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RESUMEN

La sintesis de cuatro nuevos receptores artificiales tipo ciclofano con cuatro
grupos hexiléster (EHCy1 y EHCy2) y etilfeniléster (EFCy1 y EFCy2) como brazos
pendientes, a partir de sus precursores con grupos acido, se llevd a cabo
exitosamente mediante la técnica asistida por microondas. Los receptores fueron
caracterizados mediante espectrometria de masas de alta resoluciéon, RMN "H y *C

e infrarrojo.

Los estudios de reconocimiento molecular hacia aminoacidos basicos, tanto
del precursor Cy1 (grupos acidos pendientes) como de los receptores EHCy1 y
EFCy1, fueron realizados tedricamente por el método de DFT al nivel de teoria

B3LYP/6-31G* con ayuda del programa Gaussian 09.

El ciclofano Cy1 forma complejos supramoleculares estables con arginina, con
mayor estabilidad el ciclofano en su forma neutra (-366 kcal/mol) que el ciclofano en
su forma iénica (- 340 kcal/mol). Al comparar estos resultados con los complejos
supramoleculares de los receptores de los ciclofanos esterificados EHCy1 y EFCy1
se observa que, en términos de la energia de complejacion calculada teéricamente,
los complejos supramoleculares formados por el ciclofano Cy1 son un orden de
magnitud mas estables, lo cual se atribuye al costo entropico del fuerte cambio

conformacional de la cavidad del macrociclo en el caso de EHCy1 y EFCy1.

La energia de complejacion del sistema EHCy1:Arg-OMe (-28 kcal/mol) indica
que es mas estable que el sistema EHCy1:Lis-OMe (-21 kcal/mol). En la estructura
mas estable del sistema EHCy1:Arg-OMe se observa la formacion de 5 puentes de
hidrégeno con los grupos amida del receptor y no intervienen las cadenas hexilicas
del mismo, mientras que en el caso del sistema EHCy1:Lis-OMe se forman cuatro
puentes de hidrogeno, dos de ellos con el grupo amida y dos con los grupos éster de
las cadenas de EHCy1. La diferencia de estabilidades se puede atribuir

principalmente a la diferencia en el nimero de interacciones de cada sistema.



Por otro lado, la similitud en los valores de energias de complejacion
encontradas para EFCy1:Arg-OMe y EFCy1:Lis-OMe (-37 y -36 kcal/mol
respectivamente) indican que EFCy1 no es capaz de discriminar entre los dos
sustratos. Tanto Arg-OMe como Lis-OMe formaron tres interacciones
intermoleculares con EFCy1. En ambos casos, se observa la participacion del grupo
amida y los grupos éster de los brazos etilfenilicos del receptor. La estabilidad
semejante entre estos sistemas, se debe a que ambos complejos forman el mismo
numero de interacciones no covalentes y en los dos casos se observa la

participacion de un grupo amino y no participa la cadena lateral de Arg-OMe.

A pesar del menor numero de interacciones no covalentes presentes en los
complejos con EFCy1, se observa que estos sistemas son mas estables que los
complejos con EHCy1. La mayor estabilidad de los complejos formados con EFCy1

se atribuye a la diferencia en los efectos entrépicos durante la complejacion.

En lo correspondiente a los estudios experimentales, la primera evidencia de
la formacion de complejos supramoleculares se obtuvo por espectroscopia de
difusion ordenada (DOSY) para el sistema EFCy1:Arg-OMe en donde se encontrd
que el valor del coeficiente de difusién (D) encontrado para el complejo (D= 3.77x107
cm? s resulté diferente de los coeficientes encontrados para EFCy1 (D=4.02x10®
cm?s™) y Arg-OMe (D= 5.86x10° cm? s™") en forma libre.

Los experimentos de reconocimiento molecular en medio organico
(CDCl3:DMSO, 75:25) se llevaron a cabo por titulacion mediante RMN 'H con el
receptor EFCy1 hacia Arg-OMe y Lis-OMe y con los receptores EHCy1 y EHCy2
hacia Arg-OMe. El proton mas afectado durante la titulacion en todos los casos fue el
proton amida de los receptores, lo cual da evidencia de que el sitio de interaccion de
los huéspedes se lleva a cabo en ese grupo funcional, hecho que soporta la

informacion con los estudios tedricos.

Los resultados con el receptor EFCy1 arrojan valores de constantes de K,= 40
y 52 M para Arg-OMe y Lis-OMe respectivamente. La similitud en los valores de K.



indica que EFCy1 no discrimina entre los dos sustratos, lo cual también corresponde

con los resultados de los estudios teodricos.

El valor de K, obtenido para EHCy1:Arg-OMe (219 M), indica que este
complejo supramolecular es mas estable que el encontrado para EFCy1:Arg-OMe
(K= 40 M) lo cual no concuerda con los calculos tedricos y es atribuido a que en

éstos ultimos estudios no se considera la presencia del disolvente.

Los resultados experimentales del sistema EHCy2:Arg-OMe (K.= 95 M™)
indican que es de menor estabilidad que el sistema EHCy1:Arg-OMe (K,= 219 M) lo
que revela que no solo los grupos pendientes afectan la estabilidad del complejo,
sino también los grupos presentes en la cavidad del receptor contribuyen en dicha
estabilidad.

En general, las constantes de asociaciéon obtenidas mediante RMN 'H para
todos los sistemas son relativamente bajas, lo cual se atribuye a la presencia de

DMSO en el sistema.
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ABSTRACT

Four new cyclophane receptors with four hexyl ester groups (EHCy1 and
EHCy2) and ethyl phenyl ester groups (EFCy1 and EFCy2) as pendant groups were
synthetized from them acid precursors (Cy1 and Cy2) using microwave assisted
synthesis. The receptors were characterized by high resolution mass spectrometry,

'H and "*C NMR and infrared spectroscopy.

Molecular recognition studies toward basic amino acids, using precursor Cy1
(with acid pendant groups), and the modified receptors EHCy1 and EFCy1, were
theoretically achieved through Gaussian 09 using DFT/B3LYP/6-31G* level of theory.

Cy1 form stable supramolecular complexes with Arg-OMe, the complex formed
with the neutral specie (-366 kcal/mol) is more stable than the ionic specie (-340
kcal/mol). Comparing these results with the supramolecular complexes obtained for
the ester cyclophanes EHCy1 and EFCy1, in complexation energy (theoretically
calculated) terms, the complexes formed with Cy1 are one order of magnitude more
stable than modified receptors, which is attributed to the entropic cost due to the

strong conformational cavity change in EHCy1 and EFCy1 cases.

The complexation energy of EHCy1:Arg-OMe system (-28 kcal/mol) is more
favorable than the energy of EHCy1:Lis-OMe system (-21 kcal/mol). The most stable
structure of EHCy1:Arg-OMe system, illustrate 5 hydrogen bonds with the amide
groups of the receptor and the hexyl chains are not involved, while system
EHCy1:Lis-OMe displays 4 hydrogen bonds, 2 of them interact with the amide group
and 2 with the ester chains of EHCy1. The stability differences can be mainly

attributing to the difference in the number of interactions in each system.

Otherwise, the similar complexation energy values for systems EFCy1:Arg-
OMe and EFCy1:Lis-OMe (-37 and -36 kcal/mol respectively) indicate that EFCy1 do
not discriminate between both substrates. Arg-OMe is capable to form 3
intermolecular interactions with EFCy1 as well as Lis-OMe do. In both cases, the

participation of amide groups and ethyl phenyl pendant groups of the receptor is

Xii



observed. Due to the same number of non covalent interactions in both complexes,
the stability of these systems is highly similar. Arg-OMe and Lis-OMe, participate with

an amino group and the side chain do not interact in the complex.

Despite the smaller number of interactions in EFCy1 complexes in comparison
to EHCy1 complexes, the first one is more stable than the last one. The statement

above, is attributing to entropic effect differences during complexation.

With regard to experimental studies, the first evidence of the complexes formation
was obtained by DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) for EFCy1:Arg-OMe
system, where the diffusion coefficient (D) for the complex (D= 3.77x10® cm? s™),
resulted different of the D values of the free receptor (D= 4.02x10° cm? s™) and free
Arg-OMe (D= 5.86x10° cm? s™).

Molecular recognition experiments in organic media (CDCI;:DMSO, 75:25)
were performed by 'H NMR titrations using EFCy1 toward Arg-OMe and Lis-OMe and
cyclophanes EHCy1 and EHCy2 toward Arg-OMe. The amide proton of all the
receptors was the most affected proton during titration, which gives evidence that the

interaction site is this functional group. This fact supports the theoretical information.

The results with EFCy1, give constant values of K,= 40 and 52 M for Arg-
OMe and Lis-OMe respectively. The similar values of K, indicate that EFCy1 do not
discriminate between both substrates, which also correspond with the calculated

results.

The K, value for the EHCy1:Arg-OMe complex (219 M), indicates that is more
stable than the EFCy1:Arg-OMe complex (40 M™"). This fact does not correspond to
the theoretically studies and is explained by the absence of solvent in calculated

analysis which is not considered.

The experimental data for EHCy2:Arg-OMe system (K,= 95 M™), indicate that
this complex is less stable than EHCy1:Arg-OMe (K= 219 M) system, which show
up that not only the pendant groups affect the complex stability, but also the

functional groups present in the receptor cavity contribute to the stability.
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In summary, the association constants obtained by "H NMR for all the systems
are relatively low in comparison with the expected in organic media, this is attributed

to the presence of DMSO in the system.
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INTRODUCCION

El reconocimiento molecular es el fendmeno responsable de la alta
especificidad con que funcionan los sistemas bioquimicos tales como las hormonas,
neurotransmisores, sistemas enzima-sustrato y sistemas antigeno-anticuerpo, entre
otros.

Las interacciones no covalentes son parte fundamental del proceso de
reconocimiento molecular y las investigaciones en esta area motivaron en buena
medida el nacimiento de la quimica supramolecular, que es la rama de la quimica
encargada del estudio de los complejos supramoleculares, los cuales son producto
de la unién de dos especies quimicas a través de interacciones no covalentes [1].

Desde el nacimiento de la quimica supramolecular, uno de los puntos de
mayor atencién es la sintesis de receptores especificos para sustratos de interés
biolégico. Diversos receptores sintéticos han funcionado como sistemas modelo de
los procesos bioquimicos naturales y han proporcionado una idea clara y confiable
de lo que sucede en dichos procesos [2,3].

Una ventaja de los receptores artificiales sobre los receptores naturales es que
se pueden disefiar de acuerdo a lo que se desee estudiar, es decir, es posible elegir
el tipo de grupos funcionales que se introduciran para conferirles las caracteristicas
de asociacion. Esto facilita los estudios de este tipo de fenémenos in vitro [4, 5].

Los receptores artificiales mas utilizados como sistemas modelo para el
reconocimiento molecular son los compuestos macrociclicos, ya que en la naturaleza
existen una diversidad de compuestos macrociclicos que llevan a cabo una amplia
gama de actividades bioldgicas, por ejemplo, eritromicina es un antibiético, epotilona
B es anticancerigeno, anfotericina es antifungico y rapamicina funciona como
inmnosupresor [6].

Dentro de los compuestos macrociclicos artificiales se encuentran los
ciclofanos, los cuales se definen como compuestos ciclicos que contienen al menos
una unidad aromatica unida por uno o mas puentes alifaticos. Son receptores
capaces de enlazar especies ionicas y moléculas neutras, tanto inorganicas como

organicas [7].



Por otra parte, una clase de sustratos de mucho interés para los estudios de
reconocimiento molecular por receptores artificiales son los aminoacidos, debido a la
importancia que tienen a nivel biologico [8-14].

Los principales sitios de enlace de los aminoacidos son los grupos amino y
carboxilato del carbono alfa pero el reconocimiento molecular depende
principalmente de los grupos funcionales presentes en su cadena lateral; el rol que
juegan las cadenas laterales es especialmente importante en los aminoacidos
basicos como arginina y lisina cuyas cadenas laterales estan positivamente cargadas
a pH fisiolégico. En general, los aminoacidos cargados ofrecen los mejores objetivos
para el reconocimiento molecular en los sistemas bioquimicos. En particular, los
aminoacidos basicos lisina, arginina e histidina ofrecen la posibilidad de presentar
alta especificidad en virtud de las diferencias en los grupos funcionales de la cadena
lateral: amino, guanidinio e imidazol, respectivamente.

En estudios previos, llevados a cabo en el laboratorio de quimica
supramolecular del DIPM-UNISON, los ciclofanos acidos 2,9,25,32-tetraoxo-
4,7,27,30-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10,24,27,30,-octaaza-17,40-dioxa [10.1.10.1.]
paraciclofano  (Cy1) vy 2,9,25,32—tetraoxo-4,7,27,30-tetrakis  (carboximetil)-
1,4,7,10,24,27,30,33-octaaza [10.1.10.1.] paraciclofano (Cy2), precursores de los
ésteres utilizados en este trabajo, fueron estudiados como receptores artificiales de
los metil ésteres de aminoacidos basicos en medio acuoso, siendo el ciclofano Cy1 el
que mostré mayor afinidad por el metil éster de arginina, donde las interacciones
fueron fundamentalmente la formacién de pares i6nicos entre los grupos carboxilato
del receptor y los grupos amino del huésped [15, 16]. Sin embargo, en medio acuoso
generalmente no operan los puentes de hidrégeno debido a la competencia con el
solvente por lo cual resulta interesante estudiar este tipo de sistemas en disolventes
organicos.

En el presente trabajo de tesis, con el objetivo de estudiar las propiedades de
reconocimiento molecular de los ciclofanos Cy1 y Cy2 hacia aminoacidos en medio
organico, se recurrié a su modificacion mediante la esterificacién con grupos hexilo y
etil fenilo en sus brazos carboxilato pendientes, para conferirles solubilidad en

solventes organicos dando como resultado los ciclofanos EHCy1, EHCy2, EFCy1 y
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EFCy2. Las reacciones de esterificacion se llevaron a cabo por la técnica de sintesis
asistida por microondas, la cual se caracteriza por emplear menor cantidad de
solvente y tiempos de reaccidon que las técnicas convencionales de sintesis.

La afinidad de un receptor hacia su huésped puede inferirse mediante
simulacién computacional, obteniendo resultados confiables previos a los estudios
experimentales. Aun cuando estos calculos representan una aproximacién y no
necesariamente reflejan con exactitud lo que ocurre experimentalmente, pueden ser
utilizados inicialmente para marcar la pauta del analisis experimental, a la vez que
complementan esta informacion. Al llevar a cabo primero un analisis tedrico es
posible optimizar el tiempo y reactivos en el analisis experimental. Los estudios de
simulaciéon computacional del reconocimiento molecular entre los receptores
sintetizados, tanto en su forma acida como en su forma éster, y los derivados
metiléster de los aminoacidos L-arginina y L-lisina, se llevaron a cabo utilizando el
programa Gaussian 09 a fin de tener una primera evidencia de la formacién de
complejos supramoleculares receptor-huésped.

Finalmente los estudios de reconocimiento molecular en medio organico se
realizaron mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H) con el fin de
establecer experimentalmente la capacidad de los ciclofanos esterificados para
enlazar y reconocer selectivamente aminoacidos basicos, asi como para determinar
los sitios de union y las interacciones responsables de la estabilidad de los complejos

supramoleculares formados.



OBJETIVO GENERAL
Estudiar las propiedades de reconocimiento molecular de los derivados hexil-éster y
etilfenil-éster de los receptores artificiales 2,9,25,32-tetraoxo-4,7,27,30-
tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10,24,27,30,-octaaza-17,40-dioxa[10.1.10.1.]paraciclofano
(Cy1) vy 2,9,2532-tetraoxo-4,7,27,30-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10,24,27,30,33-
octaaza[10.1.10.1.] paraciclofano (Cy2), hacia aminoacidos basicos, mediante
estudios tedricos (DFT) y estudios experimentales de Resonancia Magnética Nuclear

de Proton (RMN "H) en medio organico.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obtener los derivados éster (hexilo y etilfenilo) de los ciclofanos acidos Cy1 y
Cy2 mediante sintesis asistida por microondas.

. Purificar y caracterizar los ciclofanos esterificados (EHCy1, EFCy1, EHCy2 y
EFCy2) a través de las técnicas de RMN 'H, RMN "C, Infrarrojo y
espectrometria de masas de alta resolucion.

. Realizar célculos tedricos utilizando el programa Gaussian 09 en conjunto con
la teoria del funcional de la densidad (DFT) para establecer si los ciclofanos,
tanto en su forma acida como sus derivados hexil-éster y etilfenil-éster, son
capaces de formar complejos supramoleculares estables con los derivados
metiléster de los aminoacidos Arginina y Lisina.

. Determinar por RMN 'H las constantes de afinidad (K,) en medio organico de
los complejos supramoleculares formados entre los receptores EHCy1, EFCy1
y EHCy2 y los derivados metiléster de los aminoacidos Arginina y Lisina.

. Definir los factores estructurales de los receptores que, de acuerdo con los
calculos tedricos y los resultados de RMN 'H, influyen en la estabilidad de los

complejos supramoleculares formados.



1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1 Reconocimiento Molecular y Quimica supramolecular

Reconocimiento molecular es un término que se refiere a la interaccion
especifica entre dos 0 mas moléculas a través de enlaces no covalentes tales como
el enlace de hidrégeno, coordinacion metalica, fuerzas hidrofdbicas, fuerzas de van
der Waals e interacciones n-n. Ademas de estas interacciones directas, en solucion,
el solvente puede desempenar un rol dominante en el reconocimiento molecular [17,
18].

