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1. INTRODUCCION

Las escuaramidas son los amino derivados del 3,4-dihidroxiciclobut-3-en-1,2-diona también
conocido como 4cido escuarico. Estas poseen una estructura rigida y plana. En el anillo se sitdan
dos grupos carbonilo y dos nitrégenos que practicamente estan situados en el mismo plano, por
lo que se caracterizan por poseer propiedades donadoras y aceptoras de enlaces de hidrégeno
simultdaneamente (Figura 1). El hecho de que estos grupos estén situados en el mismo plano
permite la conjugacion del orbital pz del nitrégeno al sistema 1t situado perpendicular al planoy
otorga al enlace N-C caracter de doble enlace. La rotacidn de dicho enlace estd restringida. Al
igual que las amidas secundarias. Sin embargo, la energia de rotacidn del enlace escuaramida es
de 68kJ/mol, mientras que las amidas secundarias que es aproximadamente de 80kJ/mol.%?3

Aun siendo la barrera rotacional menor que la de una amida es lo suficientemente elevada como
para distinguir la presencia de distintos conférmeros en equilibrio en disolucién. Los posibles
conférmeros son E,E ; Z,Ey Z,Z (Figura 1).
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Figura 1. Estructuras de los distintos conformeros posibles en disolucion

El conférmero E,E es el menos favorable de los tres ya que los sustituyentes estdan muy préximos
en el espacio dando lugar a cierto impedimento estérico y no se han detectado en disolucion.
Por otra parte los conféormeros Z,E son capaces de establecer puentes de hidrogeno
intramoleculares cuando se sitia a una distancia adecuada en uno de los sustituyentes
escuaramidicos un grupo aceptor de enlace de hidrégeno. Este tipo de conférmero es un buen
candidato para obtener estructuras plegadas como miméticos de giros-p (Figura 2).
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Figura 2. a) Estructura de un giro- 8 natural ; b) estructura de un mimético de giro 8 c) estructura plegada tipo
horquilla de un compuesto oligoescuaramidico.

1 M. C. Rotger, M. N. Pifia, A. Frontera, G. Martorell, P. Ballester, P. M. Deya, A.Costa , J. Org. Chem. ,
2004, 69, 2303 —2308.

2R.I. Storer, C. Aciro, L. H. Jones, Chem. Soc. Rev. , 2011, 40, 2330-2346

3 C. Rotger, M. N. Pifia, M. Vega, P. Ballester, P. M. Deya, A. Costa, Angew. Chem. Int. Ed. , 2006 , 45,
6844 — 6848 .



El mimético de giro-B basado en la unidad escuaramida que se muestra en la figura 2b forma
un puente de hidrogeno intramolecular entre el oxigeno del carbonilo amidico y el NH
escuaramidico formdndose un ciclo de 10 miembros. En la estructura tipo horquilla el giro se
forma inducido por el enlace de hidrégeno intramolecular entre el NH escuaramidico y el N
terciario. En este caso se forma un ciclo de 9 miembros (Figura 2c) .

Dependiendo de cada conférmero el patron de interacciones mediante enlace de hidrégeno
sera distinto. Por ejemplo, en una disolucién de cloroformo del escuaramido ester que se
muestra en la figura 3a, se observa la presencia del conférmero E y Z en equilibrio. El conférmero
E puede dimerizar formando dos enlaces de hidréogeno. Sin embargo, la dimerizacién del
confédrmero Z de tipo cabeza-cola, no estd favorecida al formarse solo un enlace de hidrégeno y
la repulsién de los electrones del grupo éster. Por otra parte, para la bis-escuaramida secundaria
de la figura 3b, existen diversas posibilidades de dimerizacién. Los conférmeros E, Z podrian
dimerizar de forma analoga al ejemplo anterior y el isémero Z, Z podria dar agregados de tipo
cabeza cola. Los estudios realizados determinaron que los conférmeros E, Z forman estructuras
plegadas mediante en laces de hidrégeno intramoleculares. Estas especies monoméricas es tan
en equilibrio con un dimero. Al aumentar la concentracidn se propicia formacién de agregados
del tipo cabeza-cola.!
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Figura 3. Equilibrios conformacionales y de dimerizacion

Los mddulos de giro escuaramidicos se han utilizado para preorganizar precursores lineales
oligoescuaramidicos en la sintesis de macrociclos escuaramidicos. La oligoescuaramidas lineales
se preorganizan en forma de horquilla incluso en medios polares préticos como el etanol, para
posteriormente y tras reaccionar con escuarato de dietilo obtener los correspondientes
macrociclos.*?
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Figura 4. Esquema de la reaccion de macrociclacion



Los conférmeros Z,Z son los que presentan el menor impedimento estérico ademas estos
pueden establecer puentes de hidrogeno cooperativos con una variedad de compuestos o entre
ellos mismos dando agregados del tipo cabeza-cola como se puede ver en el ejemplo de la figura
4 donde los enlaces de hidrogeno se forman entre los grupos NH---0=C.* La notable capacidad
aceptor/donador de enlaces hidrégeno de la unidad escuaramida se puede explicar en términos
de la ganancia en aromaticidad del anillo de cuatro miembros sobre la formaciéon simultanea de
enlaces de hidrégeno con los grupos carbonilo y N-H.*

Este tipo de agregados resultan muy insolubles en disolventes orgdnicos. Existen algunos
ejemplos donde se han obtenido estructuras cristalinas de este tipo de agregados. El cardcter
aromatico de las escuaramidas se pone de manifiesto en las estructuras cristalinas obtenidas de
diescuaramidas secundarias, donde se observa un empaquetamiento en el que se favorece las
interacciones m-it aromatico entre los anillos de escuaramida.’

