metodos fisicos de separacion, identificacion y

purificacion de los componentes de una mezcla para su andlisis cualitativo y/o
cuantitativo. Los componentes que se desean separar, identificar o purificar se distribuyen
entre dos fases: una fase estacionaria y una fase movil. La separacion se consigue debido

a que los componentes tienen distintas afinidades con la fase maévil y/o estacionaria.

14



Las técnicas cromatogréaficas utilizadas en este TFM son la cromatografia en columna y

la cromatografia de capa fina (TLC).

- Cromatografia en columna

llustracion 10: esquema cromatografia en
columna

La columna esta formada por una fase estacionaria sélida. En
nuestro caso siempre utilizamos gel de silice. La fase movil
puede ser un eluyente o una mezcla de eluyentes de
composicion variable. Algunos ejemplos de estos pueden
ser: hexano, acetato de etilo, diclorometano, etc. En este
trabajo se utilizaron diferentes mezclas segun lo requeria el
producto que se queria purificar o separar. Los componentes
se van separando a lo largo de la columna a medida que se

introduce el eluyente.

- Cromatografia en capa fina (TLC)

llustracion 11: esquema TLC

La cromatografia en capa fina es una técnica que consiste en
una placa compuesta de una fase estacionaria polar
(usualmente de gel de silice) adherida a una superficie sélida,
que puede ser de vidrio, aluminio u otro soporte adecuado.
En la base de la placa se siembra una pequefia muestra del
producto. Posteriormente, en una cubeta conteniendo el
eluyente o la mezcla de eluyentes que se requiera (fase

movil), se introduce la placa cromatografica y se deja que

| dicha mezcla eluyente ascienda por la placa y comience asi

el proceso de separacion.
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3.4 Parte experimental

3.4.1 Sintesis de los precursores del receptor
e Sintesis de 5-tert-butilbenceno-1,3-diamina

\

HOOC COOH H2N NH,

En el primer paso de la reaccion, en un balén de 100 mL se afiadié H.SO4 concentrado (5
mL) y CHCIs (5 mL). Tras esto, se afiadid el reactivo de partida, acido 5-terc-butil
isoftdlico (873,5 mg; 3,93 mmol), al balon con agitacion para que se disolviera
completamente. Luego se adiciond lentamente NaNz (562,1 mg; 8,65 mmol) durante
media hora. Tras finalizar la adicion se agit6 y calento la reaccion a 45°C durante 5 horas,
siempre bajo atmdsfera inerte de No. Después, se elimind el CHCIs bajo presion reducida.
Al residuo resultante se le afiadié lentamente una disolucion saturada de NaOH,
manteniendo el balén a 0°C usando un bafio de agua-hielo. Una vez comprobado la
neutralidad de la disolucién se extrajo con AcOEt (x3). Entonces se concentrd y el
producto se purifico mediante columna cromatografica utilizando gel de silice y una
mezcla de eluyentes de Hex/AcOEt (40/60) obteniéndose un sélido marrén con un
rendimiento del 62 %.*H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): 6 5.93 (d, J = 1.8 Hz, 2H), &
5.73 (t,J = 1.7 Hz, 1H), 6 4.08 (s, 4H), 5 1.09 (s, 9H). HRMS (ESI) m/z: calculado para
C1oH16N2: 164,2400, encontrado: 165,1389.

e Sintesis del 1-fenil-2-propin-1-ona

OH 0

Y4

A .

Se disolvié el producto de partida, 1-fenil-2propin-1-ol (2150 mg; 16,27 mmol) en
acetona y se puso en un bafio de agua/hielo para que alcanzara 0°C. Luego se afiadio el
reactivo de Jones (10 mL aproximadamente) gota a gota hasta que la disolucion se tornd