En comparacion con un enlace covalente, las interacciones intermoleculares
son débiles; sin embargo, pueden resultar efectos muy grandes al acumular un gran
numero de efectos relativamente pequefios: al operar simultaneamente varias
interacciones entre las moléculas que se unen, el reconocimiento molecular puede
originar moléculas muy estables y es comun obtener valores de decenas de kcal/mol
para la energia libre de la reacciéon (AG°) [19].

Las interacciones no covalentes son dificiles de analizar. En este campo no se
aprecian los efectos clasicos de las substituciones que se observan en la quimica del
enlace covalente en donde, por ejemplo, al afiadir un grupo fenilo la velocidad de
reaccion se puede incrementar en un orden de 10%. Frecuentemente se trabaja al
limite de la detectabilidad y la correcta interpretacion es todo un reto. Ademas, las
interacciones deébiles son especialmente sensibles al medio ambiente. Una
interaccién que es muy fuerte en cloroformo puede no existir en DMSO, e inclusive,
no existir en una mezcla 95% cloroformo y 5%DMSO [18].

A pesar de las dificultades, los quimicos han profundizado los estudios de las
interacciones no covalentes, para lo cual han sintetizado sistemas modelo con dos
propésitos fundamentales: (1) comprender de mejor manera los procesos bioldgicos
que se basan en el reconocimiento molecular (interacciones enzima-sustrato,
antigeno-anticuerpo, entre muchos otros) y (2) obtener nuevos materiales
(catalizadores, sensores, entre otros) que imiten las propiedades de los sistemas

bioquimicos, area que se conoce como quimica biomimética [19].



Por lo anterior, recientemente surgié una nueva area de la quimica, la quimica
supramolecular, la cual se ocupa de las interacciones no covalentes y fue
denominada como la “quimica mas alla de la molécula” por J.M. Lehn [1]. Es un
area multidisciplinaria enfocada al estudio de ensambles moleculares unidos a través
de interacciones no-covalentes, que puede verse como una extensién de la quimica
clasica (quimica del enlace covalente), que une atomos para formar moléculas, a una
quimica que estudia la unidon de moléculas (quimica del enlace no covalente).

Los antecedentes de la quimica supramolecular datan desde el siglo XIX,
cuando se establecieron los principios basicos de esta area. En particular, la idea de
quimica de coordinacion formulada por Alfred Werner (1893), el concepto de llave-
cerradura por Emil Fisher (1894) y el descubrimiento de las ciclodextrinas —las
primeras moléculas receptoras- por Villiers y Hebd (1891). Estos conceptos fueron
refinados y modificados mas adelante, pero las ideas basicas siguen vigentes; por
ejemplo, Koshland formulé el concepto del ajuste inducido (1958) en el cual las
moléculas sufren cambios conformacionales durante la formacién del complejo
receptor — huésped. El modelo de ajuste inducido, que substituye al modelo llave-
cerradura, da una vision mas dinamica del evento de enlace y facilita la explicacion
de fendmenos tales como el de cooperatividad [20].

La rapida expansién en la quimica supramolecular durante las ultimas dos
décadas ha dado como resultado una amplia diversidad de sistemas quimicos
supramoleculares pero, en general, la quimica supramolecular puede clasificarse en
dos amplias categorias: El autoensable y la quimica receptor — huésped. En esta
ultima categoria dos 0 mas moléculas o iones se mantienen unidos por interacciones
no covalentes formando un complejo receptor — huésped o supramolécula, y es en

dicha categoria donde se centra el presente trabajo de tesis.



1.2 Quimica Receptor — Huésped. Receptores Artificiales

En la quimica receptor — huésped, generalmente el nombre receptor es
asignado a la molécula de mayor tamafo, la cual posee sitios de enlaces
convergentes; también es muy comun que los receptores presenten una cavidad o
hueco central. Por ejemplo, en un sistema enzima-sustrato, la enzima seria el
receptor y el sustrato seria el huésped; en quimica de coordinacion, el ligante es el
receptor y el ion metalico el huésped [33].

La pregunta fundamental que debe responder la quimica receptor — huésped
es: ¢Qué receptor es adecuado para un determinado sustrato? De acuerdo al
modelo llave-cerradura, la complementariedad es el principal factor. Muy
frecuentemente se requieren de varias interacciones no covalentes para la formacion
de un complejo supramolecular estable, por lo que se necesita del efecto aditivo de
varios sitios de enlace e incluso de efectos de cooperacidén entre ellos. A mayor
complementariedad entre los sitios de enlace del receptor con los sitios de enlace del
huésped, mayor la energia de enlace. Esta complementariedad no es sélo entre los
enlaces no covalentes en lo individual, sino en la forma y distribucién de carga de
ambas moléculas. Un enlace selectivo es una combinacion de un excelente ajuste
estérico, que complemente muy bien las distribuciones de carga entre las superficies
del huésped y de la cavidad del receptor, y un adecuado arreglo espacial de, por
ejemplo, grupos donadores y aceptores de enlace de hidrogeno, maximizando de
esta manera las fuerzas atractivas y minimizando las fuerzas repulsivas entre el

receptor y el huésped [20].

1.2.1 Receptores Artificiales.

Diversos tipos de receptores se encuentran presentes en la naturaleza, los
cuales cumplen funciones vitales para los organismos vivos, todas ellas asociados al
reconocimiento molecular de un sustrato particular por un tipo de receptor especifico.
Debido a lo complejo de las moléculas que intervienen en los sistemas bioquimicos,

como son las proteinas y los acidos nucleicos, se ha recurrido a la sintesis de



moléculas relativamente pequefias que puedan imitar las propiedades de los
receptores naturales, a los cuales se les denomina receptores artificiales.

Existen dos tipos generales de receptores artificiales: los receptores de
cadena abierta y los de cadena cerrada o macrociclos. Los compuestos
macrociclicos son los mas utilizados para imitar los procesos biologicos y dentro de
estos se encuentran los éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos y ciclofanos. Cada
grupo se diferencia por sus grupos funcionales, los cuales les confieren
caracteristicas de reconocimiento hacia sustratos afines a estos grupos, ya sean
hidrofébicos o hidrofilicos [2, 25].

Dado que en este trabajo se utilizan los receptores artificiales denominados
ciclofanos se describiran con mayor detalle a continuacion.

Un compuesto macrociclico tipo ciclofano se define de manera concreta como
una molécula ciclica que contenga al menos una unidad aromatica unida al menos
por un puente alifatico [21] (figura 1). La presencia de anillos aromaticos le confiere a
la molécula una estructura bien definida, con profundidad suficiente y la rigidez
adecuada para la organizacion de los sitios de enlace.

Para lograr que un ciclofano adquiera solubilidad en agua se introducen cierto
numero de grupos cargados ya sea en el borde de la cavidad o mas cercanos a los
sitios de enlace. Otra caracteristica de los ciclofanos es que pueden manejarse en
disolventes organicos como receptores de compuestos organicos o iones metalicos
[22, 23, 24]. El hecho de que los ciclofanos sean tan utilizados para llevar a cabo el
reconocimiento molecular, se debe a que cumplen con muchas de las caracteristicas
que deben satisfacer los receptores artificiales para realizar este fendmeno, las
cuales son [21]:

1. Manifestar selectividad en el reconocimiento de moléculas huésped en base a
su constitucion y configuracion.

Ser quimicamente estables.

Contar con sitios para la introduccion de grupos cataliticos o sitios de

reconocimientos adicionales.

4. Tener la posibilidad de unirse a compuestos poliméricos.

Deben ser sintetizados por métodos sencillos.
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V\a

Figura 1. Estructura del para[5]ciclofano. a) unidad aromatica y b) puente alifatico.
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Se considera que los ciclofanos son el centro de los receptores artificiales
pues tienen una gran capacidad de complejacion hacia sustratos de diferente
naturaleza: compuestos organicos e inorganicos, en forma de cationes o aniones e

inclusive moléculas neutras [23].

1.2.2 Sintesis de Receptores Macrociclicos.

La sintesis de receptores macrociclicos implica tomar en cuenta dos puntos
importantes para que la reaccion se lleve a cabo con éxito: es preciso aumentar la
reactividad de los reactantes y se debe evitar oligomerizacion lineal o polimerizacion
de los mismos. Este ultimo problema suele ocurrir debido a que los reactivos son dos
compuestos bifuncionales.

Para evitar los problemas anteriores, existen tres métodos de sintesis que
ayudan a reducir la probabilidad de que eso ocurra y con esto aumentan el
rendimiento de reaccidon: 1) método de alta dilucion, 2) método de reacciones
templadas o con efecto plantilla y 3) método de control conformacional. Cada uno de
los métodos se describe a continuacion:

1. Método de alta dilucién: en soluciones suficientemente diluidas es mas probable
que se lleve a cabo una reaccion intramolecular, conduciendo a la formacion del
macrociclo y por lo tanto se reduce la probabilidad de reaccion intermolecular con
la que se favorece la formacion del polimero [26].

2. Método de reacciones templadas o con efecto plantilla: estas reacciones se llevan
a cabo en presencia de iones metalicos, los cuales activan y orientan mediante
complejacién a uno de los reactantes en la macrociclizacién [27]. Este método se
emplea en la sintesis de éteres corona y el rendimiento de reaccion se ve
aumentado considerablemente por la seleccién apropiada del metal.

3. Método de control conformacional: algunas ciclizaciones se pueden llevar a cabo
exitosamente en soluciones concentradas debido a que las conformaciones de los
reactivos iniciales favorecen solo una de todas las posibles reacciones [28]. Los
compuestos que participan en esta metodologia son de estructuras rigidas en los
cuales las distancias entre los grupos de condensacién en ambos componentes

son iguales.
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1.2.2.1 Sintesis Asistida por Microondas. Los métodos de sintesis
anteriores son eficientes para reacciones de ciclizacion; sin embargo, en muchos
casos se desea mejorar las propiedades de un receptor macrociclico y se recurre a
su modificacién estructural. Estas modificaciones no siempre requieren de los
cuidados de una ciclizacién y pueden llevarse a cabo mediante técnicas de sintesis
menos complicadas. Una técnica relativamente nueva y ampliamente utilizada para
sintesis quimica es la técnica de microondas; con ella es posible sintetizar o
modificar diversidad de compuestos en tiempos relativamente mas cortos, con
rendimientos mas altos y empleando cantidades de solventes minimas o nulas.

La radiacién electromagnética de las microondas se encuentra en el rango de
frecuencias de 0.3 — 300 GHz, que corresponde a longitudes de onda entre 1 mmy 1
m. Por lo tanto, la region de microondas en el espectro electromagnético cae entre el
infrarrojo y las ondas de radio. Son principalmente utilizadas en telecomunicacion o
para transferencia de energia. Por ejemplo, las longitudes de onda comprendidas
entre 1 y 25 cm son utilizadas como transmisores del RADAR. Por otro lado, todos
los hornos de microondas de uso doméstico y todos los reactores de microondas
para sintesis quimica disponibles comercialmente, operan a una frecuencia de 2.45
GHz (correspondiente a una longitud de onda de 12.25 cm) con el fin de evitar la
interferencia con la telecomunicacion y las frecuencias de los teléfonos moviles.

Tradicionalmente la sintesis organica se lleva a cabo mediante conduccion de
calor con ayuda de una fuente externa. Este es un método relativamente lento e
ineficiente para transmitir energia a un sistema ya que depende de las corrientes de
conveccion y de la conductividad térmica de varios materiales y generalmente la
temperatura del recipiente es mas elevada que la temperatura de la mezcla de
reaccion.

En contraste, la radiacion con microondas produce calentamiento interno
eficiente debido al acoplamiento directo de la energia de las microondas con las
moléculas presentes en la mezcla de reaccion. Por lo tanto, la radiacién con
microondas aumenta la temperatura de toda la mezcla simultaneamente, mientras
que con el calentamiento convencional la mezcla de reaccion que se encuentra en

contacto con las paredes del recipiente se calienta primero. Los materiales
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(borosilicatos, cuarzo o teflén) de los cuales estan elaborados los recipientes para los
reactores de microondas modernos son transparentes a las mismas y permiten que
la radiacion pase a través de ellos invirtiendo el gradiente de temperatura en
comparacion con el calentamiento convencional (figura 2).

En resumen, la técnica de microondas puede ser utilizada para mejorar los
meétodos convencionales de sintesis, ya que debido a la alta eficiencia en el
calentamiento de reaccidn es posible disminuir los tiempos y volumenes de reaccion

y aumentar los rendimientos de la misma [29].

1.3 Estabilidad de los Complejos Supramoleculares

1.3.1 Interacciones no Covalentes

Las interacciones no covalentes representan la energia que mantiene unidas a
las especies supramoleculares. Son considerablemente mas débiles que los enlaces
covalentes, cuya energia se ubica entre 150 — 450 kJ mol™" para enlaces sencillos.

Las interacciones no covalentes se encuentran en el rango de 2 kJ mol™ para
las fuerzas de dispersidn, hasta 300 kJ mol™” para las interacciones idnicas. Sin
embargo, cuando estas interacciones se presentan de manera cooperativa pueden
existir complejos supramoleculares muy estables. El termino “no covalente” incluye
un amplio rango de atracciones y repulsiones que se resumen en la tabla 1 y se
describen a continuacion.

1.3.1.1 Interacciones Iénicas y Bipolares. Se dividen en tres categorias: 1)
interaccién i6n-ion, 2) interaccion ion-dipolo y 3) interaccion dipolo-dipolo. Las tres
estan basadas en la atraccion entre cargas opuestas expresada en la ley de
Coulomb: "La magnitud de cada una de las fuerzas eléctricas con que interactian
dos cargas puntuales es directamente proporcional al producto de las cargas e

inversamente proporcional al cuadrado de la distancia que las separa”.
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Figura 2. Comparacion del flujo de calor en (a) las técnicas convencionales y en (b)
la técnica asistida por microondas [29].

Tabla 1. Interacciones no covalentes.

Interaccién Fuerza (kJ mol™) Ejemplo

[6n-i6n 200-300 Cloruro de
tetrabultilamonio.

lon-dipolo 50-200 Sal en agua

Dipolo-dipolo 5-50 Acetona

Enlace de hidrogeno 4-120 Agua, etanol.

n—T 0-50 Benceno y grafito

van der Waals <5 (varia dependiendo Interaccion de argdn con

del area) HCI
Hidrofdbico No existe un valor Inclusién de compuestos

en ciclodextrinas.

Fuente: [30].
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1) Interaccién ion-ion: es la mas fuerte de todas y puede compararse con el enlace
covalente al tener una magnitud de fuerza de 300 kJ mol”. Este tipo de
interacciones son no direccionales, lo cual significa que ocurren en cualquier
orientacion.

2) lon-dipolo: es de tipo direccional, es decir, se requiere que las moléculas se
orienten entre si, de tal manera que solo se presenta cuando ambas especies se
encuentran en la direccion optima. La energia esta entre los 50-200 kJ mol™.

3) Dipolo — dipolo: presenta dependencia de la orientacion para que se lleve a cabo y
es mas débil que la interaccidn ion — dipolo ya que la densidad de carga en los
iones es mayor que en los dipolos. A pesar de ser de las interacciones
direccionales mas débiles, son muy importantes porque proporcionan a las
especies moleculares un determinado arreglo espacial. Dicha disposicion

geométrica es fundamental en los procesos biologicos[30].

1.3.1.2 Enlace de Hidrégeno. Es un tipo especial de interaccién dipolo-
dipolo entre un protén unido a un grupo donador (D) y un grupo aceptor (A) (figura 3)
y es considerada la interaccion no covalente de mayor importancia en la quimica
supramolecular. Se caracteriza por ser fuerte y de alto grado de direccionalidad. La
energia de ésta interaccion esta en el intervalo de 4 - 120 kJ mol”, aunque la
mayoria se ubica por debajo de los 60 kJ mol™.

Los donadores de enlace de hidrégeno son grupos con un atomo de hidrogeno
unido a un atomo electronegativo, formando asi un dipolo, en donde el atomo de
hidrogeno tendra carga positiva parcial. Los grupos aceptores de enlace de
hidrégenos son dipolos con atomos que contienen electrones disponibles (no
enlazantes), como por ejemplo el atomo de oxigeno en el grupo carbonilo, con los
cuales puede interactuar el hidrégeno con carga parcial positiva.

En la naturaleza existen varios tipos de moléculas biolégicamente importantes
que contienen varios grupos funcionales tanto aceptores como donadores de enlace
de hidrégeno: aminoacidos, carbohidratos, nucleotidos, entre otros. Un ejemplo
sobresaliente es el ADN, en donde los numerosos enlaces de hidrogeno son los

responsables de mantener unida la doble hélice de su estructura (figura 4).
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Figura 3. Representacion de la interaccion enlace de hidrégeno. El atomo aceptor es
representado por la letra A y el donador por la letra D [30].

Figura 4. Enlaces de hidrégeno presentes en el ADN. Estos se representan con una
linea punteada entre guanina y citosina y adenina y timina. Esta interaccion
existe a lo largo de toda la doble hélice del ADN.
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La fuerza del enlace de hidrogeno difiere entre varios sistemas y no
necesariamente esta correlacionada con la acidez de Bronsted del donador de
protén. La fuerza de la interaccion depende principalmente del tipo de atomo
electronegativo unido al atomo de hidrégeno y de la geometria que adopta el enlace
de hidrégeno en la estructura. Las diferentes geometrias de los enlaces de hidrégeno
se muestran en la figura 5.