Otro modelo de autoasemblamiento es debido a la agrupacién de agregados de tipo cabeza-cola
de forma helicoidal donde predominan las interacciones NH---O=C, estos se posicionan de
manera antiparalela compensando el fuerte momento dipolar del anillo escuaramida en los
cristales resultantes.*

Por lo tanto las escuaramidas no solo pueden formar agregados mediante la formacién de un
cierto nimero de puentes de hidrogeno sino también por la acumulacién de interacciones de
caracter aromdtico. Aunque estas sean las interacciones no covalentes mas habituales
encontradas en las escuaramidas, estas pueden auto-asociarse para dar lugar a un gran nimero
de estructuras incluyendo interacciones electroestdticas, e interacciones catidon- it y anion- m,
etc.*®

Un ejemplo es la bis -(2-piridi)etilaminoescuaramida ademas de la formacion de los agregados
por enlace de hidrégeno entre los grupos el NH escuaramidico con los carbonilos vecinos, se
observa la formacién de dos interacciones C-H::N entre las piridinas de los extremos de la
molécula y los correspondientes anillos de las moléculas vecinas. Este empaquetamiento se ve
alterado cuando se forman los complejos con el ion nitrato (Figura 5).%
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Figura 5.a) Vista en perspectiva de como se forman agregados del tipo cabeza-cola. b) Complejo formado en
presencia de nitrato.

4 C.Rotger, B. Soberats, D. Quifionero, A. Frontera, P. Ballester, J. Benet-Buchholz, P. M. Deya, A.
Costa, Eur. J. Org. Chem. , 2008 ,11, 1864 —1868 .

5C. Lbpez, M. Ximenis, F. Orvay, C. Rotger, A. Costa , Chem. Eur. J. ,2017,23,1-6.

8 A. P. and R. Prohens, Cryst. Growth Des. , 2014, 14, 397- 400 .

7D. Quifionero, A. Frontera , D. Escudero, P.Ballester ,A. Costa, P. M. Deya, Eur. J. Org. Chem. , 2007 ,8
,1182-1187 .



También encontramos un ejemplo donde la molécula que carece de agregacion en ausencia de
aniones fosfato mientras que cuando estos estan presentes es capaz de la formacion de los
polimeros escuaramidicos (Figura 6). Los agregados encontrados varian en forma y tamafio en
funcidn de la concentracidn de aniones fosfato. Por lo tanto, parece que la reorganizaciéon de los
agregados da lugar a una respuesta cooperativa, los aniones H,PO, dan lugar a multiples
secuencias de puentes de hidrogeno.® Este polimero podria ser utilizado en la deteccidon
selectiva de iones fosfato inorganicos en medio acuoso. Es de interés tanto desde la perspectiva
de su relevancia en sistemas biolégicos como de la salud humana, y su papel como contaminante
que causa la eutrofizacidn del agua dulce.
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Figura 6.Medidas DLS a 90°C de un polimero escuaramidico (2,4-10°> M) en ausencia (rojo) y presencia (azul) de
BUNH4*H3PO4(2.4-10° M)

Para la construccidon de polimeros constituidos por unidades de compuesto escuaramidicos la
estrategia a seguir es exaltar el cardcter apolar de estas intentando maximizar las interacciones
de tipo aromatico como pueden ser 1-1t 0 CH--1t. Un ejemplo es la combinacién de estructuras
arilescuaramidas con los arilescuaramato que da lugar a estructuras fibrilares de hidrogel esto
se debe que ambas estructuras son planares y pueden formar dimeros mediante interacciones
arométicas de staking (Figura 7).°

Figura 7. a) Disposicion planar de apilamiento de estructuras de arilescuaramida y arilescuaramato.

En base a los echos expuestos podemos hacer una subdivisién de estos compuestos en dos
grandes grupos, el primero esta constituido por escuaramidas que presentan propiedades de
autoasemblamiento en presencia de cationes . El segundo grupo lo forman las escuaramidas que
son capaces de agregarse por si mismas.

8 A. Rostami, C. J. Wei, G. Guérin , M. S. Taylor , Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 2059 — 2062 .



Aunque las escuaramidas a lo largo del tiempo han demostrado que tienen un gran numero de
aplicaciones interesantes, las mds destacadas son su uso en organocatalisis y como receptores
y transportadores de aniones. Mas recientemente se ha demostrado que algunos compuestos
escuaramidicos poseen una destacada actividad biolégica como agentes antitumorales,
antiparasitarios, transportadores moleculares etc.>1%1!

En los compuestos escuaramidicos la combinacidn de la formacion de enlaces de hidrégeno e
interacciones electrostaticas de los restos tetraalquilamonio con oxoaniones resulta una
estrategia muy eficaz a la hora sistemas de reconocimiento especifico de aniones como son el
sulfato, el fosfato, ambos de relevancia bioldgica.

Asi el reconocimiento especifico de grupos fosfato presentes en las membranas bioldgicas
facilita la entrada de oligoescuaramididas ciclicas en el interior celular. Se ha comprobado la
facilidad de internalizacidon de estos compuestos mediante oligoescuaramidas ciclicas al unirlas
a un grupo fluorescente, y se observé que estas son capaces de entrar en las células por via
endocitotica y acumularse en los endosomas tardios.>!
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Figura 8.A) Estructura de las cicloescuaramidas utilizadas para los estudios de fluorescencia . B) Imdgenes de la
microscopia confocal de las células U87MG tratadas con la escuaramida 1 (10 uM) a 37 °Cy 4 °C.

En la bibliografia se han descrito cicloescuaramidas que tienen capacidad de actuar como
inhibidores de kinasa con actividad antitumoral. Ademas, es relativamente reciente su posible
aplicabilidad como moléculas antiparasitarias para combatir la malaria o contra la enfermedad
de Chagas.?0!