de color naranja. Tras esto, se retir0 la reaccion del bafio de agua/hielo y se dejo agitando
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durante 16 horas a temperatura ambiente. Entonces se afiadio el 2-propanol hasta que la
disolucion tuviera un color verde-turquesa. Una vez comprobado por TLC que no queda
reactivo de partida, se extrajo con 3 porciones de DCM vy se purifico el producto mediante
cromatografia en columna utilizando gel de silice y una mezcla de eluyentes Hex/AcOEt
(90:10). El producto puro y seco se caracterizé por H-RMN. Se obtuvo un rendimiento
del 94 %. 'H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): § 8.10 (d, J = 8.3 Hz, 2H), § 7.58 (t, ] =
7.4 Hz, 1H), § 7.44 (t, ] = 7.8, 2H), & 3.38 (s, 1H). 3C-NMR (126 MHz, Cloroformo-d):
§ 177.43 (Cx1), & 136.15 (Cx1), & 134.56 (Cx1), & 129.73 (CHx2), & 128.71 (CHx2), &
80.80 (Cx1), 6 80.28 (CHx1). HRMS (ESI) m/z: calculado para CgHeO1: 130,1400,
encontrado: 147,0453.

e Sintesis de 3-(dimetilamino)-1-fenil-2-propen-1-ona

O 0}

F ~
X H
X N, ——m |

En un bal6n de 50 mL se afiadio el 1-fenil-2-propin-1-ona (27,5 mg; 0,21 mmol) y la
dietilamina (17,12 mg; 0,21 mmol) junto con el disolvente DMC (2,5 mL). Se dejo6
agitando hasta que ambos reactivos se disolvieron y tras esto se afiadi6 DABCO (2,3 mg;
0,021 mmol) y por Gltimo TEA (0,05 mL). Tras 16 horas de reaccion, se paré la reaccion
afiadiendo agua y se extrajo el producto con tres porciones de DCM. La purificacion del
producto se realiz6 mediante una cromatografia en columna utilizando gel de silice y una
mezcla de eluyentes Hex/AcOEt (40:60). Una vez obtenido el producto puro y seco, se
realizd su caracterizacion por RMN-H, C-RMN y espectroscopia de masas. Se obtuvo un
rendimiento de 79% %. 'H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): § 7.82 (d, J = 6.7 Hz, 2H),
87.72 (d,J=12.4 Hz, 1H), 8 7.37 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 6 7.33 (q, J = 5.3 Hz, 1H), 6 5.64
(d,J=12.4 Hz, 1H), § 2.94 (d, ] = 81.9 Hz, 6H). *C-NMR (126 MHz, Cloroformo-d): &
188,9 (Cx1), § 154,4 (Cx1), & 140,7 (Cx1), & 131,0 (CHx2), & 128,3 (CHx2), & 127,64
(Cx1), 6 92,4 (Cx1), 5 37,4 (CH3x2).
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3.4.2 Sintesis de los precursores del anillo molecular

HOOC COOH

o \/5\/ T
HO OH
MeOOC COOMe OHC CHO
7

- -
0 o) o o) HO OH
7 N l l [ I
NI NG 10 9
11

e Sintesis de 5-(terc-butil)isoftalato de dimetilo

HOOC 1 COOH MeOOC COOMe

En un bal6n de 50 ml se afiade el producto 1 (2170 mg; 9,57 mmol) junto con el disolvente
MeOH (20 ml) y con H2SO4 (1 ml). Esta mezcla de reaccion se dejé en un sistema de
reflujo durante 2,5 horas. Tras esto se dejo enfriando hasta alcanzar la temperatura
ambiente y se diluyo con AcOEt. Se lavo con NaOH 10% para neutralizar el acido que
pueda permanecer, y por ultimo se lavo con brine. Finalmente, el producto se concentro,

y una vez estuviera seco se realiz6 su caracterizacion por las técnicas usuales. Se obtuvo
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un rendimiento del 90 %. 1H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): & 8.50 (s, 1H), 8.26 (s,
1H), 3.95 (s, 6H), 1.37 (s, 9H). 1¥C-NMR (126 MHz, Cloroformo-d): § 166.8 (Cx2), &
152.3 (Cx1), 8 131.1 (Cx2), 6 130.5 (Cx1), 6 128.2 (CHx2), 6 52.4 (CH3x2), 6 35.1 (Cx1),
6 31.3 (CH3x3). HRMS (ESI) m/z: calculado para Ci4H1804: 250,2903, encontrado:
251,1278.