La geometria de un enlace de hidrégeno vy el tipo de grupo donador y aceptor
determinan la longitud y fuerza de la interaccidon, ésta ultima se clasifica en tres
categorias: fuerte, intermedia y débil (tabla 2).

El enlace de hidrogeno fuerte tiene caracter similar al covalente (por ello se le
conoce como enlace), en donde el atomo de hidréogeno esta cerca del punto central
entre el atomo donador y aceptor. La interaccion es mas intensa cuando el hidrégeno

esta situado entre dos bases fuertes, por ejemplo en el i6n HF? que es practicamente

lineal con el atomo de hidrogeno entre los dos atomos de flaor (F---H---F)" [30].

Se forman enlaces de hidrégeno de fuerza intermedia entre un donador y un
aceptor neutros, via pares de electrones no enlazantes, como sucede en la auto
asociacion de acidos carboxilicos. Este tipo de enlace no tiene geometria lineal sino
que esta ligeramente flexionado y su distribucion angular esta influenciada por

factores estadisticos.
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Figura 5. Geometrias de los puentes de hidrégeno: a) lineal; b) inclinado; ¢) donador
bifurcado; d) aceptor bifurcado; e) trifurcado; f) tres centros bifurcados [30].

Tabla 2. Enlace de hidrogeno y sus propiedades (A, aceptor; D, donador).

Interaccién/propiedad Fuerte Moderado Débil

D-H---A Principalmente Principalmente electrostatico
covalente electrostatico

Energia de interaccion (kJ 60-120 16-60 <12

mol™)

H---A 1.2-1.5 1.5-2.2 2.2-3.2

D---A 2.2-2.5 2.5-3.2 3.2-4.0

Angulo de interaccion 175-180 130-180 90-150

Fuente: [30].
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1.3.1.3 Enlace de Hidrégeno no Convencional. El enlace de hidrégeno no
convencional es un enlace débil, ya que es aun menos lineal e involucra
interacciones del tipo: CH---O, CH---N, OH---r, NH---n, CH---S; en algunos casos
puede formar interacciones perpendiculares CH---n, las cuales comunmente se
consideran como interacciones de van der Waals.

¢ Qué hace diferentes a estas interacciones para ser consideradas como
enlaces de hidrogeno y no interacciones de van der Waals? La diferencia
fundamental es la direccionalidad del enlace, es decir, enlaces con simetrias
cercanas a la linearidad son favorecidas energéticamente sobre aquellos “doblados”.
En contraste, las interacciones de van der Waals son isotropicas, es decir, sus
energias son independientes del angulo de contacto.

Un ejemplo de la relevancia del puente de hidrogeno no convencional se
encuentra el caso de los puntos de fusidén, en donde generalmente, un elevado punto
de fusion se asocia a la presencia de puentes de hidrégeno. Al comparar los puntos
de fusioén del resorcinol (molécula con dos grupos alcohol) con la 1,4-benzoquinona
(molécula con dos grupos cetona), los cuales tienen un peso molecular comparable,
se observa que la 1,4-benzoquinona, la cual forma puentes de hidrogeno no
convencionales, tiene mayor punto de fusién (116°C) que el resorcinol (111°C) [31,
32].

1.3.1.4 Interacciones w. Existen dos tipos de interacciones n que se
presentan en los sistemas supramoleculares: (i) interaccién cation-x, e (ii) interaccion
TT—TT.

Las interacciones n—n se presentan generalmente de dos formas. El primer
tipo es la interaccion cara-cara, en donde dos sistemas de anillos aromaticos
paralelos, separados por una distancia 3.5 A, se encuentran desplazadas uno del
otro de tal manera que la interaccion se da entre el centro de un anillo y la esquina
del otro (figura 6 a). El segundo tipo es cuando hay un ordenamiento borde-cara, en
donde un atomo de hidrégeno de uno de los anillos interactua en orientacion

perpendicular con respecto al centro del otro anillo (figura 6 b).
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Figura 6. Geometrias de las interacciones n—n. a) Ordenamiento cara - cara y b)
ordenamiento borde — cara.
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La interaccion n—n surge de la atraccion entre la carga negativa originada por
la nube electronica del sistema conjugado del anillo y la carga positiva del esqueleto
de enlaces ¢ de una molécula vecina.

Las interacciones n—n existen en la naturaleza y las podemos encontrar en la
interaccidn cara-cara que se presenta entre las bases del ADN. Otro ejemplo es la
estructura del grafito, que se mantiene unida mediante interacciones n—n cara-cara
(figura 7), las cuales son débiles y por lo tanto las capas que conforman el grafito se
deslizan facilmente unas con respecto a otras. Es por el deslizamiento de estas
capas que el grafito se emplea en lubricantes.

1.3.1.5 Interacciones de van der Waals (interacciones de dispersion).
Las interacciones de van der Waals son efectos de dispersion que surgen de
fluctuaciones de la distribucion de electrones entre especies muy cercanas entre si.
La nube de electrones de una molécula es capaz de moverse de su ubicacién
momentanea en la molécula y con ello formar un dipolo instantaneo en la molécula.
Este tipo de interacciones es no direccional [30].

Este desplazamiento en la distribucion de electrones (o dipolo) entre dos
especies adyacentes alineara a las moléculas de tal manera que la carga parcial
positiva de una sera atraida por la carga parcial negativa de otra y se producira una
interaccion de London. La fuerza de éstas interacciones es dependiente de la
polarizabilidad de la molécula; entre mayor sea ésta, mayor sera la fuerza de
interaccion. La energia potencial de las interacciones de London decrece
rapidamente conforme la distancia (r) entre las moléculas aumenta (depende del
reciproco de la sexta potencia de la distancia; es decir, 1/r°). Este tipo de fuerzas
son las responsables de la desviacion de la idealidad de los gases reales. También
son importantes en la formaciéon de compuestos de inclusidon o encapsulamiento de
moléculas organicas pequefas por cavidades moleculares [30].

Las interacciones de van der Waals o de dispersion también son conocidas
como interacciones de London. Sin embargo, algunos autores agrupan las
interacciones dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido y las interacciones de dispersion

con el nombre de interacciones de van der Waals.
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Figura 7. Interacciones n—n cara-cara que mantienen unidas a las capas de grafito.
Representacion de las capas a) con un enfoque desde arriba y b) con
enfoque de lado.
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1.3.1.6 Efecto Hidrofébico. El efecto hidrofébico surge de la exclusion de
los grupos o moléculas no polares de una solucién acuosa (figura 8). Esta situacion
es energeticamente mas estable porque las moléculas de agua interactian mas
fuerte entre ellas o con otras moléculas polares que con las no polares.

El efecto hidrofobico juega un papel importante en algunos sistemas
supramoleculares, por ejemplo, en el reconocimiento molecular de moléculas
organicas por ciclofanos o ciclodextrinas en agua.

Dicha interaccidon puede dividirse en dos componentes energéticos conocidos
como efecto hidrofébico entalpico y efecto hidrofobico entropico [30].

Las interacciones con efecto hidrofobico entalpico se presentan cuando un
huésped reemplaza el agua contenida en una cavidad. Esto ocurre facilmente ya que
el agua no interactua fuertemente con la cavidad hidrofébica del receptor y la energia
del sistema es alta. Una vez que el agua ha sido desplazada por el huésped, la
energia del sistema disminuye por la interaccién de las moléculas de agua excluidas
de la cavidad con el resto del solvente. En este caso también hay un factor entrépico,
ya que el agua que previamente se encontraba ordenada dentro de la cavidad se
desordena fuera de la misma.

Las interacciones que presentan efecto hidrofébico entropico se presentan
cuando hay dos o0 mas moléculas organicas en solucion acuosa, en donde cada una
de ellas se encuentra rodeada de una capa ordenada de moléculas de agua con el

fin de mantenerlas en solucion.
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Figura 8. Representacion del

efecto hidrofdébico.

Puede apreciarse el

desplazamiento de las moléculas de agua (area punteada) de la
superficie hidrofébica (area gris) durante éste efecto.
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Al llevarse a cabo la combinacion de las mismas, se da la formacion de una
nueva capa de agua que rodea al complejo supramolecular formado. Sucedido esto,
la superficie organica que se mantiene en solucién disminuye, y con ello, la capa
ordenada de moléculas de agua también sera menor, hay menos interrupciones (un
hueco en la fase acuosa en lugar multiples huecos) y por lo tanto una ganancia
entropica y la energia libre del sistema disminuye [30] (figura 9).

1.3.2 Factores Entrépicos. Efecto Quelato y Preorganizaciéon

La formacién de un complejo supramolecular formado por dos o mas
moléculas es desfavorable entrépicamente. El costo entropico necesita ser
compensado por la entalpia liberada durante la union receptor — huésped y en virtud
de ello existen diversas estrategias para reducir al minimo dicho costo entrépico.

Una de ellas es incorporar mas de un sitio de enlace en el receptor. Cuando el
primer enlace se forma, el costo entropico de unir dos moléculas es alto, pero el
segundo y los subsecuentes enlaces entre las dos mismas moléculas ya no sufren la
perdida de entropia y por lo tanto su contribucion a la energia libre de enlace es
mayor. Este efecto es llamado efecto quelato y es muy conocido en quimica de
coordinacion desde hace mucho tiempo. Ligandos bidentados generan anillos y el
efecto quelato depende del tamafo de dichos anillos. El tamafio 6ptimo es de anillos
de cinco miembros, anillos mas pequenos sufren de tension angular y anillos mas
grandes requieren mayor cambio conformacional para formar el complejo.

Los mismos argumentos pueden utilizarse en la formacion de un complejo
supramolecular. Si el mismo numero de sitios de enlace se incorporan a un receptor
macrociclico, la unién del huésped sera mas favorable, ya que cada ciclizacion
reduce la flexibilidad conformacional del receptor libre y por lo tanto el costo
entrépico seré menor durante la complejacion en el caso de un receptor macrociclico
comparado con un receptor analogo de cadena abierta. Estos conceptos fueron
desarrollados por Donald Cram en el llamado principio de preorganizacion [20]: un
receptor disefiado para poseer sitios de enlace en una conformacion fija,
complementaria a la conformacion del huésped, lo unira con mucha mayor fuerza
que un receptor mas flexible, el cual requerird de un mayor cambio conformacional

para la formacion del complejo (mayor costo entrépico).
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a) b)

Figura 9. Interaccién de moléculas organicas en solucion acuosa durante el efecto
hidrofébico. a) Antes de interaccionar, donde existe mayor numero de
huecos, b) Union de grupos hidrofobicos formando un solo hueco. El area
azul representa la capa de agua ordenada rodeando los grupos

hidrofébicos (huecos).

26



Un ejemplo muy claro del principio de preorganizacion se presenta al
comparar el ligando 18-corona-6, relativamente flexible, con el esferando de alta
rigidez mostrado en la figura 10, el cual presenta seis atomos de oxigeno de una
manera preorganizada para enlazar iones alcalinos: las constantes de asociacion
difieren en un factor de 10" [20].

Cuando se discuten factores entrépicos se debe tener presente que existen
complejos supramoleculares estables cuya entalpia de enlace es desfavorable, lo
cual significa que su formacién es conducida por entropia (entropy-driven host-guest
binding). Esto es posible si el receptor en su forma libre contiene moléculas de
solvente como huésped, las cuales se reemplazan por huéspedes de mayor tamafio.
En esta circunstancia el complejo receptor-huésped libera mas moléculas que las
que se enlazan y la reaccion global tiene una ganancia entropica por el incremento
de moléculas libres. En la siguiente seccion se discute este fendbmeno en mayor
detalle.

1.3.3 Efecto del Solvente en la Estabilidad de Complejos.

En un sistema en donde se forman complejos anfitrion-huésped existen interacciones
que compiten para formar a la especie supramolecular, estas pueden ser tanto de
huéspedes potenciales e inclusive moléculas del solvente.

El numero de moléculas del solvente es mucho mayor que las moléculas
presentes del anfitrion y del huésped dentro del sistema, por lo que suelen marcar
una diferencia significativa en la dinamica y energias de asociacion propias de la
interaccion.

La importancia del solvente en la quimica supramolecular puede ser
sumamente exagerada. En los casos de estado solido, las moléculas de solvente
normalmente son incluidas como huéspedes en las redes cristalinas y usualmente

intervienen en la nucleacion y deposicién de un compuesto cristalino.
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Figura 10. Comparacion de las estructuras de los receptores 18-corona-6 (izquierda)
y esferando (derecha) los cuales presentan diferente preorganizacién
reflejandose en los valores de K, en la union de metales alcalinos. El
esferando tiene un valor de K, 10 érdenes de magnitud mas grande que
el 18-corona6 [20].
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Por otro lado, cuando el anfitrion y el huésped estan en solucion, estos se
encuentran rodeados por moléculas de solvente unidas a través de interacciones no
covalentes. Para que ocurra la formacion del complejo la mayoria de estas
interacciones necesitan romperse, generando con ello modificaciones entalpicas y
entropicas. De esta manera, todos los fendmenos de complejacion en solucién estan
en competencia con las interacciones de solvatacion

Entalpicamente se requiere un consumo de energia para romper los enlaces
solvente-anfitrion y solvente-huésped. Sin embargo, este fendmeno provoca la
remocidén de moléculas de solvente, lo que les permite tener mas grados de libertad
en solucién, aumentando en consecuencia la entropia y facilitando la formacién de
enlaces solvente-solvente [33, 34]. Los solventes polares, particularmente el agua,
compiten efectivamente por sitios formadores de enlace de hidrégeno generando
efectos hidrofébicos de gran importancia.

Es por lo anterior que una discusiéon de la constante de afinidad sin mencionar
el solvente carece de sentido. Hoy en dia, un experimento comun para diferenciar la
afinidad de un receptor hacia varios huéspedes, consiste en disminuir la constante
aparente variando la competitividad del solvente. De esta forma, las constantes muy
grandes que resultan dificiles de medir en un determinado solvente, se ven
disminuidas en solventes mas competitivos y se vuelven experimentalmente
medibles.

Un ejemplo de la influencia del solvente en las constantes de uniéon se muestra
en la tabla 3 para el sistema del receptor A con el huésped imidazol (figura 11). En
ella se observa claramente que la afinidad aumenta en solventes no polares, donde
el mayor valor fue de 128,000 M™ obtenido en 1,1,2,2-tetracloroetano. Esto se debe a
que este solvente es demasiado grande para entrar en la cavidad del receptor

evitando asi la competencia con el huésped por el sitio de union [33].
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Tabla 3. Influencia del solvente en la constante de afinidad del receptor A para el
huésped organico neutro imidazol (298K) [33].

Solvente Tipo de solvente Ki.1 (M-1)
CH,Cl, No polar 240
CHCI; No polar 490

CH5CCl, No polar 8161

CHCI,CHCI, No polar, de cadena mas 128000
larga
Tetrahidrofurano No polar, coordinante 29.0
(THF)
2-Me-THF No polar, coordinante 77.0
2,5-Me,-THF No polar, coordinante 185
2,2-Me>-THF No polar, coordinante 156
2,2,5,5-Me,-THF No polar, coordinante 1067
impedido estéricamente
Tetrahidropirano No polar, coordinante 104
1,4-dioxano No polar, coordinante 87
ter-butilmetiléter No polar, coordinante 566
iso-propanol Polar, proético 13
ter-butil alcohol Polar, proético 66
Acetonitrilo Polar, aprotico, coordinante No se detecta
asociacion

L3

Figura 11. Estructura del receptor A utilizado en los experimentos de variacion de la
polaridad del solvente con el huésped imidazol [33].
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1.3.4 Métodos de Determinacion de Ila Estabilidad de Complejos
Supramoleculares.

Una de las razones del lento avance de la quimica supramolecular en sus
primeros afnos, a pesar de su evidente importancia en aspectos fundamentales para
la quimica y la biologia, es que las interacciones no covalentes requieren de métodos
sofisticados para su estudio, los cuales no se habian desarrollado en los inicios de la
quimica supramolecular [35]. El desarrollo de técnicas e instrumentos de mayor
sensibilidad y poder de resolucion, y sobre todo, la capacidad de procesamiento de
las sefales por los equipos de cémputo, ha permitido el avance en la quimica
supramolecular. Dos técnicas que han hecho aportaciones significativas al estudio de
la formacion y estabilidad de los complejos supramoleculares son: quimica
computacional y resonancia magnética nuclear.

1.3.4.1 Estudios Computacionales. La quimica computacional es la rama de
la quimica tedrica que se encarga del modelaje de aspectos quimicos con ayuda de
la computadora, la cual tiene aplicaciones en diversas ramas de la ciencia como lo
son la quimica organica e inorganica, espectroscopia, bioquimica, fisica, ciencia de
materiales, entre otros.

La quimica computacional tiene como desafios principales: predecir la
estructura molecular, caracterizar a una molécula de acuerdo a sus niveles de
energia y propiedades electronicas, verificar la estabilidad de los sistemas quimicos y
determinar las diferencias de energia de diferentes estados, explicar los avances de
las reacciones quimicas, asi como sus mecanismos a nivel atdmico y molecular. Esta
rama de la quimica se fundamenta en la mecanica cuantica.