1.1 Escuaramidas como agentes de transfeccidon: antecedentes.

Debido a la gran afinidad de la estructura macrociclica utilizada como marcador celular por los
oxoaniones, el grupo de quimica supramolecular ha iniciado un estudio sobre la interaccién de
estructuras macrociclicas andlogas con acidos nucleicos dado que son compuestos
polifosfatados. El objetivo de dicho estudio era la evaluacidn de estos compuestos como
agentes de transfeccion.

0 F, Olmo, C. Rotger, |. Ramirez-Macias , L. Martinez , C. Marin, L. Carreras, K. Urbanova , M. Vega, G.
Chaves-Lemaur, A. Sampedro, M. J. Rosales , M. Sanchez-Moreno, A. Costa, J. Med. Chem. , 2014, 57,
987-999.

11p, villalonga, S. Fernandez de Mattos , G. Ramis , A. Obrador-Hevia , A. Sampedro, C. Rotger, A.
Costa, Chem. Med. Chem. , 2012, 7, 1472-1480 .
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Figura 9. Representacion grdfca del proceso de transfeccion

La transfeccién celular es el proceso mediente el que se introduce material genético externo a
las células eucariotas haciendo que un porcentaje de este se localice en el nucleo para su
transcripcién y expresiéon. Pero debido al tamafio y la carga superficial negativa del ADN ,la
entrada al interior celular precisa de la intervencién de un agente de transfeccion, que facilite
su transporte de membrana, y lo proteja de nucleasas. El agente de transfeccion debe liberar el
acido nucleico en lugar adecuado para su transcripcién pueda ejercer su funcién. Debido a esto
se trabaja en el desarrollo de metodologias de transfeccién que puedan utilizarse en terapia
génica.

En la actualidad los virus y retrovirus son los agentes mds utilizados, aunque poseen una
toxicidad inherente y un alto riesgo de carcinogénesis. Debido a esto se han desarrollado
alternativas para utilizar vectores no virales como son algunos polimeros y lipidos catidnicos.
Estos compuestos poseen una alta complejidad estructural que dificulta su sintesis.’>*

Como alternativa a los agentes de transfeccion actuales se ha evaluado una serie de compuestos
oligoescuaramidicos ciclicos como agentes de transfeccion. Las oligoescuaramidas ciclicas de
pequefio tamafio estudiadas estan formadas por dos grupos escuaramida unidos entre si
mediante dos diaminas alifaticas que contienen nitrégenos terciarios. Estos ciclos se diferencian
entre si por los grupos funcionales situados en las cadenas alquilicas cuya funcién es actuar de
espaciadores (Figura 10). El hecho de poseer nitrdgenos terciarios que son protonables a pH
fisioldgico supone tener grupos cargados positivamente que pueden ser de gran utilidad. Basado
en esto las oligoesquaramidas podrian formar estructuras bien definidas con ligandos debido a
su flexibilidad que le aporta su adaptabilidad y su cierto grado de preorganizacion
conformacional.'¥*2  En algunos casos se utilizaron espaciadores decorados con grupos
funcionales que pudieran modificar la afinidad del macrociclo por los grupos fosfato, ya que es
tan importante su asociacion con el dcido nucleico como la liberacién del mismo en el interior
molecular para que el acido nucleico sea funcional.

12 M. Sainlos, M. auchencorne, N. Oudrhiri, S. Zertal-Zidani, A. Aissaoui, J.-P. Vigneron, J.-M. Lehn, P.
Lehn, Chem. Bio. Chem. , 2005, 6, 1023-1033.

BUniversitat de les llles Balears , Oligoescuaramidas ciclicas como agentes de transfeccién , A. Costa , C.
Rotger, R. Villalonga-Planells , P. Villalonga , P201530636. 17 Nov 2016

14A. 1. Rocha, Caracteristicas y localizacidn de la regién de fusion del rabdovirus de la septicemia
hemorrdgica de la trucha, Universidad complutense de Madrid, Madrid , 2004.
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Figura 10. Estructuras de oligoesquaramidas ciclicas como agentes de transfeccion

Se ha evaluado la capacidad de los compuestos de la figura 10 de condensar o empaquetar ADN
en forma de plasmido mediante Microscopia de Fuerzas Atdmicas (AFM) . No todos los
compuestos son capaces de empaquetar el pldsmido de manera eficiente o completa. Las
moléculas SQ1, SQ8 y SQ9 son las que mejor empaquetan el plasmido. Por otra parte, las SQ2 y
SQ7 son las que no son capaces de conseguir un empaquetamiento del material genético (Figura
11).

Figura 11. Imdgenes de AFM de las estructuras de los complejos formados a partir de las oligoescuaramidas SQ1-
SQ9y el pldsmido pmax-GFP (1 ug plasmido/10 uM SQ) .

Para evaluar su capacidad de transfeccién en cultivos celulares se utilizé un plasmido que
codifica una proteina fluorescente , el pmax-GFP . Para determinar el grado de sintesis de
proteina fluorescente se hicieron estudios de fluorescencia confocal. Para ello se formaron
complejos de cada uno de los macrociclos-el pmax GFP. Los resultados se muestran en la figura
12. Los compuestos SQ 1,5Q6 y SQ8 son las que mayor capacidad de transfeccion muestran.Sin
embargo, el mas eficaz en esta tarea es el compuesto SQ1.

Figura 12. Imdgenes de fluorescencia confocal a concentracion 10uM en celulas U87-MG. LP: Lipofectamine 2000



Los resultados anteriores indican que el macrociclo SQ1 resulta tener una actividad bioldgica
muy interesante y puede dar a aplicaciones potenciales, por todo ello es conveniente
profundizar en el conocimiento de las propiedades supramoleculares de dicho compuesto y
conocer su tendencia a auto asociarse en un medio analogo al fisioldgico. Por otra parte, conocer
la estabilidad quimica de estos compuestos resulta esencial para conocer mejor su resistencia a
la degradacién.