e Sintesis de 5-tert-butilbenceno-1,3-dimetanol

HO OH
MeOOC COOMe

A una suspension de LiAIH4 (1147 mg; 28,71 mmol) en 10 mL de THF a 0°C se afiadio
el producto 6 (2395 mg; 9,57 mmol) en 10 mL de THF lentamente. Tras dejar la reaccién
agitando a temperatura ambiente durante una noche y una vez comprobado por TLC que
no queda reactivo de partida se procede a parar la reaccién afiadiendo agua y NaOH a
0°C. Finalmente se extrae el producto con AcOEt, se filtra por celita para eliminar las
sales de aluminio y se purifica el producto por cromatografia en columna utilizando un
eluyente Hex/AcOEt (40:60). Una vez concentrado y seco se procedié a realizar su
caracterizacion. Se obtuvo un rendimiento del 95 %. ‘H-NMR (500 MHz, Cloroformo-
d): 8 7.32 (s, 2H), 8 7.19 (s, 1H), 5 4.69 (s, 4H), 5 1.83 (s, 2H), § 1.33 (s, 9H). 13C-NMR
(126 MHz, Cloroformo-d): 6 152.2 (Cx2), 6 141.06 (Cx1), & 123.6 (Cx2), 6 123.1 (Cx1),
3 65.7 (CHx2), 6 34.9 (Cx1), 6 31.5 (CH3x3).

e Sintesis de 5-(terc-butil)isoftalaldehido

HO OH
OHC CHO
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Se disuelve el producto 7 (529,5 mg; 2,73 mmol) en DCM (20 mL) y se le afiade una
mezcla de gel de silice (2000 mg) y PCC (1799 mg; 8,18 mmol) a temperatura ambiente.
Se deja agitando y reaccionando durante una noche para al dia siguiente concentrar y
directamente se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando como eluyente
Hex/AcOEt (80:20). Se realizo la caracterizacion y se obtuvo un rendimiento del 92 %.
IH-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): § 10.11 (s, 2H), 8.19 (s, 2H), 1.41 (s, 9H). *C-NMR
(126 MHz, Cloroformo-d): 6 191.6 (Cx2), 153.8 (Cx1), 137.2 (Cx1), 131.8 (Cx2), 129.2
(CHx2), 35.3 (Cx1), 31.3 (CHsx3). HRMS (ESI) m/z: calculado para
C12H140:190,2384, encontrado: 205,0870.

e Sintesis de 1,1'-(5-(terc-butil)-1,3-fenileno)bis(prop-2-in-1-ol)

— » HO OH

OHC CHO

Se afiade el producto 8 (235 mg; 1,24 mmol) en THF (10 mL) bajo atmdsfera inerte
usando argén y condiciones anhidra, es decir, sin presencia de humedad. Una vez
establecidas las condiciones necesarias en el balon de reaccion se afiade el magnesiano
de acetileno (7,43 mL; 3,71 mmol) y se deja agitando a temperatura ambiente durante una
noche. Finalmente se concentrd el producto y se purific por cromatografia en columna
utilizando como eluyente Hex/AcOEt (70:30). Se caracterizd y se obtuvo un rendimiento
del 87 %. *H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): & 7.58 (s, 2H), 7.56 (s, 1H), 5.49 (s, 2H),
2.69 (s, 2H), 2.22 (s, 2H), 1.35 (s, 9H). 3C-NMR (126 MHz, Cloroformo-d): & 152.6
(Cx1), 140.3 (Cx1), 124.2 (Cx2), 122.3 (CHx2), 83.6 (Cx2), 75.2 (CHx2), 64.8 (CHx2),
35.2 (Cx1), 31.5 (CH3x3).
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e Sintesis de 1,1'-(5-(terc-butil)-1,3-fenileno)bis(prop-2-in-1-ona)

HO OH @) (0]