Mediante la quimica computacional es posible eliminar buena parte del tiempo
requerido en estudios experimentales y reducir los costos tanto en investigacion
como en docencia. Las ventajas que proporcionan los datos obtenidos por
computadora no implica el abandono de los estudios experimentales, sino que debe
considerarse a la quimica computacional como una guia poderosa para predecir el
comportamiento molecular y va de la mano con la quimica experimental [35, 36].

En quimica computacional existen diversos métodos para la obtencién de la

informacion, los cuales se clasifican en tres grupos: 1) Mecanica Molecular, 2)
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Semiempiricos y 3) DFT/ab-initio No todos los tipos de calculos son posibles en

todos los métodos, ni existe un método que sea el mejor para todo calculo. El método

a elegir depende de la informacién que se desea obtener y para cada uno existen

ventajas y desventajas, las cuales se mencionan a continuacion:

1.

Mecanica molecular. Utiliza la fisica clasica y depende de campos de fuerza
con parametros obtenidos empiricamente. Se caracteriza por sus tiempos
cortos de obtencién de datos y por no requerir recursos sofisticados de
computo. La principal desventaja es que solo se aplica a un limitado numero
de moléculas las cuales son generalmente sistemas de gran tamafio como las
enzimas y no calcula sus propiedades electronicas.

Métodos semiempiricos. Se aplican los principios de la fisica cuantica y
parametros empiricos obtenidos experimentalmente. Para los calculos se
requiere menos recursos de computo que en los métodos ab initio, y es capaz
de calcular estados de transicion y estados excitados. Los sistemas que
pueden ser estudiados por estos meétodos comprenden a moléculas de
tamano medio (a nivel de cientos de atomos).

ab-initio/DFT. Al igual que los métodos semiempiricos utiliza la fisica cuantica
pero, a diferencia de estos ultimos, no utiliza parametros experimentales y es
mas riguroso matematicamente. Puede estudiarse un amplio campo de
sistemas y es capaz de calcular estados de transicion y estados excitados. La
principal desventaja es que necesita de recursos sofisticados de computo para
un analisis eficiente, pero debido a esto los resultados obtenidos son de alta
precision. Los sistemas que califican para estudiarse por este método son

sistemas pequefos (decenas de atomos) [35].

Con la descripcion anterior podemos partir para seleccionar el mejor método para

un sistema dado. En el presente trabajo de tesis, los sistemas a estudiar son

complejos supramoleculares formados entre ciclofanos y aminoacidos los cuales

cuentan con 220 atomos aproximadamente, por lo cual se seleccioné un método ab

initio modificado, el método DFT, para el analisis tedrico. El programa utilizado para

ejecutar el método DFT fue el Gaussian 09 y se describira a continuacion.
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1.3.4.1.1 Gaussian 09. Es un programa comercial utilizado en quimica teérica
y fue lanzado inicialmente en afio de 1970 por John Pople y su grupo de
investigacion en la Universidad Carnegie-Mellon con el nombre de Gaussian 70 el

cual se ha actualizado continuamente desde entonces.

Los resultados que se logran con ayuda de éste programa se obtienen
resolviendo la ecuacion de Schroédinger basandose en la teoria de orbitales
moleculares (TOM), en donde, a partir de unos parametros iniciales (el tipo de
meétodo, funciones base y coordenadas iniciales de la molécula), calcula la funcién de
onda molecular y se obtienen una serie de propiedades atomicas y moleculares tales
como energia de la molécula, optimizacibn de las coordenadas y densidad
electronica. De esta manera es posible obtener de manera precisa la energia
conformacional de una molécula o complejo supramolecular y compararlo con

resultados experimentales.

A partir de los calculos es posible obtener la estructura de los sistemas
estudiados utilizando el programa Gaussview u otros programas que permitan su

visualizacion tales como pymol o chemcraft.

El programa Gaussian 09 puede utilizarse con el método de la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés) en el cual debe sefalarse el
funcional que se utilizara durante los calculos y este a su vez se utiliza con un
funcional de base. A continuacion se resumira brevemente cada uno de los
componentes utilizados comunmente en la realizacion de calculos tedricos con el
programa Gaussian 09 [35].

1.3.4.1.2 Teoria del funcional de la densidad (DFT). Los métodos ab initio
tradicionales se basan en una funcién de onda multielectrénica. Esta resolucion de la
ecuacion de Schrdédinger permite describir de forma exacta el comportamiento de
sistemas muy pequenos pero su capacidad de prediccidon se ve limitada ya que son
funciones demasiado complejas de resolver. El método DFT reformula este problema
para ser capaz de obtener la energia y la distribucion electronica del estado

fundamental, trabajando con el funcional de la densidad electronica en lugar de
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trabajar con la funcion de onda. DFT es mas simple ya que la densidad electronica
s6lo depende de 3 variables mientras que la funcién de onda de un sistema de N
electrones depende de 3N variables.

La principal ventaja de utilizar la densidad electronica y no una funcion de
onda multielectronica, es que es una magnitud mucho mas simple que es mas facil
de calcular y en consecuencia es posible analizar sistemas mucho mas complejos
[371].

1.3.4.1.3. Funcional hibrido B3LYP. Un funcional hibrido se refiere a la
combinacion del calculo DFT con calculos proveniente del método de Hartree-Fock.
La hibridacién con el intercambio exacto “Hartree-Fock” provee un esquema sencillo
para mejorar muchas propiedades moleculares. Esta combinacion hace que los
resultados de sean mas precisos y es necesaria para los calculos con el método de
DFT.

En el ano de 1993, Axel Becke introdujo el enfoque hibrido para la
construccion de aproximaciones del funcional de la densidad, y con ello naci6 el
funcional de Becke. Mas tarde Lee, Yang y Parr, introdujeron 3 parametros mas al
funcional de Becke y el nombre cambi6 a B3LYP [36].

Un funcional hibrido de intercambio-correlacion se construye como la
combinacion lineal del funcional del intercambio exacto de Hartree-Fock y cualquier
numero de funcionales de la densidad de intercambio y correlacion explicitos. El
funcional B3LYP posee bajos valores de error para la determinacion de distancias de
enlace [38].

1.3.4.1.4. Funciones de base. Existen dos tipos de funciones de base: las
de slater (STO) y tipo gaussianas (GTO). Las primeras se consideran de mejor
descripcion pero computacionalmente complicadas. Las funciones gaussianas dan
una descripcidon de menor calidad pero se consideran de alta eficiencia.

El éxito de los calculos tedricos radica en la correcta eleccién de la base,
cuanto mas pequefia sea, mas bajo sera el nivel de calculo y cuanto mejor sea el tipo
de base menor sera el numero de funciones requeridas para alcanzar el mismo nivel

de precision.
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Una de las bases de mayor eficiencia en combinacién con un buen nivel de
calculo es la funcion base 6-31G (d) o también denominada 6-31G*, en la cual la
capa interna de electrones en un orbital se describe con una funcién contraida de la
combinacion lineal de seis funciones primitivas. La capa de valencia se describe con
una funcion interna formada por combinacion lineal de tres funciones primitivas y
una externa. Por ultimo, a cada atomo diferente del hidrégeno se le afiaden orbitales

d (6 f). Es debido a estos parametros que se le denomina con ese nombre [36, 38].

1.3.5 Resonancia Magnética Nuclear de Protén (H' RMN).

El fendmeno de resonancia magnética nuclear fue reportado en 1946. A partir
de esa época RMN se ha convertido en una de las herramientas mas poderosas en
el mundo de la quimica organica, ya que con la informaciéon que proporciona es
posible la obtencion inequivoca de la estructura de un compuesto. Puede utilizarse
nicamente para el estudio de nicleos con nimero de espin de % tales como: 'H,
130’ 19 y 31p.

Las caracteristicas principales de ésta técnica se indican en su nombre:
resonancia: éste término se refiere a la igualacion de la frecuencia precesional del
proton con la radiofrecuencia proveida por el instrumento de RMN, lo cual provoca
que el protdon cambie su espin y vaya de un nivel bajo a un nivel alto de energia;
magnética: ya que se utiliza un campo magnético externo para orientar los nucleos
bajo estudio, ya sea a favor o en contra de éste. Por ultimo el término nuclear: se
debe a que en ésta técnica se analizan a los nucleos capaces de presentar el

fendmeno de resonancia.
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1.3.5.1 Fundamentos Tedricos. Los nucleos con numero atdmico impar son
magnéticamente activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los
nucleos, al tener carga positiva, poseen un movimiento de rotacién sobre un eje que
hace que se comporten como si fueran pequenos imanes.

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se encuentran
orientados al azar. Sin embargo, cuando una muestra se coloca en un campo
magnético, tal y como se muestra en la figura 12, los nucleos con espin positivo se
orientan en direccion al campo, en un estado de minima energia denominado estado
espin a, mientras que los nucleos con espin contrario se orientan en direccion
opuesta al campo magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de
espin . Existen mas nucleos en el estado espin o que en espin By aunque la
diferencia de poblacién no es muy grande es lo suficiente para establecer las bases
de la espectroscopia de RMN.

Los experimentos que se realizan mediante RMN se llevan a cabo tomando
lectura de una muestra contenida en un tubo la cual se coloca dentro del equipo
haciéndose girar. Al aplicar un campo magnético externo (By) se provocara la
alineacion de los diferentes protones ya sea a favor o en contra de By. Dependiendo
del ambiente quimico de cada proton éstos absorberan a campo bajo o campo
alto, lo cual dependera de la densidad electrénica alrededor de los mismos. A mayor
densidad electrénica alrededor de un protdén, absorbera a campo mas alto y
viceversa. Los valores a los cuales absorben los protones se denominan
desplazamientos quimicos (3) y son los que se registran en la pantalla del equipo
para posteriormente interpretarlos.

La diferencia de energia de los estados paralelo y antiparalelo depende de la
fuerza del campo aplicado B,, cuanto mayor sea éste existira mayor diferencia

energética entre los dos estados de espin.
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Figura 12. Orientacién de los espines nucleares al azar (izquierda) y en presencia del
campo magnético externo (derecha).
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Cuando una muestra es irradiada brevemente por un pulso intenso de
radiacion, los nucleos en el estado de espin a son promovidos al estado de espin 3.
Esta radiaciéon se encuentra en la region de las radiofrecuencias (rf) del espectro
electromagnético. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefales
cuya frecuencia depende de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin
ay B. El espectrometro de RMN detecta estas sefales y las registra como una

grafica de frecuencias frente a intensidad, que es el lamado espectro de RMN.

1.3.5.2. Obtencion de Constantes de Asociaciéon (K.) por RMN H" La
importancia de la determinacion de constantes de afinidad en el reconocimiento
molecular radica en que las constantes son especificas para cada reacciéon y nos
proporcionan directamente la estabilidad del complejo resultante. Entre mayor es el
valor de K; mayor estabilidad del complejo supramolecular formado.

Al igual que los receptores bioldgicos, los receptores artificiales se comportan
de diferente manera de acuerdo a las condiciones en que se encuentren (presencia
de metales, protones, pH del medio, temperatura, entre otros). A partir de las
variaciones en estos parametros se establecen las condiciones O6ptimas de
reconocimiento molecular, para lo cual se tiene que obtener las constantes de
asociacion [5].

De manera muy general, para la determinacién de K, debe de existir un
sistema de equilibrio comun, como se indica en la Ecuacion (1), de la cual se obtiene

K, mediante la Ecuacion (2).

R+H .L_> HR (1)

Ks= [HR] (2)
[RI[H]

[Rlo= [R] + [HR] 3)

[Hlo= [H] + [HR] (4)

R: Receptor; H: Huésped; RH: Complejo Rece
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ptor-Huésped (R-H)

[R]o: Concentracion inicial del receptor.

[H]o: Concentracion inicial del huésped.

[R], [H], [RH]: Concentracion del receptor, huésped y el complejo
respectivamente.

La ecuacién 5 se obtiene despejando [R] y [H] de las Ecuaciones (3) y (4) y

sustituyendo en la Ecuacion (2).

[HR]
Ka= ()
(IRlo- [HRY]) ([H]o — [HR])

De la ecuacion (5) podemos determinar K.

En el caso de RMN 'H, los estudios se basan en que al menos un protén del
sitio de union de un complejo debe mostrar un desplazamiento quimico que presente
diferencia significativa de su valor en forma libre. Dicha diferencia proporciona la
magnitud y la fuerza de unién de un complejo asi como la estructura del mismo.

El cambio en el desplazamiento quimico (3) en las sefales de los protones se
debe a que en el complejo, la distancia que separa al receptor y al huésped es lo
suficientemente pequefia para que su ambiente quimico sea diferente y con ello
también lo sea el valor de &.

Si la velocidad de intercambio entre las formas libre y complejada del receptor
es lo suficientemente lenta en la escala de tiempo en el que transcurre el fenémeno
de resonancia, se logran observar diferentes sefales (dr Y dnr) para cada una de las
formas del receptor. En éste caso, la fraccién molar (n) del complejo (HG) puede
calcularse partiendo de las intensidades relativas de las sefales del complejo y

receptor en forma libre.

I I (6)

=n
Irn + IR RH

como.

[RH] = ngy[H], (7

oY



sustituyendo ésta expresion en la Ecuacion (5) se obtiene:

K= nrH/[R]o (8)
(1- nru) ([H]o/[R]o — Nrr)

Los parametros de la ecuacion 8 pueden obtenerse experimentalmente y con
ello es posible calcular K.

El otro caso, cuando la velocidad de intercambio entre la forma libre y
complejada es muy rapida, se registra una sola sefal en el espectro, a un valor de
desplazamiento quimico promedio:

3 = NROR + NRH ORH 9)

El cambio en la sefial del proton del receptor con respecto a la posicion del
mismo en ausencia del sustrato, es proporcional al porcentaje de receptor que se
encuentra en forma de complejo. Por lo tanto la constante de formacion del complejo
se calcula mediante la siguiente ecuacion:

A8 = Admax [RHI/[R]o (10)

En donde Adnmax €s la diferencia de desplazamiento quimico maximo del proton
del receptor utilizado para el monitoreo de la titulacion espectroscépica, es decir
cuando la totalidad del receptor se encuentra como complejo. Lo anterior sucede
cuando las concentraciones de sustrato son suficientemente elevadas [H]o/[R]o=.

[RH] se sustituye por los valores de Ad obtenidos de una titulacion y

despejando éste término de la ecuacion (10) se obtiene:

[RH] = —2% _ [R], (11)

max

Con lo anterior puede calcularse K, de la forma:

Ky= ASi/ASmax [R]O (12)
([H]O.i - A8i/ASmax [R]O) ([R]O - A8i/Asmax [R]O
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[H]o de la ecuacion (8) se sustituyo por [H]oi como se muestra en la Ecuacion
(12) lo cual se refiere a que la concentracion del sustrato es diferente en cada
solucion que se utiliza en la titulacion.

La obtencion de K, se realiza con el ajuste de los datos a partir de la curva de
titulacion, el cual puede realizarse mediante un método lineal o un método no lineal.
El método lineal es muy sencillo, sin embargo, en este caso se requiere linearizar la
ecuacion y el ajuste de los resultados transformados no es estadisticamente
equivalente al ajuste de los resultados primarios, ya que cualquier transformacién de
los datos cambia su valor estadistico [39].

En los casos en los que el grado de complejacion es pequefio, o bien cuando
las concentraciones del receptor y del huésped son bajas, se debe realizar un

balance de masa para calcular K, quedando la ecuacion de la siguiente forma:

)+l + (W] 4l + L] st £l

5()[” = 5H + 05A500 [H]T (1 3)

En donde: d.ps €s el desplazamiento quimico observado, d4 es el desplazamiento del
receptor en forma libre y Ad. es cambio maximo de desplazamiento quimico inducido

por complejacion (CIS).

La ecuacién 13 se emplea para ajustar las graficas construidas directamente
del desplazamiento quimico (deps) VS [Glr y para el ajuste de los datos experimentales

queda de la siguiente forma:

2
P3+X+L— P3;+X+L -4P3- X
P4 P4

8, = Pl+0.5.P2 7 (14)
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donde:

P1 = 5H
P2 = A8, (CIS)
X =[G,

P3 = [H],

P4 = K,

El ajuste no lineal proporciona el valor de K, (P4) y CIS (P2).

1.3.5.3 Espectroscopia de Difusién Ordenada (DOSY). La espectroscopia
de difusion ordenada (DOSY) se enfoca en la separacion de las sefiales presentes
en una mezcla de diferentes especies en base a su coeficiente de difusion (D) el cual
depende de las diferencias de tamafio (peso molecular), forma y las propiedades
fisicas del medio ambiente tales como viscosidad y temperatura.

La medicion de la difusién se lleva a cabo mediante la observacion de la
atenuacion de las sefiales de RMN generando un gradiente del pulso del campo
durante el experimento. El grado de atenuacion es una funcion de la amplitud de
pulso del gradiente magnético (G) y se produce a una velocidad proporcional al
coeficiente de difusion (D) de la molécula (figura 13).

Esta técnica puede aplicarse en la quimica supramolecular para obtener
evidencias de la formacién de un complejo, dado que, al formar el complejo, se forma
una nueva especie con un nuevo peso molecular y por lo tanto con un tamafio mas
grande.