2. OBJETIVO

En base atodo lo que se ha expuesto en la introduccién resulta evidente la necesidad de conocer
el estado de agregacién y la resistencia a la hidrdlisis de los compuestos que ha demostrado
tener una interesante actividad biolégica como son las oligoescuaramidas ciclicas formadas por
dos unidades escuaramida. Dicha informacién es fundamental para completar el estudio de su
actividad bioldgica.

En este trabajo nos centraremos en la sintesis y el estudio de dos oligoescuaramidas ciclicas, la
SQ4 vy la SQ5. Ambos compuestos ya se han sintetizado en el grupo de Quimica Supramolecular.
La oligoescuaramida ciclica SQ1 es un compuesto cuya sintesis se conoce desde 2001 y puede
obtenerse en un rendimiento del 80%. Por el contrario, recientemente se ha obtenido la SQ5
en un rendimiento del 32%, poniendo en evidencia la necesidad de optimizar su ruta sintética
para poder obtener la cantidad necesaria para proceder al estudio de sus propiedades
supramoleculares y su actividad.

Por lo tanto los objetivos definidos para este trabajo son:

e Optimizacidn de la sintesis de SQ5

e Estudio de las interacciones intermoleculares de la SQ1 por técnicas espectroscopicas
de Ultravioleta-visible e IR y Dispersién dinamica de luz (DLS).

* Calculo del pKa de la SQ1 . Para conocer la distribucion de especies cargadas en el
medio en funcién del pH. Esta informacion resulta muy relevante a la hora de estudiar
e interpretar las interacciones intra e intermoleculares.
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Figura 13. Estructuras de las moléculas estudiadas en este trabajo

3. RESULTADOS Y DISCURSION

3.1 Sintesis

15 R. Prohens, G. Martorell , P. Ballestera , A. Costa, Chem. Commun. , 2001, 16 ,1456 — 1457 .



La sintesis de oligoescuaramidas ciclicas se lleva a cabo a partir de la condensacién de diversos
maddulos estructurales y de forma secuencial. Concretamente, para las que estdn formadas por
dos unidades escuaramida, se lleva a cabo mediante la unién de dos unidades estructurales, un
bis-escuaramidoéster y una diamina. En la estructura de estos mddulos se pueden introducir
otros grupos funcionales por lo que al preparar cada una de las unidades por separado y luego
condensar ambas estructuras en proporcién equivalente para dar lugar al macrociclo
correspondiente, se puede obtener una diversidad estructural, siguiendo una metodologia de
trabajo comun. La etapa crucial de toda ruta sintética para obtener un compuesto macrociclico
es la etapa de macrociclacidn, que generalmente suele tener un bajo rendimiento.

Sin embargo, en la sintesis de las oligoescuaramidas ciclicas estudiadas en este trabajo se ha
recurrido a una estrategia de preorganizaciéon de los reactivos para favorecer la ciclacion en
frente de la polimerizacién de los reactivos. Esto se ha conseguido mediante la introduccién de
una amina terciaria en los espaciadores alquilicos que actiia como grupo aceptor de enlace de
hidrégeno, preorganizando los reactivos como se muestra en el esquema 1. Debido a esto se
obtienen generalmente rendimientos en esta etapa entre el 60-80% sin necesidad de recurrir a

condiciones de alta dilucién.
Ri 0 o) o)

(0]
. o 0
H2N/v\r}l/\/\NH2
R,
1R, =Me $Q1 Ry R, =Me
6 R,= -CH2CH2COO01Bu SQ4 R, = Me, R,= -CH2CH2COO!Bu

SQ5 R, = Me, Ry= -CH2CH2COOH

Esquema 1. Reaccidn de macrociclacion mediante la condensacion de un bis-escuaramido ester con una amina. Las aminas
terciarias actuan como aceptores de enlace de hidrégeno plegando el precursor lineal del macrociclo. (a) HCI,37°, 12h.

En el caso del compuesto SQ5 la presencia del grupo acido carboxilico en el medio de reaccion
interfiere en la preorganizacién ya que compite con la amina terciaria para formar enlaces de
hidrégeno con los grupos NH ecuaramidicos. Para evitarlo se decidid trabajar con el
correspondiente tertbutil éster y tras la desproteccion del grupo acido en un paso posterior a
la macrociclacion obtener SQ5.La sintesis de SQ5 se planted siguiendo la ruta indicada en el
esquema 1. Para ello es necesario disponer del bis-escuaramido ester 3 y de la amina 7.

o, o} o, 0 o o]
woprm o o o\
et0’ Ot EtO ﬂ/\/\’i‘/\/\ﬂ OEt R4 j\;/[ "
1 5 N,,/\/\N\ NE
3 ""’/, H*,
N N N
NSNS, H NN \Rz
° NHGP™ "N NHep
NHGP/\/\H/\/\NHGP \)ko/k — — . o (0]
o O)v $Q4 R, = Me, Ry= -CH2CH2COOtBu
4. 5 o J—
a:Nos >Y 6. 7 8
b: Pht a:Nos

b: Pht

Esquema 2. Ruta sintética disefiada para SQ4.