9 10

El producto 9 (408,6 mg; 1,71 mmol) se disuelve en acetona (10 mL). Luego se fue
afiadiendo poco a poco el reactivo de Jones (3 mL aproximadamente) hasta que se produjo
un cambio de color a naranja. La mezcla de reaccién se dejé agitando a temperatura
ambiente durante una noche y una vez comprobado por TLC que no quedaba producto de
partida, se procedié a parar la reaccion afiadiendo 2-propanol (2 mL) hasta que la solucion
adquirio un color verde turquesa. Entonces se afiade agua y se extrae con tres porciones
de DCM. Finalmente, se purifico por cromatografia en columna utilizando como eluyente
Hex/AcOEt (85:15). Una vez el producto puro se ha concentrado se realiz6 su
caracterizacion. Se obtuvo un rendimiento del 85 %. ‘H-NMR (500 MHz, Cloroformo-
d): & 8.77 (s, 1H), 8.43 (s, 2H), 3.53 (s, 2H), 1.40 (s, 9H). 3C-NMR (126 MHz,
Cloroformo-d): 8 176.7 (Cx2), 153.2 (Cx1), 135.4 (Cx1), 131.9 (Cx2), 129.2 (CHx2),
81.8 (Cx2), 80.2 (CHx2), 35.3 (Cx1), 31.2 (CH3x3).

e Sintesis de (2E,2'E)-1,1'-(5-(terc-butil)-1,3-fenileno)bis(3-(dimetilamino)prop-2-

en-1-ona)
+ 2 H —_—
o) o) N o) (@)
[ I 7~ N
10 AN N
11

Se disuelve el producto 10 (100 mg; 0,43 mmol) en DCM (10 mL) y se afadio la

dimetilamina (70,9 mg; 0,87 mmol). Se dejo agitando hasta que ambos reactivos se
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disolvieron y tras esto se afiadio DABCO (4,8 mg; 0,08 mmol) y por ultimo TEA (1,8
mL; 0,65 mmol). Se dejé agitando la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante
una noche. Tras esto se lavd con agua y se extrajo con tres porciones de DCM. Finalmente
se purifico el producto por cromatografia en columna utilizando como eluyente
MeOH/DCM (5:95) y se caracterizo una vez estuviera seco. Se obtuvo un rendimiento
del 78 %. 'H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): 8.15 (s, 1H), 8.02 (s, 2H), 7.80 (d, J =
12.4 Hz, 2H), 5.75 (d, J = 12.3 Hz, 2H), 3.04 (d, J = 99.9 Hz, 12H), 1.38 (s, 9H). 13C-
NMR (126 MHz, Cloroformo-d): 6 189.3 (Cx2), 154.5 (CHx2), 151.3 (Cx1), 140.5
(Cx1), 127.2 (Cx2), 124.0 (CHx2), 92.9 (CHx2), 45.2 (CH3x4), 35.11 (Cx1), 31.5
(CHs3x3). HRMS (ESI) m/z: calculado para C2oH2802N2: 328,4485, encontrado:
329,2223.

3.4.3 Sintesis del receptor

N
5o
) . O HN NH O
OM %
H,N NH,
En un balén de 100 mL se disolvio el producto 2 (115,06 mg; 0,70 mmol) y el producto
5 (245,30 mg; 1,40 mmol) en ACN (35 mL). Entonces se dejo6 agitando a 85°C hasta que
ambos reactivos estuviesen completamente disueltos. Una vez disueltos se afiadié el
AcOH (6,4 mL) y el TBAHSO4 (490 mg; 1,40 mmol). Se siguio la reaccion mediante
TLC Hex/AcOEt (70:30) y parecia que la reaccion no habia acabado por lo que se afiadio
1 equivalente mas de TBAHSO4 (237,6 mg; 0,7 mmol). Finalmente se realiz6 la
purificacion del receptor mediante cromatografia en columna utilizando como eluyente
Hex/AcOEt (85:15) Se obtuvo un rendimiento del 93 %. 'H-NMR (500 MHz,
Cloroformo-d): & 12.13 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 5 7.90 (d, ] = 7.0 Hz, 4H), § 7.45 (q, ] = 3.2
Hz, 2H), 6 7.40 (t,J = 7.3 Hz, 4H), 6 6.76 (d, J = 1.9 Hz, 2H), 6 6.63 (t,J = 1.7 Hz, 1H),
85.99(d, J=7.9 Hz, 2H), 6 1.27 (s, 9H). *C-NMR (126 MHz, Cloroformo-d): 5 191.1
(Cx2), & 155.0 (Cx1), & 144.7 (Cx2), & 141.4 (Cx2), § 139.1 (CHx4), 5 131.7 (CHx4), &
128.5 (CHx2), 8 127.4 (CHx2), & 109.8 (CHx2), 8 100.4 (CHx1), 5 93.9 (CHx2), & 35.1
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(Cx1), 6 31.2 (CH3x3). HRMS (ESI) m/z: calculado para CasH2sN202: 150,1400,
encontrado: 151,0561.