Lo anterior modifica su difusion en el medio y se observa la aparicion de una
sefal nueva, que no corresponde al receptor ni al huésped obteniendo con ello una

prueba de la existencia del complejo supramolecular [41].
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Figura 13. Variacion en la intensidad de las sefales de cafeina, agua y 2-etoxyetanol
de conforme varia el gradiente del pulso del campo (G) en un
experimento de DOSY.
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1.4 Aminoacidos Basicos

Un aminoacido es una molécula que contiene un grupo carboxilo (-COOH) y
un grupo amino (-NHy) I. Los a-aminoacidos pueden representarse en general por
NH,-CHR-COOH, siendo R una cadena lateral caracteristica de cada aminoacido la
cual varia quimicamente. Se conoce un gran numero de aminoacidos, pero solo
veinte de ellos forman a las proteinas uniéndose mediante enlaces covalentes
conocidos como enlaces peptidicos. En todos los aminoacidos que componen
proteinas (excepto la glicina) el carbono a es un carbono asimétrico (el carbono a es
el adyacente al grupo carboxilo y amino). De esta manera, los aminoacidos se
encuentran en dos formas, una es la imagen espejo de la otra (formas D yL).

Los veinte aminoacidos suelen clasificarse en cuatro grupos en base a la
carga de su cadena lateral: aminoacidos con grupos R no polares o hidrofébicos,
aminoacidos con grupos R polares sin carga, aminoacidos cuyos grupos R estan
cargados positivamente y aquellos en los que se encuentran cargados
negativamente. Esta clasificacion se presenta en la tabla 4.

Nuestro organismo no es capaz de sintetizar todos los aminoacidos que
requiere, por ello se clasifican como esenciales y no esenciales, el primer grupo se
refiere a aquellos aminoacidos que el cuerpo humano no es capaz de producir y por
lo tanto se deben suministrar a través de la dieta. Por otro lado los aminoacidos no
esenciales son aquellos que si pueden ser sintetizados por el organismo [42].

Dentro de los aminoacidos esenciales se encuentran los tres aminoacidos con

carga positiva: Lisina ,arginina e histidina.
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Tabla 4. Clasificacion de aminoacidos en base a la carga de su cadena lateral a

pH=7.
No polares Polares Cargados Cargados
Positivamente negativamente
Alanina Glicina Lisina Acido aspartico
Valina Serina Arginina Acido glutamico
Leucina Treonina Histidina
Isoleucina Cisteina
Prolina Asparagina
Metionina Glutamina
Fenilalanina Tirosina

Triptofano
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Los aminoacidos estan involucrados en procesos metabdlicos diferentes de la
sintesis de proteinas como los son la catalisis enzimatica y la transmision de sefales
del sistema nervioso. En ambos procesos el reconocimiento molecular es
fundamental para que éstos ultimos se lleven a cabo. La capacidad que tenga un
aminoacido para unirse a un determinado anfitrion dependera de los grupos
presentes en el mismo, es decir, ademas de los grupos amino y carboxilo, la cadena
lateral es determinante en el modo de interaccion, ya sea por la polaridad de la
misma o bien, por los efectos estéricos que pudiera presentar en el sistema.

El conocer cdmo se da el reconocimiento de una macromolécula (o receptor)
hacia un aminoacido ha despertado gran interés por elucidar estos procesos a nivel
elemental, asi como para la aplicacién de dicho conocimiento en enfermedades
como la epilepsia y el Alzheimer, lo cual permitiria en un futuro nuevas estrategias

para su tratamiento [43, 44].

En general, los aminoacidos cargados ofrecen los mejores objetivos para el
reconocimiento molecular en los sistemas bioquimicos. En particular, los
aminoacidos basicos lisina, arginina e histidina ofrecen la posibilidad de presentar
alta especificidad en virtud de las diferencias en los grupos funcionales de la cadena

lateral: amino, guanidinio e imidazol, respectivamente.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Diseino Experimental

Los ciclofanos Cy1 y Cy2 (figura 14), precursores de los receptores
sintetizados en la presente tesis, fueron reportados como receptores capaces de
formar complejos supramoleculares en solucion acuosa, con aminas cationicas
bioldgicamente importantes (feniletilamina, tiramina y dopamina) [2, 45] y con
aminoacidos basicos (arginina y lisina) [16]. La estabilidad de los complejos fue
proporcionada, principalmente, por interacciones electrostaticas entre los grupos
carboxilatos pendientes (-CH,COO") de los receptores y los grupos amino —NH;" de
los huéspedes, formando pares idnicos en solucién acuosa (figura 15).

En estudios posteriores, la metil-esterificacion de los grupos acidos pendientes
de Cy1 y Cy2 confirid a los receptores solubilidad en medio organico, y fueron
capaces de formar complejos supramoleculares estables con acidos carboxilicos a
través de doble enlace de hidrégeno en cloroformo (figura 16) [46].

En el presente trabajo, con la sintesis de los derivados hexil y etilfenil éster de
Cy1y Cy2, se pretende que el incremento en la longitud de la cadena de los brazos
pendientes provoque un aumento en la cavidad de los ciclofanos, formando
estructuras en forma de balde (figura 17) y de esta manera lograr que los receptores
sean capaces de formar complejos de inclusion. Ademas se espera que, al igual que
los derivados metilestér, los derivados hexil y etilfenil éster sean solubles en
solventes no polares, lo cual es importante ya que los ciclofanos poseen varios sitios
potenciales para participar como aceptores o donadores en enlaces de hidrégeno; en
medio acuoso, dichas interacciones se debilitan por la competencia con el solvente,
mientras que en medio organico la participacion de enlaces de hidrogeno multiples
entre el receptor y el huésped puede dar lugar a complejos supramoleculares con

alta estabilidad.
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Figura 14. Estructura de los receptores Cy1y Cy2.
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Figura 15. Complejo supramolecular formado entre el receptor Cy1 y el huésped L-
arginina metil éster.
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Figura 16. Representacion de la interaccién de doble puente de hidrégeno entre un
receptor ciclofano y el acido acético.
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Figura 17. Estructuras del precursor acido y sus modificaciones. (a) Estructura base
de los precursores acidos. Conformaciones tipo balde de los derivados
éster de: etil-fenilo (b) y hexilo (c).
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La razén de sintetizar dos derivados éster por cada ciclofano acido, es obtener
dos tipos de cadenas en los grupos pendientes que difieran en la rigidez y la
naturaleza de la misma, ya que los grupos hexilo son mas flexibles que los grupos
etilfenilo; ademas el tipo de interacciones que se pueden presentar es diferente ya
que las cadenas hexilicas pueden formar interacciones de van der Waals mientras
las cadenas etilfenilicas también pueden formar interacciones n—mn.

Los ciclofanos esterificados EHCy1, EHCy2, EFCy1 y EFCy2 se utilizaran
como receptores artificiales en estudios de reconocimiento molecular de los
aminoacidos basicos arginina y lisina en su forma metil éster (figura 18). Estos
huéspedes poseen grupos amino en su cadena lateral que les confieren la capacidad
de formar puentes de hidrogeno adicionales a los que se puedan presentar en los
grupos amino y éster del carbon alfa.

Para determinar la estabilidad de un complejo existen diversos métodos, tanto
tedricos como experimentales. En este trabajo los estudios tedricos coadyuvan a
determinar tanto la estabilidad de los complejos supramoleculares como el tipo de
interacciones que operan en los sistemas de interés; ademas, a partir de ellos es
posible obtener la conformacion mas estable de cada sistema. Para ellos se utilizara
el método de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés)
el cual es un procedimiento variacional alternativo a la solucién de la ecuacioén de
Schrdodinger, donde el funcional de la energia electrénica es minimizado con respecto
a la densidad electrénica. Esto lo hace un método muy confiable y util para calcular
las estructuras de complejos supramoleculares. Para los estudios tedricos se utilizara
el programa GAUSSIAN 09 realizando el calculo con ayuda del funcional hibrido
B3LYP y la funcién base 6-31G*.
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Figura 18. Estructura de los huéspedes utilizados en este trabajo. a) Arg-OMe y b)
Lis-OMe.
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Por otra parte, para determinar experimentalmente la constante de asociacion
(Kz) de un sistema y establecer los grupos funcionales que participan en las
interacciones responsables de la formacion de un complejo supramolecular, la
técnica por excelencia es Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN 1H). Los
cambios en los desplazamientos quimicos de las sefiales que se observan durante la
formacion del complejo receptor - huésped es la principal razén por la cual esta
técnica es, por mucho, el método mas importante para obtener las constantes de
asociacion. Inclusive, seleccionando  apropiadamente  las  condiciones
experimentales, se pueden obtener constantes de asociacién confiables aun vy
cuando el cambio maximo en los desplazamientos quimicos de las sefales sea <
0.03 ppm [39]. Los protones que intervienen o estan mas proximos a los grupos
funcionales que participan en la formacién de la asociacién receptor — sustrato son
los que sufriran los mayores cambios de desplazamiento quimico y, en

consecuencia, es posible proponer la estructura del complejo supramolecular.
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2.2 Materiales

Los ciclofanos Cy1 y Cy2 y sus respectivos ésteres hexilicos EHCy1 y EHCy2 y

etilfenilicos EFCy1 y EFCy2, fueron sintetizados y purificados de acuerdo a los

procedimientos sefialados en la seccion de métodos para los cuales se utilizaron los

siguientes reactivos:

1.

N o o kN

8.
9.

Etilendiaminotetraacético dianhidrido (EDTA, C1oH12N20g) 98% ALDRICH
4,4’-oxidianilina (C12H12N20) 97 % ALDRICH

4.4’-metilendianilina (C13H14N2) 97% ALDRICH

1-lodohexano (CgH13l) 98% ALDRICH

2-(lodoetil)-1-benceno (CgHgl) 98% ALDRICH

Bicarbonato de potasio (KHCO3) 99.7% Productos Quimicos Monterrey
N,N,-dimetilformamida (DMF, C3H;NO) 99.9% Fisher Chemicals. Desecado
previamente a las sintesis agregando malla molecular de 1.6 mm para
eliminar la posible humedad contenida por el mismo.

Agua mQ

Eter de petréleo (99.99% Faga Lab)

10. Diclorometano (99.5% Vetec)
11.Acetona pura (100%)

Para los estudios de reconocimiento molecular se utilizaron los siguientes

huéspedes y solventes, tal y como se obtuvieron de la fabrica.
12.L-Arginina metil éster dihidrocloruro (C7H11N302.2HCI) 97% ALDRICH
13.L-Lisina metil éster dihidrocloruro (C7H1sN20,.2HCI) 98% ALDRICH
14.L-Fenilalanina metil éster (C1oH13NO2) 98% ALDRICH
15.CDCl3 99.96% ALDRICH(con 1% de TMS como referencia)
16.DMSO 99.96% ALDRICH
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2.3 Métodos
2.3.1 Sintesis de los Ciclofanos 1y 2 (Cy1 y Cy2).

La sintesis de Cy1 y Cy2 se llevo a cabo por el método propuesto por Inoue y
colaboradores [2], mediante la reaccion de ciclizacién del EDTA dianhidrido con las
correspondientes diaminas aromaticas (4,4’-oxidianilina y 4,4’-metilendianilina). La
principal diferencia entre los ciclofanos es la rigidez, la cual depende del grupo
funcional entre los anillos aromaticos de las diaminas aromaticas (—-O— en Cy1y —
CHy—en Cy2).

2.3.2 Sintesis de los Esteres de Hexilo (EHCy1 y EHCy2) y Etilfenilo (EFCy1 y
EFCy2) Mediante Sintesis Asistida por Microondas.

A partir de los receptores Cy1 y Cy2, mediante la sintesis asistida por
microondas, se obtuvieron los receptores EHCy1 y EHCy2, EFCy1 y EFCy2. Esta
técnica tiene la ventaja de reducir la cantidad de solvente empleado por técnicas
convencionales, ademas de disminuir considerablemente el tiempo de reaccion.

El procedimiento fue el siguiente: se hicieron reaccionar 1.0 equivalentes de
Cy1 o Cy2, con 4.2 equivalentes de los yoduros correspondientes, 1-yodohexano o
2-(yodoetil)-1-benceno, para formar los ésteres hexilo y etilfenilo respectivamente, y
8.0 equivalentes de KHCO3; con 5 mL de DMF como disolvente (esquema 1).

Las mejores condiciones para la esterificacion se determinaron llevando a
cabo la reaccién a diferentes condiciones y monitoreando los productos mediante
cromatografia de capa fina, estableciéndose finalmente las siguientes condiciones de
reaccion como Optimas: 80°C, 150 W, a presion constante durante 120 min,

utilizando un equipo de microondas CEM Discover.
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Esquema 1. Sintesis de los ciclofanos EHCy1, EHCy2, EFCy1 y EFCy2.
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2.3.3 Purificacion de los Ciclofanos EHCy1, EHCy2, EFCy1 y EFCy2.

Para la purificacion de los ésteres sintetizados se siguieron los siguientes pasos:
se agregaron 10 mL de agua y 10 mL de éter de petrdleo a la solucion de DMF
obtenida de la mezcla de reaccion para extraer el exceso de yoduro a la fase de éter
de petrdleo; se agitd la mezcla y se dejé reposar para la separacion de fases durante
5 minutos para posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur, extraer el éter de
petroleo de la parte superior de la mezcla. El proceso de extraccion se llevo a cabo
diez veces de la misma forma. Se realizé un segundo tratamiento a la emulsion
DMF/agua, pero en este caso utilizando diclorometano para extraer a los ésteres
sintetizados. Con ayuda de una pipeta Pasteur se separd la fase inferior de la
mezcla, correspondiente al diclorometano, el cual adquirié un color amarillo debido a
la presencia del éster, y se recolectdé en un vaso de precipitado de 100 mL. El
procedimiento de extraccién con diclorometano se realizé hasta que la fase inferior
perdidé el color amarillo. ElI volumen total de diclorometano recolectado se concentro
en una placa de calentamiento hasta evaporar totalmente este disolvente. Una vez
evaporado el diclorometano se agregaron 5 mL de acetona pura al extracto
concentrado en el vaso y se filtré la parte insoluble. El sobrenadante amarillo se
recolecté en un vial de 15 mL previamente pesado y se evaporé totalmente en una
placa de calentamiento. Una vez evaporada la acetona se enfria el vial durante 5
minutos y posteriormente con ayuda de una espatula se raspa el precipitado.
Finalmente el polvo obtenido se seca durante 6 horas en estufa de vacio a 25°C y se
pesa para la obtencion del rendimiento.

2.3.4 Caracterizacion de los Ciclofanos y Esteres Obtenidos.
La formacion de los productos de interés fue confirmada por:

e RMN 'Hy ®C en un equipo Bruker Avance 400, a 25°C utilizando CDCl; como

disolvente.

e Infrarrojo (IR) con un equipo (Perkin Elmer), modelo Spectrum GX con un

sistema FT-IR, formando pastillas de KBr.

e Espectrometria de masas en un equipo de alta resolucion (JEOL), modelo

XH110Ade (Universidad de Arizona).
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2.3.5 Estudios Teodricos de Reconocimiento Molecular Utilizando Gaussian 09.

Para determinar si es posible la formacién de un complejo supramolecular vy,
en su caso, las estructuras mas estables para los sistemas Cy1:Arg-OMe,
EHCy1:Arg-OMe/Lis-OMe y EFCy1:Arg-OMe/Lys-OMe, se realizaron estudios
tedricos mediante quimica computacional.

Los calculos cuanticos se llevaron a cabo con el programa Gaussian 09 [36].
Las optimizaciones geométricas fueron llevadas a cabo con el método de la teoria
del funcional de la densidad (DFT)-B3LYP [37], acoplado al conjunto de bases 6-
31G* [46]. Los calculos por el método DFT requiere de recursos de computo
sofisticados y eficientes por lo cual se recurrié a realizarlos con ayuda del Area de
Computo de Alto Rendimiento de la Universidad de Sonora (ACARUS) [35].

Se calcularon las energias de complejacion (AEc) (ecuacion 15) para 70

estructuras posibles de los complejos supramoleculares:

AEc=ERr-+)-(ER*EH) (15)

En donde Egry se refiere a la energia del complejo receptor-huésped, Er se refiere a
la energia del receptor libre y Ey, a la energia del huésped libre.

Primeramente, tanto los receptores como los huéspedes se dibujan con ayuda
del programa Gaussview del cual se originan los archivos de entrada
correspondientes a cada molécula y son enviados por separado al programa
GAUSSIAN 09, para minimizar la energia de cada uno de ellos.

Una vez finalizado el proceso de minimizacién energética de las moléculas del
receptor y del sustrato, se realizdé una busqueda conformacional de los sistemas, la
cual consiste en obtener una secuencia de posibles conformaciones cubriendo la
superficie del receptor con el huésped. En cada caso se obtuvieron
aproximadamente 70 modos de interaccion cuyas geometrias fueron optimizadas.

Para cada conformacién del complejo supramolecular se calculé la energia de
disociacion relativa. De esta forma, a la geometria mas estable de un determinado
sistema se le asignd un valor de 0 kcal mol™ de energia de complejacion relativa y
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el resto de las estructuras tienen valores positivos, en donde el valor mas grande
corresponde a la conformacion menos estable.

Ademas, para obtener la energia de ancho de banda (AEnomorumo) VY
correlacionar este valor con la estabilidad de los complejos supramoleculares
formados,se calcularon las energias de los orbitales HOMO y LUMO, a un nivel de
contorno de 0.022 a.u., para las especies ionicas y neutras de Cy1 y Arg-OMe en
forma libre, asi como para las estructuras mas estables de los complejos

supramoleculares formados.

2.3.6 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

2.3.6.1 Espectroscopia de Difusion Ordenada (DOSY). Esta técnica se
basa en la obtencidon del coeficiente de difusion (D) de una molécula dada o un
complejo supramolecular en solucion, mediante un gradiente pulsos del campo
aplicado [41].