3.1.1 Sintesis de los mdédulos estructurales
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Sintesis del bis-escuaramido éster 3

o_ 0 o_ 0 o_ 0
N T
. B0’ OEt EtO N N N" “oEt
2 3

El bis-escuaramido éster 3 se obtiene a partir de la condensacién de la amina 1 y dos
equivalentes de escuarato de dietilo en éter anhidro. Ambos compuestos son comerciales. Una
molécula de escuarato de etilo puede reaccionar con uno o dos grupos amina para dar un
escuaramido éster o una bis-escuaramida. La polaridad del disolvente permite controlar la
obtencidn de uno u otro tipo de compuestos. En general disolventes menos polares como el éter
etilico y el acetonitrilo facilitan la monoentrada y los mds polares como el etanol, metanol o
agua facilitan la segunda. El rendimiento de la reaccidn es del 55%.1°

Sintesis de la amina 7

La amina 7 no es un producto comercial. Su sintesis resulta laboriosa ya que requiere la ejecucion
de una serie de pasos sintéticos, lo que dificulta su obtencién con un buen rendimiento. Para su
preparacion se disefiaron varias estrategias.

En primer lugar se planted una ruta directa que consiste en la reaccién de tertbutil acrilato con
la amina 9 que es un producto comercial, para dar el dinitrilo 10, el cual tras su reduccion
conduciria a la obtencidén de la amina 7.

La mezcla de ambos reactivos se mantuvo a reflujo durante 3 dias en MeOH pero no se detectd
la formacion del dinitrilo 10 . Para intentar forzar la reaccidn se utilizé el propio tertbutil acrilato
como disolvente obteniendo el mismo resultado negativo. Finalmente, intentd realizar dicha
reaccion asistida por microondas, mezclando ambos reactivos en relacion 1:1,5 equivalentes de
amina 9 y tertbutil acrilato respectivamente durante 3h a 130°C, pero este método tampoco

resultd efectivo.’'8

NNN/\AN NNN/\/%N HZN/\/\N/\/\NHZ

<ﬁo \jiok N o — o
e 5 ~ . N,

Esquema 3. Ruta para la sintesis de la amina 7

Como alternativa se disefié la ruta sintética que se muestra en el esquema 4 que implica el uso
de N!-(3-aminopropil)propanoato-1,3-diamina y grupos protectores de aminas primarias para
que solo la amina secundaria pueda reaccionar con el tertbutil acrilato ( Esquema 4). Estos
grupos deben ser ortogonales al grupo tertbutil éster, utilizado como grupo protector del acido
carboxilico que debe permanecer en la molécula hasta haber completado la reaccién de
macrociclacion . El grupo tertbutil éster es labil en condiciones acidas (pH<4) o altamente
alcalinas (pH>12) a 100°C durante 12 horas.

16 C. M. Szabo, Y. Matsumura , S. Fukura , M.B. Martin, J. M. Sanders, S. Sengupta, J. A. Cieslak, T. C.
Loftus, C.R. Lea, H.J.Lee, A. Koohang , R. M.Coates, H.Sagami , E. Oldfield , J. Med. Chem. , 2002, 45,
2185-2196.

17 C. Guisado, J. E. Waterhouse , W. S. Price, M. R. Jorgensen , A. D. Miller , Org.Biomol.Chem. , 2005, 3,
1049-1057.

8 U. Jahn, F. Kafka, R. Pohl ,P. G. Jones, Tetrahedron, 2009, 65, 10917-10929
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Mientras que es estable en el rango de pH 1-12 a temperatura ambiente frente a nucledfilos ,
electréfilos y condiciones oxidantes y reductoras. *°

roteccion
HN" SN NH, _profeceion NHGP™ " N""NHGP
I
H H

_F~CO,tBu

desproteccion
HZN/\/\N/\/\NHz B — NHGP™ "> N""""NHGP

CO,tBu CO,tBu

Esquema 4. Representacion de las reacciones de proteccion y desproteccion del grupo terbutil éster.

En primer lugar se eligi6 como grupo protector el grupo 4-nitrobencenosulfonilo conocido
comunmente como Nosilo. Es un grupo, especifico para proteger aminas primarias y se elimina
en presencia de 2,5 equivalentes de tiofenol (PhS) en medio basico, 50°C durante 24 horas. Estas
condiciones, que resultan ortogonales con el grupo tertbutil éster.?®

¢ o g 2 )

HQN/\/\N/\/\NHZ + 8 CI—> ﬁ\N/\/\N/\/\N/ﬁ
H NO OH H H O NO,

2
11 4
o]

Sk

NO, O (0]

HZN/\/\N/\/\NHZ SH 2 g g

- PN
+ 0 H O NO

Esquema 5. Esquema sintético para obtener el compuesto 7

La reaccién de proteccidn se llevd acabo con cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo en THF,
durante 5h a temperatura ambiente para obtener el compuesto 4. Sin embargo en el crudo de
la reaccion se detectd una mezcla de productos correspondientes a la trientrada y dientrada
del grupo protector nosilo. Para aislar el compuesto 4 se procedid a realizar una purificacion
con una columna cromatografica (fase estacionaria: silica gel; fase movil CH2Cl2:MeOH 90:10).
El rendimiento de este paso fue del 19,93%.

Para obtener el compuesto 6a se condenso el producto 4 con 1,5 equivalentes de tertbutil
acrilato a reflujo esta reaccion tiene un rendimiento del 70%.

O O O O
NN
N NN o) J< N NN NH NI—II—|2N N NH;
H vko 2 2
O O _— O k{/o O o
(0] (0]
W 6b K )V 7

Esquema 6. Ruta sintetica alternativa para obtener el compuesto 4.

9 TW Green, PGM Wauts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience, Nueva York, 1999,
65-67, 708-711.
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Alternativamente y debido a que la etapa de proteccion con el grupo nosilo no resulté tener
muy buen rendimiento, se utiliz6 como grupo protector de amina primaria la ftalimida. Esta
estategia se habia utilizado con éxito en el grupo de Quimica supramolecular para obtener otras
aminas fucionalizadas . Por ello se decidié partir de la amina diprotegida 4b proporcionada por
el grupo. Esta se condensd con 1,5 equivalentes de tertbutil acrilato a reflujo durante 24 horas.
Esta reaccidn tiene un rendimiento del 71% tras la purificacion con una columna cromatografica
(fase estacionaria: silica gel; fase moévil: Et;0: Hex (9:1)). Posteriormente se desprotege el
compuesto 6b con hidracina monohidrato a reflujo durante 3h para obtener el producto 7 con
un rendimiento 42% .