3.4.4 Sintesis del anillo molecular

O 0]

H
F N
HN NH
0

HZN/EE\NHz
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P N O HN NH O
/N\ /N
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En un bal6n de 100 mL se disolvi6 el producto 11 (231,6 mg; 0,705 mmol) y el producto
2 (115,8 mg; 0,705 mmol) en disolvente ACN (250 mL). Entonces se dejo agitando a
85°C hasta que ambos reactivos estuviesen completamente disueltos. Una vez disueltos
se afiadié el AcOH (50 mL) y el TBAHSO4 (740.3 mg; 2.115 mmol). Tras 16 h de
reaccion aparece un precipitado anaranjado que se filtra y lava con acetonitrilo frio.

Obteniéndose el producto con un 96% de rendimiento.



3.4.5 Estudio de la constante de asociacion
Se realizé el célculo de la constante de asociacion del receptor sintetizado utilizando el

cloruro como anion, afiadido en forma de cloruro de tetrabultilamonio.
e Técnica de absorbancia

En una cubeta de espectrofotometria de cuarzo se afiadio, utilizando una micropipeta,
0,02 mL de una disolucion del receptor con una concentracion 2,56-10° M y se afiadio
disolvente hasta alcanzar los 2 mL. Se midié su absorbancia y a partir del espectro
obtenido se seleccionaron tres longitudes de ondas caracteristicas: 296 nm, 386 nmy 415
nm. Luego se realizaron continuas adiciones de 0,02 mL (correspondientes a 0,42
equivalentes) con una micropipeta de una disolucién del anién con una concentracion de
1,07-10° M a la cubeta y tras cada adicion se realiz una medida de absorbancia. En total
se realizaron 24 adiciones, lo que se corresponde con 10,08 equivalentes finales del anién

frente a 1 equivalente del receptor.

Con los datos de absorbancia obtenidos a tres longitudes de ondas diferentes, se utilizo
una herramienta informatica, Supramolecular, que calculd la constante de asociacion

entre el receptor y el anién con una estequimetria 1:1.
e Técnica de H-RMN

Con esta técnica hay que tener en cuenta que la concentracion del receptor debe ser
constante durante todo el estudio. Teniendo en cuenta que con cada adicion del anién la
concentracion del receptor va disminuyendo, en la preparacion de la disolucion del anién
se afiadi6 una cantidad de receptor determinada para que tras cada adicion la

concentracion del receptor no varie.

Una vez que se han preparado las disoluciones del receptor y del anion con el receptor,
se procedié a comenzar el estudio. En un tubo de resonancia, utilizando micropipeta, se
afiadio 0,2 mL de la disolucion del receptor de cocentracion 2,90-10° M y se afadio
disolvente (CDCIs3) hasta 2 mL. Una vez realizado la primera medida, se hicieron
continuas adiciones de 0,05 mL (correspondientes a 5 equivalentes) de la disolucion del
anion de concentracion 5,79-102M de tal manera que tras cada adicion se realizé una
medida. En total se realizaron 20, lo que se corresponde con 100 equivalentes finales del

anion frente a 1 equivalente del receptor.
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Una vez obtenido los datos de ambos estudios se utilizd la herramienta informética
“Supramolecular.org”, que genero la constante de asociacion tedrica del receptor con el

anion.