El experimento se realizd para comprobar la formacion del complejo
EFCy1:Arg-OMe, dado que, al unirse estas dos especies, forman una nueva entidad
presente en la solucién, con un nuevo peso molecular y por lo tanto con diferente
valor de D que el encontrado para cada especie independiente.

El experimento se realizd en la universidad de Arizona, en un equipo Bruker
AVANCE 600 a 289 K. Para ello se prepararon tres tubos: uno para el receptor
EFCy1, uno para el huésped Arg-OMe y otro tubo con una mezcla receptor:huésped
en relacion 1:1. Las tres soluciones se prepararon a una concentraciéon de 1 mM de
cada compuesto en una mezcla de CDCI3;:DMSO 75:25. Se determiné D para cada
solucion y se compararon los valores para cada caso. Si en el tubo de la mezcla,
ademas de los coeficientes obtenidos para los tubos 1 y 2 (receptor y huésped en su
forma libre), se obtiene un nuevo coeficiente D, se tiene evidencia inequivoca de la

formacion de una nueva especie, en este caso el complejo supramolecular.

2.3.6.2 Titulaciones. Se utiliz6 un espectrémetro modelo Bruker AVANCE
400 a una temperatura fija de 289 K (16 °C). La titulacion se realizé en un tubo que

contiene 0.5 mL de solucion (en una mezcla CDCIl3:DMSO-dg en relacion 75:25) 4.5

59



mM de los diferentes receptores, a la cual se le afadieron 10 alicuotas de 5 uL de
solucion de huésped 450 mM, tomando lectura de la solucion de receptor libre y de
cada inyeccidbn. En cada lectura se observan cambios en los valores
correspondientes a los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos y
amida de los receptores, debidos a la interaccidn entre los dos compuestos.
Conforme aumenta el valor de la relacion molar del sistema, éste se
encontrara mas cercano a la saturacién, por lo que el cambio en los desplazamientos
quimicos entre las lecturas, es cada vez menor. Una vez alcanzada la saturacién, se
procede al calculo de K, para cada sistema; para lo cual se utilizé la ecuacion de

ajuste no lineal para un modelo 1:1 (balance de masa) en el programa OriginPro 8.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis y Caracterizacion

A partir de la reaccion asistida por microondas entre los precursores acidos
Cy1 y Cy2 con 1-iodohexano y (2-iodoetil)benceno, se sintetizaron cuatro nuevos
receptores macrociclicos con grupos pendientes hexiléster y etilfeniléster: 2,9,25,32—
tetraoxo-4,7,27,30-tetrakis(hexilcarboximetil)- 1, 4, 7, 10, 24, 27, 30, 33 -octaaza-
17,40-dioxa[10.1.10.1]paraciclofano (EHCy1), 2,9,25,32-tetraoxo-4,7,27,30-tetrakis
(hexilcarboximetil)-1,4,7,10,24,27,30,33-octaaza-[10.1.10.1]paraciclofano  (EHCy2),
2,9,25,32—tetraoxo-4,7,27,30-tetrakis(etilfenilcarboximetil)- 1, 4, 7, 10, 24, 27, 30, 33 -
octaaza-17,40-dioxa[10.1.10.1] paraciclofano (EFCy1) vy 2,9,25,32-tetraoxo-
4,7,27,30-tetrakis (etilfenilcarboximetil)-1,4,7,10,24,27,30,33-octaaza-[10.1.10.1]para
ciclofano (EFCy2).

Las mejores condiciones de reaccion fueron 80°C de temperatura por un
tiempo de 120 minutos, de acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 5. Esto
representa una mejora significativa respecto a las condiciones de la sintesis
convencional, para la cual se requirié un tiempo de 20 h a temperatura ambiente para
la obtencién de los derivados metiléster [46].

Todos los productos de reaccion son solidos de color amarillo y se obtuvieron
con los siguientes rendimientos: 43% para EHCy1 (punto de fusién: 82-84°C), 40%
para EHCy2 (punto de fusion: 116-118°C) y 52% para EFCy1(punto de fusion 87-
88°C). EFCy2 no fue posible su purificacion.

La formacion de los receptores fue confirmada mediante espectrometria de
masas de alta resolucion, RMN "H, RMN '3C e IR, cuyos resultados se muestran a

continuacion.
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Tabla 5. Condiciones de sintesis utilizadas para establecer los parametros de
reaccion optimos para la esterificacion con cadenas hexilicas y etilfenilicas.

No. de Reaccioén Temperatura (°C) Tiempo (min)

1 25 No reaccion
2 50 No reaccion
3 60 No reaccion
4 60 No reaccion
5 60 No reaccion
6 70 Incompleta
7 80 120

8 90 120
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3.1.1 Espectrometria de Masas de Alta Resolucion

Los espectros de masas de alta resolucion para los ciclofanos EHCy1, EFCy1,
EHCy2 y EFCy2 se presentan en el anexo 1. Los resultados obtenidos para los
cuatro ciclofanos confirman la formaciéon de los tetraésteres y se descarta la
formacion de los tri, di y monoésteres ya que no se observan los picos
correspondientes a estas especies. Ademas, a partir del analisis isotdpico del
espectro de alta resolucion del pico del ibn molecular, se obtuvo la composicion
elemental para los ciclofanos, misma que en todos los casos proporciond los
resultados esperados tedricamente para cada formula molecular y es indicada entre
paréntesis en cada caso.

3.1.1.1 EHCy1. Los picos de mayor intensidad se presentan a valores de m/z
de 1249.40 y 1271.60 los cuales coinciden con los valores esperados para los iones
(M-H)" y (M-Na)® respectivamente. Andlisis isotopico (CegHosNgO14): C= 65.31%
(65.36%), H=7.82% (7.74%), N=17.91% (17.93%) y O= 8.96 (8.97%).

3.1.1.2 EFCy1. Senal de mayor intensidad a 1329.30 m/z lo cual correlaciona
con el ién molecular esperado. Analisis isotopico (CzsHgoNgO14): C= 68.61% (68.66),
H=6.14% (6.07%), N=16.84% (16.85) y O= 8.42% (8.43%).

3.1.1.3 EHCy2. Muestra los picos m/z a 1245.38 [(M-H)"] y 1267.53 [(M-Na)’],
ademas del pico de mayor intensidad a 623.34 m/z correspondiente a la especie
(M/2-H)". Andlisis isotopico (C7oH100NgO12): C= 67.44% (67.50), H= 8.17% (8.09),
N=15.40 % (15.41), O= 8.99% (9.00).

3.1.1.4 EFCy2. Pico de mayor intensidad a 1325.55 m/z cuyo valor
correlaciona con el ibn molecular esperado. Analisis isotopico (CzsHgoNsgO14): C=
69.47% (69.47), H= 6.28% (6.28), N=8.31% (8.31), Na= 1.7% (1.7) y O= 14.24%
(14.24). En este caso, a pesar de que se logré la formacion del tetraéster, no se logré

su purificacion.
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3.1.2 Resonancia Magnética Nuclear de 'H

Los espectros de RMN 'H con su correspondiente asignacion de sefiales para
EHCy1, EHCy2 y EFCy1 se muestran en las figuras 19-21.

En los espectros de los tres receptores la sefial de los protones g, que
corresponde a los protones del carbono unido al oxigeno del grupo éster, se
presenta a ~ 4.1 ppm, lo que confirma la formacién del éster. En todos los casos, la
intensidad relativa de la sefal g es la esperada para el macrociclo con los cuatro
grupos pendientes esterificados.

Las senales de los protones aromaticos e se presentan como un doblete a 6.7
ppm para EHCy1 y EFCy1, y 7.0 ppm para EHCy2, mientras que los protones
aromaticos d, también como doblete, se ubican a 7.4 ppm en EHCy1, 7.7 ppm en
EFCy1y 7.5 ppm en EHCy2.

Es importante resaltar que los protones aromaticos d para el hexiléster
(EHCy1) se ubican con 0.3 ppm de diferencia respecto al etilfeniléster (EFCy1), lo
cual indica que la posicion relativa de los planos de los grupo fenilo es diferente en
ambos casos; este comportamiento debe atribuirse al efecto del tipo de cadena éster
sobre el arreglo de la cavidad del macrociclo.

En las sefales dy e de EFCy1 se observan desdoblamientos adicionales al
doblete que se observa en el precursor Cy1. Esto se atribuye a un aumento en la
rigidez de la cavidad del macrociclo por efecto de las cadenas etilfenilicas de los
brazos pendientes. Dicho efecto también se observa, aunque en menor medida, en
EHCy1, y no se observa en EHCy2, indicando menor rigidez —mayor flexibilidad- en
los receptores con cadenas hexilicas.

En ambos receptores EHCy1 y EHCy2, las sefales correspondientes a los
protones alifaticos (h, i, j, k y ) de las cadenas hexilicas aparecen entre 0.9-1.7 ppm.

En EFCy1 el protdn bencilico h de las cadenas etilfenilicas se presenta a 3

ppm y los protones aromaticos del grupo fenilo del éster (i,j y k) a 7.2 ppm.
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Figura 19. Espectro de '"H RMN de EHCy1 en CDCl; obtenido a 25°C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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Figura 20. Espectro de '"H RMN de EHCy2 en CDCI; obtenido a 25°C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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Figura 21. Espectro de '"H RMN de EFCy1 en CDCl; obtenido a 25°C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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En los espectros de RMN "H de los receptores EHCy1, EHCy2 y EFCy1, las
intensidades relativas de todas las sefiales corresponden a las esperadas lo cual
confirma su pureza.

El espectro de RMN 'H de EFCy2 se muestra en la figura 22, en el cual se
observan mas sefiales de las esperadas, lo que indica falta de pureza del receptor.
Es importante indicar que el espectro de masas del precursor Cy2 presenta las
senales de las especies 3:3 y 4:4 (anexo 2), por lo cual es probable que en este caso
se tenga una mezcla de etilfenilésteres de dichas especies (esto no ocurre en el caso

de EHCy2 ya que se utilizd Cy2 proveniente de otro lote de sintesis).

3.1.3 Resonancia Magnética Nuclear de *C

Los espectros de *C RMN de EHCy1, EHCy2 y EFCy1, con sus respectivas
asignaciones para cada sefal, se muestran en las figuras 23-25. Debido a la baja
solubilidad del receptor EFCy2, no se pudo obtener el espectro de RMN *C. A
continuacion, a manera de ejemplo, se describen las asignaciones para EHCy1. Se
observan las 15 sefales esperadas para cada tipo de carbono: las 5 sefales
ubicadas en la regién de 14 — 32 ppm son asignadas los 5 carbonos alifaticos de las
cadena éster del macrociclo; las tres sefiales que se encuentran entre 53 y 60 ppm
corresponden a los grupos metileno unidos a los grupos amino del macrociclo; la
sefal ubicada en 65 ppm corresponde a los carbonos unidos al oxigeno del éster; los
carbonos aromaticos que contienen atomos de hidrogeno se ubican en 118 y 121
ppm, mientras que los carbonos aromaticos unidos a nitrégeno y oxigeno se
presentan en 132 y 153 ppm respectivamente. Por ultimo los carbonos
pertenecientes a los grupos carbonilo de amida y carboxilo aparecen en 168 ppm el
primero y 172 pm el segundo.
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Figura 22. Espectro de '"H RMN de EFCy2 en CDCl3 obtenido a 25° C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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Figura 23. Espectro de *C RMN de EHCy1 en CDCls obtenido a 25° C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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Figura 24. Espectro de *C RMN de EHCy2 en CDCl3 obtenido a 25° C en un equipo
Bruker de 400 MHz
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Figura 25. Espectro de ">*C RMN de EFCy1 en CDCl; obtenido a 25° C en un equipo
Bruker de 400 MHz.
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3.1.4 Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo para los ciclofanos EHCy1, EHCy2, EFCy1 y
EFCy2 se presentan en el anexo 3.

Como ejemplo, los espectros de IR para los receptores Cy1 (forma acida) y
EHCy1 (hexiléster) se muestran en la figura 26. La primera evidencia de la formacion
de EHCy1 es la desaparicion de la banda ancha a los 3000 cm™ que corresponde al
OH de los grupos carboxilo de Cy1, los cuales no estan presentes en EHCy1. La
formacion del éster se confirma con el desplazamiento de una de las bandas
correspondientes a los dos tipos de grupos carbonilos (amida y acido) que en Cy1
aparecen empalmadas en 1680 cm™ y se desdoblan en dos sefiales a 1720 y 1680

cm™ en EHCy1, la primera de las cuales corresponde al grupo carbonilo del éster.
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Figura 26. Espectros de infrarrojo de los receptores Cy1 (linea roja) y EHCy1 (linea
negra) obtenido en KBr.
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3.2 Estudios Teéricos (DFT) de Reconocimiento Molecular del Precursor Acido
Cy1 con Arg-OMe

Los estudios tedricos de reconocimiento molecular se llevaron a cabo para el
receptor Cy1, tanto en su forma neutra como en su forma ionizada, hacia arginina
metil éster (Arg-OMe) (figura 27). Se obtuvieron las conformaciones mas estables,
del receptor y de los sustratos en su forma libre, asi como de los complejos
supramoleculares formados, y se calcularon las energias de complejacién (AE) y de
complejacién relativa (AE.) y las energia de ancho de banda (AExomoiumo) de los

complejos supramoleculares mas estables de cada sistema.

3.2.1 Cy1y (Cy1)* en su Forma Libre.

Cy1 en su forma neutra es mas estable que (Cy1)*, con una diferencia de
energia de 2.53 kcal/mol y un valor AE nomoumo de 4.51 eV comparado con 1.06 eV
para (Cy1)%.

Las geometrias mas estables para ambas especies se presentan en la figura
28. Como puede observarse las geometrias son no simétricas y son muy diferentes
entre ellas. El ciclofano aniénico tiene angulos Phe-O-Phe mas pequefios y una
cavidad menor que el ciclofano neutro; ademas, en (Cy1)®> uno de los carboxilatos
pendientes forma un enlace de hidrégeno intramolecular con un grupo amino de la
cavidad, con una distancia de enlace de 1.80 A. El cambio del angulo Phe-O-Phe se
confirma experimentalmente mediante el espectro de RMN 'H, en el cual la sefial de
los protones aromaticos en posicidon orto respecto al atomo de oxigeno que une los
grupos fenilo, sufre un desplazamiento a campo alto al protonarse los nitrégenos
amina, mismos que se encuentran muy alejados de los protones aromaticos. De
acuerdo a Inoue y colaboradores [2, 45], dicho desplazamiento se explica por el
cambio de angulo entre los planos moleculares de los dos grupos fenilos vecinos
[45].
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Figura 30. llustracion de las especies neutras (estructuras de la izquierda) y iénicas

(estrirtirae da |3 derecha), tanto del =~~~ trw Anman ,o~" huésped,
uti  Arg-OMe  modelado molecular. (Arg-OMe)H
Figura 27. Estructuras de las especies neutra (izquierda) y ionizada (derecha) de
Cy1.
Cy1 Cy12_
8.32
8.45
12.67
8.27

Figura 28. Conformaciones mas estables de las especies Cy1 y (Cy1)> obtenidas
mediante estudios tedricos DFT. Las lineas punteadas corresponden a
las distancias de la cavidad (rojo) e interaccion intramolecular (negro) en
angstroms.
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3.2.2 Sistemas Cy1:Arg-OMe y (Cy1)* :Arg-OMe

El reconocimiento molecular del receptor Cy1 acido se trabajéo bajo dos
escenarios (figura 27): (1) arginina metil éster (Arg-OMe) y Cy1 no estan cargados,
simulando un ambiente en medio organico y (2) Ambas especies son idnicas, Cy12' y
(Arg-OMe)H,?*, y el sistema es globalmente neutro, simulando un ambiente en medio
acuoso a un pH apropiado.

De acuerdo con los calculos tedricos, Cy1 forma complejos supramoleculares
estables con Arg-OMe, tanto en su forma neutra como en su forma iénica, con mayor
estabilidad los complejos formados entre las especies neutras. Con la complejacion,
las conformaciones de los ciclofanos son modificadas en ambos casos.