El hecho de realizar diferentes rutas sintéticas para obtener el compuesto 7 se debe a que los
rendimientos de la ruta sintética mediante el intermediario 6a tienen rendimientos bajos
ademas de procesos de elaboracion laboriosos. Por lo tanto para conseguir una metodologia
mas sencilla y mas eficaz se realizaron las metodologias descritas. El resultado fue que la
reaccién para obtener el compuesto 7 es mucho mas simple y con rendimientos mayores
utilizando la reaccion mediante el intermedio 6b. El rendimiento global dela reaccién utilizando
el intermedio 6b es 56,1 % , en cambio siguiendo la ruta del intermedio 6a el rendimiento global
es 34,2%.

Sintesis de las oligoescuaramidas ciclicas SQ4 y SQ5

A partir de los dos diferentes bloques de construccién o mddulos obtenidos se procedié a
realizar la reaccion de condensacion de ambas partes para obtener SQ4. Para ello se mezclaron
el bis-escuaramido éster 3 y la amina 7 en proporciones equivalentes en EtOH durante 24h para
dar el correspondiente macrociclo SQ4.

Normalmente las oligoescuaramidas ciclicas se purifican, disolviendo el crudo de reaccidon a
pH = 3, filtrando cualquier resto insoluble que pueda haber. Posteriormente la disolucion se lleva
a pH=9 con NaOH 1M. A este pH se forma un precipitado que corresponde al macrociclo. Sin
embargo, esta metodologia no es apta para la purificacién de la SQ4 debido a la labilidad del
grupo tertbutil acrilato a partir de pH<4. En este punto el grupo tertbutilo ya ha cumplido su
funcién de enmascarar el grupo carboxilo para que no interfiera en la ciclacién, no obstante
dificulta el proceso de purificacién del producto. El hecho de que la molécula tenga tres centros
ionizables en funcién del pH de la disolucidn resulta muy soluble en agua en un amplio rango de
pH, por lo que no se puede aislar en forma de precipitado. La SQ5 es insoluble en disolventes
organicos mientras que en medio acuoso mediante soluble practicamente a cualquier pH.Por lo
tanto la purificacién de SQ4 se ha de realizar mediante una columna de HPLC preparativa. En
este caso este ultimo paso no se pudo completar por falta de tiempo, aunque si se realizd un
cromatograma de una muestra analitica para conocer la extension de la reaccion. La columna
utilizada es el modelo XBridge™ analitica C18 OBD™ 5um, 19x150mm, de Waters. La fase movil
estd compuesta por dos eluyentes A(H,0, 10mM AcONH, , pH 4,5) y B(Acetonitrilo). Siendo el
perfil de eludicidn 0’(10%B);0-20’ (10-50%B); 20°-22’ (50-10%);24’-27°(10%B).

En la figura 14 se muestra el cromatograma de la muestra analitica. El producto SQ4 en estas
condiciones tiene un tiempo de retencién de 8 minutos. Cabe destacar que el cromatograma
presenta un Unico pico significativo correspondiente al producto siendo asi la impurezas
presentes minimas lo que indica que la reaccion ha transcurrido eficientemente.
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Figura 14 .Cromatograma del compuesto 8 sin purificar.

Para poder completar la sintesis del SQ5 se procedid a realizar la reaccién de desproteccién a
partir de una muestra del compuesto SQ4 sintetizada con anterioridad. Este Ultimo paso de SQ4
a SQ5 se realizé en medio acido(pH=2) con HCl a 37°C durante 12 horas. El producto SQ5 se aisla
secandolo durante 24h en un desecador con P,0s. El rendimiento de la reaccién fue de un 80%.

X ey
{, - (L

N H l - H . 1
DjZ?RN_ -L]'D_PBu G‘Z?!h - Lo
[+] o
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Figura 15. Reaccion de desproteccion de SQ4 para obtener SQ5

En el apartado de metodologia experimental se detallan todos los procedimientos vy
metodologias experimentales seguidas para las sintesis de los compuestos que se han realizado
en este trabajo.

3.2 Estudios de agregacidon

Es importante realizar estudios de agregacién para conocer en qué estado se encuentra la
molécula en funcién de la concentracién de la mismay el pH. Saber que grupos estan implicados
en la formacién de agregados y visibilizar los grupos que estan disponibles para otras funciones.
Ademas es interesante evaluar si existen cambios en algunas propiedades de la molécula debido
a la formacién de agregados.

Los agregados son heterogéneos en tamano y en propiedades fisicoquimicas. En consecuencia,
no hay un método Unico cubre el andlisis de todos los aspectos de los agregados. Cada método
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cubre diferentes caracteristicas del agregado en cuestion. Por este motivo se han utilizado
diferentes técnicas espectroscdpicas.

La SQ1 tiene una importante actividad biolégica como hemos visto anteriormente y por lo tanto
en muchas ocasiones se estudia su comportamiento en medios acuosos. La posible formacion
de agregados por efecto solvofébico puede disminuir o modificar su disponibilidad para
interaccionar con otras moléculas, por lo que es necesario conocer dicho comportamiento. Los
estudios se han realizado a diferentes pH entorno al pH fisiolégico , ya que la SQ1 presenta
propiedades interesantes a nivel bioldgico.

3.2.1 Evaluaciéon DLS de la agregacion de los compuestos escuaramidicos

Para evaluar la formacién de agregados en disolucién acuosa se han realizado estudios de
tamafio de particula y observar las interacciones a través del incremento de tamafio mediante
Dinamic Light Scattering (DLS).