3.4.6 Sintesis del receptor fluorescente

F
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En un baldn de reaccion de 5 mL se introdujo el receptor (43,2mg; 0,10 mmol), R1, junto
al disolvente DCM (2 mL). Se dejé agitando hasta que se disolviera completamente para
afiadir el BF3-Et.O (1 mL; 4,07 mmol) lentamente. Tras finalizar la adicion se afiadio el
TEA (1 mL; 4,07 mmol) y la mezcla de reaccion se introdujo en un sistema de reflujo
durante 48 horas a 40°C. Entonces la reaccion se pard con H2O y se extrajo con DCM
(x3), luego se purificé mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice y una
mezcla de eluyentes Hex/AcOEt (70:30). Finalmente se obtuvo un sélido amarilloso con
un rendimiento del 78%. *H-NMR (500 MHz, Cloroformo-d): & 12.18 (t, J = 12.2 Hz,
2H), 7.95 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 7.52 (s, 2H), 7.49 (d, 2H), 7.46 (d, 4H), 6.81 (d, J = 1.9 Hz,
2H), 6.69 (s, 1H), 6.05 (s, J = 7.9 Hz, 2H), 1.32 (s, 9H). 3C-NMR (126 MHz,
Cloroformo-d): & 174.9 (CHx2), & 160,4 (CHx2). § 154,8 (Cx1), & 143,7 (Cx2), 5 133,5
(Cx2), 6 132, 7 (Cx2), 6 129,0 (CHx4), 5 128,1 (CHx4), 6 120,6 (CHx2), 6 116,0 (Cx1),
8 93,2 (CHx2), 6 35,5 (Cx1), 6 31,3 (CH3x3).
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4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis de precursores
Para cumplir con los dos primeros objetivos planteados en este trabajo inicialmente se

deben sintetizar los diferentes productos de partida para posteriormente llevar a cabo la

sintesis tanto del receptor molecular como de los anillos moleculares.

- Precursores para receptor molecular

HOOC COOH HoN NH;

La sintesis del producto 2 se obtuvo gracias a una transposicion de Curtis partiendo del
producto comercial 1. Se utiliz6 la azida sédica como nucledfilo para formar la acil azida
y con una posterior transposicién se genero el producto deseado (precursor 1) y CO2 como

subproducto.

OH 0
2 N
3 4

Para la obtencion del producto 5 se debe partir del producto comercial 3. En un primer

momento se realiz6 una oxidacion de Jones para obtener la fenilacetona correspondiente
(producto 4). Finalmente, mediante una adicion de Michael de la dimetilamina al

producto 4 se pudo obtener el producto deseado (precursor 2).
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- Precursores para anillos moleculares

e
HOOC COOH H,N NH,
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MeOOC COOMe Ho OH OHC CHO
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Como se puede apreciar en el esquema sintético, el producto 2 es el mismo precursor
utilizado en el receptor anterior, por lo que no resulta ningin problema obtenerlo
nuevamente. Por consiguiente, nos centraremos ahora en la obtencién del producto 11.
Para ello se parte, una vez mas, del producto comercial 1. Primeramente se realiz6 una
esterificacion de Fischer del diacido comercial para obtener el producto metilado
(producto 6). Seguidamente este producto es reducido con LiAlIH4 para obtener el
correspondiente diol (producto 7) y este diol es oxidado con PCC para conseguir el
dialdehido (producto 8).

Una vez que el producto 8 ha sido purificado y secado se lleva a cabo una reaccion de
Grignard con el magnesiano del acetileno, obteniéndose el producto 9. Llegado a este
punto se realiza una oxidacién del diol utilizando el reactivo de Jones para obtener el
dicarbonilo correspondiente (producto 10). Finalmente, mediante la adicién de la
dimetilamina, igual que en el segundo precursor del receptor anterior, se obtiene el
producto deseado (precursor 3). Todos los productos obtenidos fueron caracterizados por

RMN y espectroscopia de masas (ver parte experimental y anexo).
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4.2 Sintesis de receptores
Una vez obtenidos los precursores correspondientes se llevo a cabo la sintesis del primer

receptor.

Para ello se hizo reaccionar 1 equivalente del precursor 2 con 2 equivalentes del precursor
5. Ademaés, fue necesario afiadir 3 equivalentes de TBAHSOs y una mezcla de
ACN/ACcOH en relacion (5:1) que acttan en combinacion tanto como disolvente como de
medio &cido. Las condiciones experimentales se encuentran descritas en la parte
experimental, como también la caracterizacién completa del receptor mediante RMN y

espectroscopia de masas (ver parte experimental y anexo).

NH
O

4.3 Sintesis de anillos moleculares

0
H
>I\;/N/
HN
o
X =
O HN NH O
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Para la sintesis del anillo molecular se hizo reaccionar 1 equivalente del precursor 2 con
otro equivalente del precursor 11. De la misma manera que ocurre en la sintesis del
receptor, fue necesario afiadir 3 equivalentes de TBAHSOs y la combinacion de

ACN/ACOH en proporcion (5:1) para mantener el medio acido.