El analisis conformacional da como resultado cerca de 70 estructuras estables
para los complejos supramoleculares, tanto en su forma neutra como en su forma
ionica; sin embargo, en el presente trabajo se utilizan solo las conformaciones mas
estables, aquellas con energias relativas de disociacidn menores a 40 kcal/mol. De
esta manera, se reportan ocho conformaciones para las especies neutras y tres
conformaciones para las especies idnicas (anexo 4). En la figura 29 se muestran las
tres estructuras mas estables de cada sistema y en la tabla 6 se presentan las
energias de complejacién (AEc), las energias relativas de complejacion (AE) y las
diferencias de energia entre los orbitales HOMO/LUMO (AEnomorumo) para cada una

de esas conformaciones.
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13.35

9.87
11.27 7.31
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1
10.98
8.04
12.78
11.29
2
5
10.59 10.27
9.18 9.23
3
6

Figura 29. Estructuras mas estables obtenidas para los sistemas con el receptor Cy1
y el huésped Arg-OMe neutros (izquierda) y idnicos (derecha). Las lineas
punteadas corresponden a las distancias de la cavidad (rojo) e
interacciones (negro) en angstroms.
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Tabla 6. Energias de complejacion (AEc) en kcal/mol, energia relativa de
complejacién (AE,) en kcal/mol y energia de ancho de banda
(AEromoumo) en eV, de los sistemas Cy1:Arg-OMe y Cy1%:(Arg-

OMe)H,2*.
AEc AEe AEnomorLumo

Cy1:Arg-OMe
1 -365.9 0.000 213
2 -358.5 5.81 2.47
3 -353.7 11.09 3.06
Cy1%:(Arg-OMe)H,**
4 -339.7 27.29 3.37
5 -337.2 28.02 3.57
6 -326.8 39.05 3.85

3.2.21 Cy1:Arg-OMe. En la estructura 1 de la figura 29 Arg-OMe se
encuentra ubicada sobre la cavidad del Cy1 formando 4 enlaces de hidrogeno que
involucran a tres de los grupos carboxilos del receptor y a los grupos guanidinio y alfa
NH, de Arg-OMe, originando la estructura de mayor estabilidad, asignandole a la
misma una energia relativa de disociacion de 0.00 kcal/mol. La estructura 2 le sigue
en estabilidad (AE, 5.81 kcal/mol), debido a una red de 3 enlaces de hidrégeno y
una interaccién van der Waals; en este estructura Arg-OMe se ubica por uno de los
lados del macrociclo e intervienen dos de los grupos carboxilos del receptor,
interactuando con los grupos guanidinio y alfa NH, de arginina. La estructura 3 (Eg
11.09 kcal/mol) es formada por dos enlaces de hidrogeno entre del grupo guanidinio
de Arg-OMe y un grupo carboxilo de Cy1, mas un enlace de hidrogeno en el grupo
amida del receptor y el grupo alfa amino del huésped. Aunque hay un menor niumero
de interacciones que en otras estructuras, la molécula de Arg-OMe se encuentra

enfrente de Cy1 sin ningun impedimento estérico que afecte su estabilidad.
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3.2.2.2 (Cy1)*:(Arg-OMe)H,**. En la estructura 4 (E.e = 27.29 kcal/mol) de la
figura 29, (Cy1)* y (Arg-OMe)H,** se encuentran cara a cara y tienen 4 puntos de
contacto: doble par ionico entre el grupo guanidio de (Arg-OMe)H,?* y uno de los
carboxilatos de (Cy1)%; par iénico entre grupo alfa amino del huésped y carboxilato
del receptor, y una interaccién ion — dipolo inducido entre CH; de la cadena de (Arg-
OMe)H,?* y otro de los grupos carboxilatos de (Cy1)?. La ionizacién de los grupos
carboxilo proporciona cierta flexibilidad al esqueleto macrociclico, lo cual permite que
(Cy1)> se curve hacia (Arg-OMe)H,?* maximizando los puntos de contacto,
principalmente entre los grupos carboxilato del receptor y los grupos guanidinio y alfa
amino de (Arg-OMe)H.**; sin embargo, esta situaciéon provoca que el macrociclo
adopte una configuracion de mayor tension, disminuyendo la estabilidad del complejo
supramolecular en relacion al complejo Cy1:Arg-OMe. Estructura 5 (E,y = 28.02
kcal/mol) es muy similar a estructura 4, pero la curvatura de (Cy1)* hacia (Arg-
OMe)H22+ €s un poco mas pronunciada, lo que origina las diferencias en estabilidad.
En estructura 6 (E = 39.05 kcal/mol) (Cy1)* también se curva hacia (Arg-OMe)H,>*
y se observa que las interacciones ionicas entre el grupo guanidinio y uno de los
carboxilato son mas débiles (mayor distancia de enlace), lo que origina una menor
estabilidad.

3.2.3 Graficas de Densidad Electrénica y Diferencia de Energia de los Orbitales

HOMO-LUMO.

La tabla 6 contiene las diferencias de energia AEjomorumo de las tres
estructuras mas estables de cada uno de los complejos supramoleculares. El grado
en que se combinan los orbitales moleculares es proporcional a S%AEwnomoiLumo,
donde S es el traslape y AEnomorumo €s la diferencia en las energias de los orbitales
moleculares HOMO y LUMO. Asumiendo que S es muy parecida para los orbitales
considerados, entonces el grado de combinacion de los orbitales moleculares
depende de AEnomorumo. Se puede observar que la estructura 1 (especies neutras)
es la mas estable y la que tiene el menor AEjomoumo, con un valor de 2.13 eV. La

estructura 6 es la menos estable (especies idnicas) y tiene el mayor valor de
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AEnomorumo (3.85 ev). Sin embargo, no siempre decrece AEnomorumo conforme se
incrementa la estabilidad.

La observacion visual de los orbitales HOMO/LUMO puede ayudar a entender
las caracteristicas de estabilidad de las diferentes estructuras que adoptan los
complejos supramoleculares. La figura 30 presenta las graficas de densidad
electronica de los orbitales HOMO y LUMO para las especies iénicas y neutras de
Cy1 y Arg-OMe, asi como para las estructuras 1 y 4 de los complejos
supramoleculares, las cuales son las estructuras mas estables para cada sistema.

En Cy1 neutro, HOMO se ubica alrededor de los atomos 15 a 31, mientras que
LUMO se encuentra alrededor de los atomos 41-56. En el caso de (Cy1)?, las cargas
negativas en los oxigenos 23, 30, 54 y 61, asi como las cargas positivas en los
nitrogenos 19 y 50, provocan que HOMO se desplace hacia los atomos 25-34 y
LUMO hacia los atomos 35-50.

En Arg-OMe, los orbitales HOMO, tanto de la especie neutra como de la
especie idnica, estan ubicados principalmente sobre el grupo guanidinio y en el grupo
alfa amino. En el caso de la especie ionica, la carga positiva provoca que HOMO se
redistribuya y disminuya su volumen en los nitrégenos del grupo guanidinio. LUMO
de la especie neutra se encuentra sobre el grupo metil éster y un poco sobre el grupo
alfa amino; la distribucion electrénica de LUMO de (Arg-OMe)H,** también es
diferente debido a la carga positiva.

En el complejo supramolecular de las especies neutras, Arg-OMe se ubica por
arriba de HOMO, el cual se desplaza hacia los atomos 31-50 del receptor. Este
radical cambio es debido a la fuerte interaccién entre las especies. También se
presenta un desplazamiento en LUMO, que se relocaliza hacia los grupos metil éster
y alfa amino de Arg-OMe. Se observa que para las estructuras mas estables, Arg-
OMe esta ubicado cerca tanto de HOMO como de LUMO, mientras que para las
estructuras menos estables la interaccion de Arg-OMe es sb6lo con uno de estos

orbitales.
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Arg-OMe HOMO

Cy1 HOMO

Cy1:Arg-OMe
HOMO

Arg-OMe LUMO (Arg-OMe)H,** HOMO (Arg-OMe)H,** LUMO

Cy1 LUMO Cy1* HOMO Cy1* LUMO

Cy1:Arg-OMe Cy1%:(Arg-OMe)H,* Cy1%:(Arg-OMe)H,**
LUMO HOMO LUMO

Figura 30. Graficos de densidad electrénica de los orbitales HOMO y LUMO (a un
nivel de contorno de 0.022 a.u.) para las especies ionicas y neutras de

Cy1 y Arg-OMe, asi como para las estructuras mas estables de los
complejos supramoleculares.
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En el complejo supramolecular de las especies cargadas, (Arg-OMe)H,?* se ubica
sobre HOMO y mas distante de LUMO, en referencia al complejo entre especies

neutras, lo cual era de esperarse debido a su menor estabilidad.

3.3 Estudios de Reconocimiento Molecular Tedricos (DFT) y Experimentales
(RMN "H) de EFCy1 con Arg-OMe vy Lis-OMe

3.3.1 Receptor EFCy1 en Forma Libre.

La conformaciéon mas estable para EFCy1 se presenta en la figura 31. En
primera instancia se observa que la posicion de los brazos no forma estructura tipo
balde, lo que hubiera sido deseable para aumentar la probabilidad de formacién de
complejos de inclusidn con los huéspedes.

En la misma figura se observa también que los brazos etil fenilicos de EFCy1
provocan un cambio conformacional drastico de la cavidad con respecto al precursor
acido Cy1. Ademas, en EFCy1 se observa un enlace de hidrogeno intramolecular
entre el oxigeno éter y un proton amida, lo cual aumenta la rigidez de la cavidad del
macrociclo. Una evidencia de la mayor rigidez de EFCy1 respecto a Cy1 son los
espectros de RMN 'H en los cuales las sefiales de los protones aromaticos de la
cavidad del macrociclo presentan un patron de acoplamiento de primer orden para

Cy1 y de segundo orden para EFcy1.
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Cy1 EFCy1

8.32 15.91
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7.75 750 7.25 7.00 6.75
ppm

Figura 31. Estructuras de Cy1 y EFCy1en su forma libre obtenidas por DFT y sefiales
de los protones aromaticos de ambas especies obtenidos por RMN. Las
lineas punteadas corresponden a las dimensiones de la cavidad (rojo) e
interaccién intramolecular (negro) en angstroms.
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3.3.2 Complejos Supramoleculares EFCy1 con Arg-OMe y Lis-OMe

3.3.2.1 Estudios Tedricos (DFT). Las 10 conformaciones mas estables de

los complejos supramoleculares de EFCy1 con Arg-OMe y Lis-OMe asi como las
energias de complejacidon se presentan en el anexo 5.
En la figura 32 se presenta las estructuras mas estables de EFCy1 y de su complejo
supramolecular con Arg-OMe. En la estructura del complejo se aprecia la formacion
de un enlace de hidrégeno entre el grupo alfa amino de Arg-OMe y el carbonilo del
grupo éster de uno de los brazos de EFCy1, ademas de dos interacciones de van der
Waals entre el carbonilo de Arg-OMe y uno de los protones aromaticos de la
estructura macrociclica de EFCy1, y entre un hidrogeno metilo de Arg-OMe y un
carbonilo amida de EFCy1.

La energia de complejacion del complejo supramolecular EFCy1:Arg-OMe (-37
kcal/mol) es significativamente mayor que la energia del complejo Cy1:Arg-OMe (-
365.9 kcal/mol), lo cual indica que la esterificacion con cadenas etilfenilo de los
grupos acidos del receptor disminuye la estabilidad del complejo supramolecular en
un orden de magnitud, efecto que se atribuye tanto a un menor numero de
interacciones receptor-huésped, como al costo entrépico debido a un mayor cambio
conformacional de la cavidad de EFCy1 durante la complejacion (ver figuras 32 y
33).

Por otra parte, como podemos observar en la figura 34, la estructura mas
estable del complejo supramolecular EFCy1:Lis-OMe es semejante a la encontrada
para el sistema EFCy1:Arg-OMe. En dicha estructura se forman dos puentes de
hidrégeno, uno de los cuales se da entre el grupo amino de la cadena lateral del
huésped y el carbonilo amida de la estructura macrociclica; el otro se forma con el
mismo grupo amino y el carbonilo éster de uno de los brazos de EFCy1. Ademas se
forma una interaccion de van der Waals entre el nitrégeno del grupo amino de la
cadena lateral del huésped y un hidrégeno bencilico de la cadena etilfenilica de
EFCy1.

85



5.05
15.91

15.52

Figura 32. Estructuras mas estables del receptor EFCy1 (izquierda) y del complejo

EFCy1:Arg-OMe (derecha) obtenidas por DFT. Las lineas punteadas
corresponden a las distancias en angstroms.

13.35

]2-67 13.31
832

Figura 33. Conformaciones mas estables del receptor Cy1 (izquierda) y complejo
Cy1:Arg-OMe obtenidas por DFT. Comparar ambas conformaciones con
las ilustradas en la figura 35. Las lineas punteadas corresponden a las
distancias de la cavidad (rojo) e interacciones (negro) en angstroms.
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La energia de complejacion encontrada para la estructura mas estable del
sistema EFCy1:Lis-OMe (-36 kcal/mol), permanece practicamente igual a la
encontradas para EFCy1:Arg-OMe (-37 kcal/mol), indicando que el receptor EFCy1
no discrimina entre Arg-OMe y Lis-OMe. La similitud en los valores de energia de los
sistemas de EFCy1 con ambos huéspedes se atribuye a que en ambos sistemas se
presenta el mismo numero de interacciones, en donde los sitios de unién también

son muy similares.
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Figura 34. Conformaciones mas estables de los complejos EFCy1:Lis-OMe (arriba) y
EFCy1:Arg-OMe (abajo) obtenidas por DFT. Las lineas punteadas
corresponden a las distancias de enlaces no covalentes en angstroms.

88



3.3.2.2 Estudios Experimentales (RMN 'H).

3.3.2.2.1 Espectroscopia de difusion ordenada (DOSY). La primera
evidencia experimental de la formacién del complejo EFCy1:Arg-OMe se obtuvo a
partir del experimento de DOSY. En la figura 35 se presenta el espectro obtenido, en
el cual se calculan las constantes de difusién (D) de receptor y huésped libres, asi
como del complejo supramolecular, y se grafican en funciéon del desplazamiento
quimico. Se obtuvieron valores de coeficiente de difusidn de 4.02x10°® cm? s™ para el
EFCy1 libre y de 5.86x10° cm? s para Arg-OMe libre, mientras que la mezcla
receptor:huésped presenta un valor de 3.77x10® cm? s™ que indica la presencia de
una nueva especie de mayor peso molecular (menor D) que receptor y huésped
libres, lo cual confirma la formacién del complejo supramolecular.

3.3.2.2.2 Titulacién mediante RMN 'H. Los estudios experimentales para la
obtencién de K, por RMN 'H del receptor EFCy1 fueron realizados mediante
titulacion espectrométrica utilizando como huéspedes: Arg-OMe y Lis-OMe.

En ambos casos se observaron desplazamientos hacia campo bajo de los
protones amida del receptor, lo cual es evidencia de la formacion de los complejos
supramoleculares. Las Figura 36 muestra los desplazamientos observados para el
proton amida de EFCy1 en presencia de Arg-OMe. Los protones aromaticos d
presentan desplazamientos a campo alto (figuras 37); sin embargo, en este caso no
fue posible ajustar las curvas de titulacién debido en buena medida a la dificultad de
medir con exactitud el desplazamiento quimico dado el grado de ensanchamiento de
las sefales.

La evidencia experimental coincide satisfactoriamente con las estructuras
propuestas por los estudios tedricos, en donde los grupos participantes del receptor
en la formacion de los complejos supramoleculares son precisamente el grupo amida

y los hidrégenos aromaticos (ver figura 34).
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= 3.77 x10® cm?s™
EFCy1ArgMe

D =4.02 x 108 cm?s™
EFCv1

Figura 35. Experimento de espectroscopia de difusion ordenada (DOSY) del receptor
EFCy1 en forma libre (espectro inferior) y del complejo EFCy:Arg-OMe
(espectro superior).
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Figura 36. Cambios de desplazamiento quimico (hacia campo bajo) del protén amida
de EFCy1 (4.5 mM) durante la titulacion con ArgMe (450 mM).
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Figura 37. Cambios de desplazamiento quimico (hacia campo alto) de los protones
aromaticos de EFCy1 con Arg-OMe durante la titulacién.
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Por otra parte, de acuerdo a los estudios tedricos el grupo éster de uno de los
brazos del receptor también participa en una de las interacciones con el huésped, sin
embargo dicho enlace es muy débil (2.8 A) y no provoca cambio en el
desplazamiento quimico en los protones g (CHz vecino a oxigeno de éster).

La figura 38 presenta las curvas de titulacion obtenidas para los sistemas
EFCy1:Arg-OMe y EFCy1:Lis-OMe y la tabla 7 presenta los valores de las constantes
de asociacion (K;) y el cambio maximo en los desplazamientos quimicos (Ad.),
obtenidos a partir de las curvas de titulacion.

Los valores de las constantes de asociacion para Arg-OMe y Lis-OMe son
relativamente bajos, 40 M y 52 M respectivamente, y muy similares entre ellos.

El bajo valor de las K, puede atribuirse a la alta proporcion de DMSO en la
mezcla de reaccion (CDCl;:DMSO, 75:25), el cual compite fuertemente con los
huéspedes por la formacion de enlaces de hidrégeno con los sitios de unién del
receptor [18].

El otro aspecto a destacar es que EFCy1 no presenta selectividad hacia Arg-
OMe o Lis-OMe. En este aspecto también coinciden los estudios tedricos con los
estudios experimentales, ya que los valores de energia de complejacion obtenidos
tedricamente para EFCy1:Lis-OMe (-36 kcal/mol) y para EFCy1:Arg-OMe (-37
kcal/mol) son practicamente iguales, indicando que el receptor EFCy1 no discrimina
entre Arg-OMe y Lis-OMe.
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Figura 38. Curvas de titulacion obtenidas de EFCy1 (4.5 mM) con ArgMe (450 mM), y
con LisMe (450 mM), hasta lograr una relacién molar de 10 en ambos
casos.
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Tabla 7. Constantes de afinidad (K;) y cambio de desplazamiento quimico maximo
(Adc) de los huéspedes con el receptor EFCy1.

Sistema A8, (ppm) KaMol™
EFCy1:Arg-OMe 0.0367 408
EFCy1:Lis-OMe 0.0385 54 +£7
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3.4 Estudios de Reconocimiento Molecular Teoricos (DFT) y Experimentales
(RMN) de EHCy1 con Arg-OMe vy Lis-OMe.