La técnica de Light Scattering se basa en incidir sobre la muestra en disolucién un rayo laser y
medir la intensidad de luz dispersada con un detector en un dngulo ©. La intensidad es muy
sensible a las variaciones de tamafo de los solutos por lo que es ventajoso investigar la
agregacion en disolucidn. Ademas es una técnica no invasiva basada en el movimiento aleatorio
de las moléculas en suspensidon que se conoce como movimiento browniano. El DLS mide las
fluctuaciones de intensidad en funcién del tiempo para determinar el coeficiente traslacional
(D) y el didametro hidrodindmico(Dy) siguiendo la ecuacién de Stokes-Einstein. Mientras Static
Light Scattering (SLS) mide la intensidad absoluta.

kT
B 37TDHM

Donde k es la constante de Bolztmann, T la temperatura y p la viscosidad. Como consecuencia
del movimiento browniano las posiciones relativas de las particulas estdan cambiando
constantemente , este hecho provoca cambios en la intensidad de dispersidn. Las particulas
pequefias se mueven rapidamente se acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el
contrario, las particulas grandes que se mueven mas lentamente conllevan a variaciones mas
lentas.

Para conocer el comportamiento esperado de un compuesto que se agrega al utilizar esta
técnica, se utilizé el compuesto 11 que fue proporcionado por el grupo. Este compuesto
escuaramidico, aunque no estd directamente relacionado con los que se estudian en este
trabajo, se ha descrito que forma hidrogeles y por lo tanto, experimenta un proceso de
autoagregacién a partir de una determinada concentracion que se denomina concentracion
micelar critica (CMC) o en este caso donde no se forman micelas hablaremos de concentracion
de agregacion critica (CAC). En ese caso se tomaron medidas a pH =7 y en el intervalo de
concentraciones 0,005-0,5 mM.

o 0
iy X
NERY
H H/\©\ o
N/&\;
H
.

Figura 16. Estructura del compuesto 11
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La representacion de la intensidad de la luz dispersada en kilocuentas por segundo frente al log
de la concentracidon muestra que existe un comportamiento bien diferenciado entre la zona de
las concentraciones mads bajas y la de las mas altas. En estos casos donde el comportamiento es
lineal en ambos tramos se pueden trazar dos rectas y calcular el punto de interseccién. La
concentracién que coincide con este punto es concentracién de agregacion critica (CAC) e indica
el punto donde se empieza a formar agregados de estructura definida®. La CAC obtenida para
este compuesto fue 8,0 -10°M.

Compuesto 11

2100 1
y=13,49x+54,834 ¢
R?=0,9978 . 8,0
(%) o
o . 6,0 -
2 o®
y=1,57x+8,60 4,0 1
R2=0,96 g"
' 2,0 -
r T T T T C O
-5,50 -5,00 -4,50 -4,00 -3,50 -3,00
log [mM]

Grdfico 1 Determinacion de la CMC del compuesto 11 mediante mediante DLS.

Para realizar este mismo estudio con la escuaramida SQ1 se prepararon 21 muestras de SQ1 en
un rango de concentraciones (0,1-20 mM) a pH 5,53, 6,3 y 7 para evaluar la influencia del pH en
el tamafo de particula y las interacciones. Como se puede observar en la grafica 2, donde se
representan la intensidad de la luz dispersada en kilo cuentas por segundo frente al log de la
concentracién de la muestras el comportamiento observado es muy parecido para los tres pH .
Las variaciones de pH observadas pueden deberse simplemente a pequefios errores
experimentales cometidos al realizar las medidas de intensidad. Cabe destacar que existe una
clara relacién entre la concentracion y el tamafio de particula.

C2

100 T

[ @ pH
60 —+ 5.53
pH 6.3

keps
[ J

a@®
1000 o T
A | T T 1

r T

-1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50
log[mM]
Grdfico 2. Resultados DLS del compuesto SQ1 a diferentes pH

Para las concentraciones mas bajas la luz dispersada practicamente no varia hasta llegar a un
punto critico donde se observa un cambio en dicha tendencia y aumenta la luz dispersada en
funcién de la concentracion. En la ultima zona de la gréfica y a concentraciones mas altas el
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comportamiento no resulta lineal lo que parece indicar que el tipo de agregados que se forman
no responden a una estructura ordenada. Aun asi se pueden trazar dos rectas que se cruzan a
una concentracion igual a 4,46 mM

Determinacion de la CAC
35

30 +
y =30,703x-9,8392 ®

25 + R?=0,951 .~
)

20 + -

kecps

o
15 T o
.
y=5,4498x + 6,551 10 + o
R*=0,8846 a
5 1

fa)
-1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50
Log(mM)

Grdfico 3. Determinacion de la CMC de SQ1 a pH=6.3

3.2.2 Evaluacidn de la agregacion de la escuaramida SQ1 por espectroscopia UV-Visible

Para corroborar lo observado mediante DSL y con el objetivo de determinar qué tipo de
agregados se formaban se procedié a estudiar la agregacion de la escuaramida SQ1 por
espectroscopia UV-Visible. La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que
permite determinar la concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas
absorben la radiacién electromagnética y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion siguiendo la ley de Lambert Beer. La radiacidon que absorbe una
molécula y la cantidad de radiacién absorbida dependen de la estructura atémica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica), por lo que dicha
técnica constituye un valioso instrumento para la determinacidon y caracterizacién de
biomoléculas.