El plausible mecanismo de reaccién, tanto para el receptor como para el anillo molecular,
es consistente con una reaccion de adicion de Michael catalizada por acido. De esta

manera, con los precursores utilizados, se obtiene la beta-enaminona correspondiente al

producto.
H
O

w [j/ % \ HzN_R W
-H*1 +H*

H
_Ho R %
o| N -HN/T (9 Ny
®

7> | X7 \~N<.|

H H |

Generalmente, los productos obtenidos a partir de una reaccion de adicién de Michael
pueden presentar tanto estereoisomeria Z como E. En este caso debido a la interaccién de
enlace de hidrogeno entre el grupo carbonillo y la amina, la disposicién espacial del
producto es practicamente estereoselectiva, pues solo hemos detectado la formacion del

estereoisdmero Z.

H R
o~ N~ 0 H
R
I/ G /
H N
H
H H
Z E

llustracion 12: estereoisomeria Z y E para el grupo enaminona

4.4 Estudios de la constante de asociacion del receptor.
Con el receptor sintetizado y tal como se habia planteado en los objetivos, se decidid

estudiar la capacidad de estos para interactuar con aniones a través del calculo de la
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constante de asociacion. Teniendo en cuenta la geometria y tamafio del receptor,
podriamos esperar algln valor de dicha constante utilizando aniones pequefios como los

cloruros.

Para obtener este valor en primer lugar se realiz6 una valoracion en el espectrofotdmetro
UV-Vis. Para ello se midi6 la absorbancia de una disolucion del receptor y se
seleccionaron tres longitudes de ondas caracteristicas. Luego se le fue adicionando
pequefias porciones de una disolucion de TBACI (anion) y tras cada adicion se realizd
una medida de absorbancia. De esta manera conoceriamos como varia la absorbancia de
la disolucién a medida que el receptor y el anion interaccionan. Los resultados mostraron
una variacion gradual pero muy leve de absorcion, de hecho, no pudimos obtener
mediante esta técnica un valor de la constante de asociacién significativo. Por tanto, se

decidié utilizar como técnica alternativa la resonancia magnética nuclear (RMN).

Con la técnica de RMN en primer lugar se realiz6 una medida a una disolucion del
receptor y luego se le fue afiadiendo gradualmente porciones de una disolucion del
receptor de modo que tras cada adicion se realizd6 una medida. De esta manera
observariamos el desplazamiento quimico que se produce en las sefiales del receptor a
medida que interacciona con el anion (llustracion 13). Como en los espectros se
encuentran las sefiales de todos hidrogenos presentes, para el estudio se seleccionaron tres

que se corresponden con los hidrogenos que interaccionan con el anion (llustracion 14).
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llustracion 13: espectros de la valoracion H-RMN superpuestos.

En las zonas ampliadas mostradas en la

ilustracion anterior se puede observar el leve

desplazamiento  producido al
equivalentes del anion cloruro.
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llustracion 14: Receptor 2 con hidrégenos involucrados en
la captacion del anién marcados. En violeta se representa

al cloruro
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Los datos obtenidos de cada adicion en las sefiales caracteristicas son introducidos en la
herramienta informatica “Supramolecular.org” que genera un valor de la constante de
asociacion del sistema en estudio. Suponemos que el receptor interacciona con el anién
cloruro en una estequiometria 1:1, por lo que se introdujo este ajuste en la herramienta

informatica. El valor correspondiente a la constante se da en la tabla:

Método Anion | Ka (M?) | Error (%)
Valoracion H-RMN (1) | Cloruro | 11,42 1,56

Este valor de la constante de asociacion no es particularmente bueno, no obstante, era
predecible si lo comparamos con los estudios del receptor modelo para la sintesis del
macrociclo cianostar descrito por Amar H. al que hemos hecho alusion. El estudio de su
constante de asociacion para aniones sencillos como el cloruro produce igualmente un
ligero desplazamiento de las sefiales de los protones traduciéndose posiblemente en un

valor no muy bueno de su constante de asociacion, que curiosamente ni calculan.