3.4.1 Receptor EHCy1 en forma libre.

La geometria mas estable para EHCy1 se presenta en la figura 39. Al igual
que en el caso de EFCy1, no forma estructura tipo balde. La conformacion del
receptor libre se encuentra menos tensionada que en el caso de EFCy1, lo cual es
posible correlacionarlo con los espectros de RMN 'H de ambos receptores, en donde
se observa menor grado de desdoblamiento de los protones aromaticos en EHCy1
que en EFCy1 (figura 39).

3.4.2 Estudios de Reconocimiento Molecular Teéricos (DFT) de EHCy1 con Arg-
OMe y Lis-OMe.

3.4.2.1 Sistema EHCy1:Arg-OMe. Las 10 conformaciones mas estables de los
complejos supramoleculares de EHCy1 con Arg-OMe y Lis-OMe asi como las
energias de complejacion se presentan en el anexo 6.

En la figura 40 se presenta la estructura mas estable del complejo
supramolecular EHCy1:Arg-OMe, en la cual se observa la formacion de cinco
enlaces de hidrégeno, todos a través de los grupos amida de la cavidad del receptor,
los cuales interactuan con el grupo guanidinio (tres interacciones), el grupo alfa
amino y el grupo éster de ArgMe .

Arg-OMe se encuentra en forma practicamente lineal y se extiende sobre uno
de los lados de EHCy1 y no se observa la participacion de los grupos hexiléster
pendientes.

La energia de complejacion obtenida para el complejo supramolecular
EHCy1:Arg-OMe fue de -28 kcal/mol. Al comparar con el complejo Cy1:Arg-OMe (-
365.9 kcal/mol, figura 33) se observa una disminucién de la estabilidad en un orden
de magnitud, a pesar de que el numero de interacciones receptor-huésped es mayor
en EHCy1:Arg-OMe que en Cy1:ArgMe.
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Figura 39. Estructuras de EHCy1 y EFCy1 obtenidas por DFT y sus respectivos
espectros de proton de las sefiales aromaticas de la cavidad en cada
caso. Las lineas punteadas corresponden a las dimensiones de la

cavidad (rojo) e interaccion intramolecular (negro) en angstroms.
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6.28
16.68

Figura 40. Estructuras mas estables del receptor EHCy1 (izquierda) y del complejo
EHCy1:Arg-OMe (derecha, comparar con la figura 33) mediante DTF.
Las lineas punteadas corresponden a las distancias en angstroms.
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Lo anterior puede explicarse ya que las interacciones en el receptor acido son
mas fuertes, con distancias de enlace de 1.64, 1.75 y 1.76 A, comparadas con el
receptor hexil éster 1.97, 2.03, 2.06, 2.28 y 2.39 A. Ademas, al no intervenir los
grupos pendientes en EHCy1:Arg-OMe, todas las interacciones se presentan con los
grupos amida de la cavidad del receptor, lo que ocasiona un cambio conformacional
fuerte del esqueleto macrociclico, con respecto al precursor Cy1, con el consecuente
costo entropico que provoca una disminucion de la estabilidad del complejo
supramolecular. Esta situacion se puede considerar como un ejemplo del efecto
conocido como compensacion entalpia—entropia: en interacciones débiles aditivas,
un incremento en la entalpia de enlace es compensado por un decremento en la
entropia de enlace [47].

Por otra parte, la energia de complejacion de EHCy1:Arg-OMe (-28 kcal/mol)
es mayor a la encontrada para EFCy1:Arg-OMe (-37 kcal/mol), indicando que el
complejo formado con EHCy1 es menos estable que el complejo con EFCy1, a pesar
de formar un mayor numero de interacciones receptor-huésped, lo cual se atribuye a
efectos entropicos, ya que durante la complejacién hay un cambio conformacional
mas fuerte en el receptor EHCy1 (comparar cambios conformacionales en figuras 32
y 40).

3.4.2.2 Sistema EHCy1-Lis-OMe. En el complejo EHCy1:Lis-OMe (figura 41)
se forman cuatro enlaces de hidrogeno: dos con la estructura macrociclica y dos con
los grupos oxigeno de dos de los brazos de EHCy1.

La energia de complejacion para EHCy1:Lis-OMe (-21 kcal/mol) es mayor a la
obtenida para EH1:Arg-OMe (-28 kcal/mol), indicando que el complejo formado con
Lis-OMe es menos estable que el complejo con Arg-OMe. Esto indica que, a
diferencia de los resultados de los sistemas con EFCy1, EHCy1 si presenta
selectividad hacia Arg-OMe.

La mayor selectividad hacia Arg-OMe puede atribuirse a que en EHCy1:Lis-
OMe hay menor numero de enlaces cuya fuerza también es menor como

consecuencia de las distancias de enlace 2.06, 2.29,2.47 y 2.72 A.
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Figura 41. Conformacién mas estable obtenida con el programa GAUSSIAN 09 para
EHCy1:Lis-OMe y al nivel de teoria B3LYP/6-31G*. Las lineas punteadas
corresponden a las distancias de enlaces no covalentes en angstroms.

99



A pesar de que EHCy1 es capaz de discriminar entre Arg-OMe y Lis-OMe, los
complejos obtenidos con este receptor son de menor estabilidad que los obtenidos

para EFCy1 el cual no presenta selectividad por ninguno de los huéspedes.

3.4.2.3 Estudios experimentales (RMN 1H) de EHCy1 con Arg-OMe. Los
estudios experimentales para la obtencién de K, por RMN 'H del receptor EHCy1
fueron realizados utilizando como huésped a Arg-OMe. Al igual que en el caso de
EFCy1, se observaron los desplazamientos hacia campo bajo de los protones amida
del receptor, lo cual es evidencia de la formacién de los complejos supramoleculares.
En la figura 42 (a) se muestran los desplazamientos observados para el protéon amida
de EHCy1 en presencia de Arg-OMe y la curva de titulacion obtenida corresponde a
la figura 42 (b).

El valor de K, obtenido para el sistema EHCy1:Arg-OMe (K,=219 M), es un
orden de magnitud mayor que el obtenido para el sistema EFCy1:Arg-OMe,
indicando que el complejo EHCy1:Arg-OMe (K,=40 M™") es menos estable que el
complejo EFCy1:Arg-OMe, lo que no concuerda con calculos tedricos. Estas
diferencias se deben probablemente a la participacion del solvente el cual no es

considerado en los estudios teodricos.
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Figura 42. (a) Cambios de desplazamiento quimico (hacia campo bajo) del proton
amida de EHCy1 y (b) curva de titulacion obtenida para EHCy1 (4.5 mM)
con ArgMe (450 mM), hasta una relacién molar de 10.
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3.5 Estudios Experimentales (RMN 'H) de EHCy2 con Arg-OMe.

Al igual que en los experimentos anteriores, se observaron desplazamientos
hacia campo bajo de los protones amida del receptor, lo cual es evidencia de la
formacion de los complejos supramoleculares.

En la figura 43 (a) se muestran los desplazamientos observados para el proton
amida de EHCy2 en presencia de Arg-OMe y la curva de titulacion obtenida
corresponde a la figura 43 (b).

El valor de K, (95 M) obtenido para el sistema EHCy2:Arg-OMe, indica que
este complejo es de menor estabilidad que el complejo EHCy1:Arg-OMe (K= 219 M
", lo cual revela que no solo los grupos pendientes del receptor afectan la estabilidad
de los complejos supramoleculares, sino que también es importante el grupo
funcional que conecta a los grupos fenilo de la cavidad de los receptores (-O- en el
caso de EHCy1 y —CHa- en el caso de EHCy2).
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Figura 43. (a) Cambios de desplazamiento quimico (hacia campo bajo) del proton

amida de EHCy2 y (b) curvas de titulacién obtenidas de EHCy2 (4.5 mM)
con ArgMe (450 mM), hasta una relacion molar de 10.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron cuatro nuevos receptores con grupos éster (2 hexiléster y 2
etilfeniléster) como brazos pendientes, a partir de la esterificacion de los grupos
acido pendientes de dos ciclofanos previamente reportados por Inoue vy
colaboradores. La técnica de microondas fue efectiva para la esterificacion, con
rendimientos del 40 al 52%.

Los espectros de RMN 'H indican que la esterificacion con cadenas hexil y
etilfenil éster provocan un aumento en la rigidez de la cavidad de los ciclofanos, lo
cual se infiere del patrén de acoplamiento de las sefiales de los protones aromaticos
del esqueleto de los macrociclos.

Los estudios téoricos utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
indican lo siguiente:

e El ciclofano acido con atomo de oxigeno entre los grupos fenilos (Cy1),
precursor de los ciclofanos ésteres (EHCy1 y EFCy1), forma complejos
supramoleculares estables con arginina, con mayor estabilidad el ciclofano en
su forma neutra que en el ciclofano cuyos grupos amino y acido se encuentran
cargados.

e Ambos ciclofanos hexil y etilfenil éster (EHCy1 y EFCy1 respectivamente)
forman complejos supramoleculares con los aminoacidos arginina metiléster
(Arg-OMe) vy lisina metiléster (Lis-OMe). Las estructuras obtenidas indican la
participacion de varias inteacciones receptor —huésped, principalmente enlace
de hidrogeno.

e Contrario a lo esperado, los complejos EFCy1:Arg-OMe son menos estables
que los complejos Cy1:Arg-OMe. Este resultado se atribuye tanto a la
disminucién del numero de interacciones como al costo entropico originado
por el fuerte cambio conformacional que se observa en el esqueleto

macrociclo de EFCy1 durante la formacion del complejo.
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EFCy1 no presenta selectividad hacia Arg-OMe o Lis-OMe, ya que las
energias obtenidas para ambos complejos suupramoleculares son muy
similares.

EHCy1:Arg-OMe es mas estable que EHCy1:Lis-OMe como consecuencia del
mayor numero y fuerza de las interacciones no covalentes formadas entre el
receptor y el huésped. Es de destacar que en el caso de Arg-OMe no
participan los brazos hexiléster, mientras que para Lis-OMe se forman dos
enlaces de hidroégeno con dos de los brazos de EHCy1.

El numero de interacciones receptor — huésped es mayor en el caso de
EHCy1; sin embargo, los complejos son mas estables para EFCy1 que los
formados por EHCy1, lo cual de nuevo se atribuye al factor entropico de la

complejacién (cambio conformacional mas drastico de la cavidad).

Los estudios experimentales utilizando RMN 'H proporcionan la siguiente

informacion:

En el experimento DOSY se observa la formacién de una nueva especie en la
mezcla EFCy1:Arg-OMe con un valor de coeficiente de difusién de 3.77x10°®
cm?s™, lo cual confirma la formacién del complejo supramolecular.

Las titulaciones de RMN "H de EFCy1 con Arg-OMe vy Lis-OMe muestran el
desplazamiento de los protones amida, lo cual indica la formacién de un
complejo supramolecular en donde participan los grupos amida del receptor,
hecho que concuerda con los estudios teodricos.

Los valores de las constantes de asociacién (K, = 40 M para Arg-OMe y 52
Mpara Lis-OMe) obtenidas a partir de las curvas de titulacion de EFCy1
confirman la formacién de complejos supramoleculares y la ausencia de
selectividad en EFCy1 para ambos aminoacidos, confirmando la informacion
obtenida por los estudios tedricos.

El valor de K, obtenido para el sistema EHCy1:Arg-OMe (219 M) indica que
el complejo formado con EHCy1 y Arg-OMe es mas estable que el encontrado
con EFCy1, lo cual no concuerda con los valores de energia obtenidos
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tedricamente y puede atribuirse a que en los estudios tedricos no se considero
el efecto del disolvente en la determinacion de la estabilidad del complejo.

El sistema EHCy2:Arg-OMe arrojé un valor de K,= 95 M, el cual indica la
menor estabilidad de este sistema con respecto al obtenido con EHCy1. Esto
demuestra que no solo los grupos presentes en los brazos modificados de los
ciclofanos influyen en la estabilidad del complejo sino también lo hacen los
grupos funcionales dentro de la cavidad del receptor.

Los valores relativamente bajos de K, de los complejos supramoleculares
pueden atribuirse a la alta proporcion de DMSO (25%) en la mezcla de
solventes (CDCI3/DMSOQO), la cual fue necesaria por cuestiones de solubilidad

de los huéspedes.
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PERSPECTIVAS

Realizar los estudios teodricos y experimentales de reconocimiento molecular
de Arg-OMe y Lis-OMe con los derivados metil éster de los precursores Cy1y
Cy2.

Llevar a cabo los estudios de Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC) de
las reacciones de complejacién, a fin de verificar experimentalmente la
contribucion de los factores entrépicos en la estabilidad de los complejos
supramoleculares.

Obtener cristales de los receptores en su forma libre y de los complejos
supramoleculares para realizar cristalografia de rayos X y comparar las
conformaciones obtenidas mediante los estudios teoricos.

Extender los estudios teoricos y experimentales de reconocimiento molecular
con Arg-OMe y Lis-OMe, utilizando como receptores otros ciclofanos de la
biblioteca del DIPM de menor cavidad.

Ampliar el trabajo de investigacidn hacia otros sustratos de igual interés

bioldgico que permitan el analisis en disolventes de baja polaridad.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectros de masas de alta resolucion obtenidos para los ésteres EHCy1,
EFCy1, EHCy2 y EFCy2.
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Anexo 2. Espectro de masas de baja resolucidén obtenido para Cy2.
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Anexo 3. Espectros de infrarrojo de los receptores EHCy1, EHCy2, EFCy1 y EFCy2.
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Anexo 4. Estructuras mas estables para los sistemas Cy1:Arg-OMe y Cy1%

ArgMeH,*".
Figura A4.1. Conformaciones mas estables encontradas para el sistema: Cy1:Arg-
OMe.
1 2
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Figura A4.2. Conformaciones mas estables encontradas para el sistema: (Cy1)*
:(Arg-OMeH,)*".
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Anexo 5. Conformaciones mas estables de los sistemas EFCy1:Arg-OMe y
EFCy1:Lis-OMe.

Figura A5.1 Conformaciones mas estables encontradas para el sistema EFCy1:Arg-
OMe.
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Figura A5.2 Conformaciones mas estables encontradas para el sistema EFCy1:Lis-
OMe.
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Anexo 6. Conformaciones mas estables de los sistemas EHCy1:Arg-OMe y
EHCy1:Lis-OMe.

Figura A6.1 Conformaciones mas estables encontradas para el sistema EHCy1-
ArgMe.

118



Figura A6.2. Conformaciones mas estables encontradas para el sistema EHCy1:Lis-

OMe.
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Reconocimiento molecular de un ciclofano como receptor de arginina metiléster: Perspectivas teéricas

Reconeixement molecular d’un ciclofan com a receptor d’arginina metiléster: Perspectives teoriques

Recibido: 4 de octubre de 2012; revisado: 11 de enero de 2013; aceptado: 14 de enero de 2013

RESUMEN

En este estudio nos enfocamos en el reconocimiento mo-
lecular de arginina con un ciclofano como receptor. Este
macrociclo consiste de dos unidades fenileno-O-fenileno
unidas por dos cadenas EDTA y contiene cuatro grupos
carboxilato pendientes. Para entender las interacciones
de estos sistemas realizamos una busqueda conformacio-
nal y optimizaciones geométricas con el uso de la Teoria
del Funcional de la Densidad (DFT). Decidimos enfocar-
nos en dos diferentes escenarios. En el primero, la arginina
metiléster y el ciclofano no estan cargados. En el segun-
do, ambas especies son idnicas y el sistema globalmente
es neutral. Los calculos revelan que de hecho interactian
favorablemente, donde la configuracién mas estable es
aquélla en la cual la arginina metiléster catiénica se extien-
de sobre el ciclo e interactia con los grupos carboxilato
desprotonados.

Palabras clave: aminoacidos, ciclofanos, reconocimiento
molecular.

SUMMARY

In this study we focus on molecular recognition towards
arginine methyl ester with a cyclophane as a receptor.
This macrocycle consists of two phenylene-O-phenylene
units linked by two EDTA chains and carries four pen-
dant carboxylate groups. To understand the interactions
of these systems we performed a conformational search
and geometry optimizations with the use of the Density
Functional Theory (DFT). We decided to focus on two dif-
ferent scenarios. In the first one, the arginine ester and
the cyclophane are not charged. In the second one, both
species are ionic and the system as a whole is neutral.

The computations revealed that they in fact interact favor-
ably, where the most stable configuration is that in which
cationic arginine methyl ester is extended above the cycle
and interacts with the pendant deprotonated carboxylate
groups.

Keywords: amino acids, cyclophanes, molecular recogni-
tion

RESUM

En aquest estudi ens enfoquem en el reconeixement mo-
lecular d’arginina amb un ciclofan com a receptor. Aquest
macrocicle consisteix en dues unitats fenile-O-fenilé uni-
des per dues cadenes EDTA i conté quatre grups de car-
boxilat pendents. Per entendre les interaccions d’aquests
sistemes realitzem una recerca conformacional i optimit-
zacions geométriques amb I'Us de la Teoria del Funcional
de la Densitat (DFT). Decidim enfocar-nos en dos escena-
ris diferents. En el primer, I’arginina metiléster i el ciclofan
no estan carregats. En el segon, ambdues espécies sén
ioniques i el sistema és globalment neutral. Els calculs re-
velen que de fet interactuen favorablement, on la configu-
racio meés estable és aquella en la qual I'arginina metilester
cationica s’estén sobre el cicle i interactua amb els grups
carboxilat desprotonats.

Mots clau: aminoacids, ciclofans reconeixement molecu-
lar
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