También se debe tener en cuenta la posibilidad de que en este tipo de receptores abiertos
y gracias a la simetria esférica de los aniones el equilibrio con estequiometria (1:1) entre
el receptor y el anion que habiamos planteado previamente no sea el Unico posible. Pues
existe la posibilidad de equilibrios simultdneos como estequiometrias variables, como por
ejemplo 2:1. Por lo que podemos deducir que, es posible que haya una mezcla de
equilibrios mucho méas complejos que compitan entre si y no sea tan sencillo dar un valor

para la constante de asociacién suficientemente seguro.

4.5 Estudio de la constante de asociacion del anillo molecular.
Debido al gran tamaifio del anillo sintetizado es necesario realizar el estudio con aniones

méas grandes que el cloruro. Tras realizar un screening de aniones voluminosos nos
parecio interesante intentar ver si los aniones tipo boronatos pudieran tener algun tipo de
interacciones con el anillo molecular aqui planteado. Pues se ha visto que la introduccion
de especies de este tipo en el interior de las células podria pueden causar efectos
fisiologicos muy importantes. Sin embargo, por razones de tiempo esta seccion no se

pudo desarrollar y quedara pendiente para futuros estudios.
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4.6 Estudio de fluorescencia.
Para cumplir el tercer objetivo se realizd un estudio comparativo de fluorescencia entre

el receptor y el receptor modificado con el grupo BF3-Et20. Como se observa en la
llustracion 15, y se habia predicho, hay un aumento en la fluorescencia tras la adicion del
BF3-Et20.

llustracion 15: comparacion de fluorescencia entre el
receptor modificado y el receptor

En este punto se pretendi6 aplicar el mismo procedimiento al anillo molecular sintetizado
previamente para corroborar que presenta un aumento en la fluorescencia. El siguiente
paso seria estudiar si se produce una variacion en esa fluorescencia cuando el receptor
interacciona con un anion. Pero por razones de tiempo y porque primero se debe encontrar
un anion con el que el anillo molecular tenga una buena interaccion, este estudio no pudo

realizarse.

5. Conclusiones
Se ha descrito en bibliografia que ciertos grupos funcionales funcionan bien para la

captacion y deteccion de aniones. En este TFM se plantea un nuevo grupo funcional, la
B-enaminona, para comprobar si es efectivo para estos cometidos introduciéndolo en

anillo molecular.

A lo largo de este trabajo se han desarrollado varios precursores y se han optimizado sus
sintesis para mejorar tanto la pureza como el rendimiento. Asimismo, se ha descrito una
ruta sintética para la sintesis tanto de receptores como anillos moleculares a partir de los
precursores sintetizados previamente. En concreto, con el receptor sintetizado, se
realizaron estudios de sus propiedades fisico-quimicas como, por ejemplo, la

determinacion de su constante de asociacion con un anion pequefio (cloruro).
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A pesar de no haber obtenido resultados muy prometedores de esta constante de
asociacion, se procedié a sintetizar el anillo molecular correspondiente. Este anillo
molecular, al tener una cavidad interna grande, se espera que no interaccione con aniones
pequefios como el cloruro, por lo que se buscaron otros aniones mas voluminosos e
interesantes. Por razones de tiempo no se pudo realizar el estudio de las propiedades

fisico-quimicas del anillo puesto que ain nos encontramos seleccionando el anion.

Por otra parte, tanto el receptor como el anillo presentan fluorescencia, y esta fue
estudiada mediante una comparacion de fluorescencia entre el receptor y el receptor con
el grupo BF3-Et20. Y, como era de esperar, se produjo un aumento de la fluorescencia al
introducir el BF3-Et20. El siguiente paso seria comprobar que ocurre lo mismo en el anillo
molecular y estudiar la variacidén que se produce o no al interaccionar con un anion., pero

por falta de tiempo esta seccion no se pudo llevar a cabo.

Teniendo en cuenta el potencial que pueden tener los macrociclos de B-enaminona, en
futuros trabajos se plantea continuar por este camino para estudiar tanto la constante de
asociacion del anillo molecular con un adecuado anién, asi como estudiar su

fluorescencia.
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e Receptor con BF3-Et20
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