A=¢c-l-c

Con esta técnica se busca saber si existen agregados en la disolucidn. Por otra parte determinar
si el cromdforo se ve afectado por la formacion de estructuras agregadas. Si este se ve implicado
crea variaciones en la absorbancia medida, saliendo del asi del rango lineal. Para ello se utilizd
un Nanodrop 2000® con diferentes pasos 6pticos 0,1 , 0,2 y 0,5mm. La preparacién de las
muestras y la metodologia utilizada se detalla en el apartado de Métodos Experimentales.

En primer lugar, se calculd el coeficiente de extincidn molar de la SQ1. Para ello, se prepararon
10 muestras de concentraciones entre 0,1-1 mM en tampdn cacodilato sddico 0.1M (pH= 7) sin
fuerza idnica. El pH seleccionado para realizar las medidas se eligié debido a su similitud con el
pH fisioldgico. El tampdn seleccionado se trata de una sal de arsénico debido a la capacidad de
las escuaramidas de unirse de manera efectiva a aniones fosfato y sulfato con constantes de
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afinidad que oscilan entre 103-10* M. Esta unidn podria crear interferencias a la hora de realizar
los estudios de agregacion de la SQ1.

Absorbancia (u.a.)
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Grdfico 4. Espectro de absorbancia del compuesto SQ1 concentracion 0.1-1mM

La banda observada corresponde a la absorbancia del anillo escuaramida con un maximo a 283
nm. Se miran las absorbancias a la longitud de onda de maxima absorbancia y se representan
siguiendo la ley de Lambert-Beer. De este experimento se hicieron 2 repeticiones con las mismas
condiciones y se realizé una media. Una vez se comprobd que los datos cumplian la ley de
Lamber-Beer se ajustaron para obtener un valor para el coeficiente de extincidn molar de ¢
=47517,5 M *cm™.

Determinacion coeficiente de extincidon molar
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Grdfico 5. Representacion para el cdlculo para el coeficiente de extincion molar de la SQ1

Para determinar la formacion de agregados , supusimos que las interacciones intermoleculares
que se establecerian en los agregados modificarian de cierta forma la absorbancia del anillo
escuaramida al formar enlaces de hidrégeno o inetracciones m-m. Estas podrian afectar la
intensidad y posicidon del maximo de absorbancia de la banda en funcidn de la concentracion del

18



compuesto. Para comprobar la existencia de agregados de SQ1 en concentraciones mayores de
1 mM se prepararon 12 muestras de concentraciones entre 0,1-5 mM en tampdn cacodilato
sddico 0.1M (pH= 6,3). No se pudieron medir concentraciones superiores ya que la banda a
283nm tiene un coeficiente de extincion molar elevado y la sefial resulta demasiado intensa para
concentraciones superiores.

2,5

=
5

0,5

Absorbancia (u.a)

220 240 260 280 300 320 340
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Grdfico 6. Espectro de absorbancia del compuesto SQ1, concentracion entre 1-5mM

Dado que las concentraciones mas altas daban una intensidad del maximo de absorbancia
superior a 2 se selecciona 256 nm para poder representar todos los puntos. Asi poder coger
valores en donde el detector no se satura para asi tener datos experimentales fiables.
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Grdfico 7. Representacion de los valores de absorbancia de concentracion 1-5mM

Se decidid aumentar la concentracion de SQ1 hasta 15 mM , a partir de 12 muestras de
concentraciones entre 0,1-15 mM en tampdn cacodilato sédico 0,1 M (pH= 6,3). A partir de
concentraciones superiores a 10 mM no se puede registrar la absorbancia en el maximo ya que
el lector se satura dando una sefial fluctuante. Debido a este pequefio contratiempo se evalud
si existian evidencias de la formacién de agregados a estas concentraciones a una longitud de
onda donde todos los puntos tuvieran absorbancias contempladas en valores inferiores a 1,5 u.
a. de absorbancia. Se seleccioné 247 nm para realizar la representacion grafica 8.
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Grdfico 8. Datos de absorbancia a 247.08 nm en un intervalo de concentraciones 0.1-15mM

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que no existen variaciones significativas
en la absorbancia en todo el rango de concentraciones evaluadas a pH 6,3 . Por lo tanto no se
encuentran evidencias de que existan agregados mediante medidas de absorbancia. Esto da pie
a pensar que el compuesto SQ1 si se agrega, como muestran los datos obtenidos por DLS, son
agregados donde no se ven afectadas las propiedades del croméforo.

3.2.3 Evaluacidn de la agregacion de la escuaramida SQ1 por espectroscopia IR.

En el caso de las oligoescuaramidas ciclicas se ha estudiado los espectros de infrarrojo en la zona
que comprende desde 1300 cm™® y 1900 cm? y donde se observas las vibraciones
correspondientes a los grupos C=0. En general las escuaramidas presentan bandas de tension
simétrica (vs) y asimétrica (va) sobre 1675 cm™y 1786 cm™, respectivamente.?021.22:23

Para realizar este estudio se prepararon dos muestras de concentracion 1 mM y 10 mM de SQ1
disueltas en una mezcla D,0O-DCl al 10% de DCl en base a los resultados obtenidos con DLS
(Gréfico 9).

En la zona del espectro estudiada se observa una banda ancha e intensa a 1466 cm™, que
disminuye de intensidad al concentrar la muestra y coincide con la vibracién de torsiéon de HOD.

Las bandas correspondientes a la vibracion de los grupos C=0 a 1803 cm™ y 1660 cm™ no
experimentan ningun desplazamiento en la frecuencia con respecto al incremento de la
concentracién. Al no observarse ningin cambio en la frecuencia no hay evidencias de que haya
una interaccion entre los grupos escuaramida, como seria la que ocasionaria la formacién de
enlaces de hidrégeno entre los C=0 y los N-H escuaramidicos. Estos resultados junto con los
obtenidos por UV llevan a pensar de que para formar los agregados detectados por DSL no se
establecen ningun tipo de interaccidon que implique a los grupos donadores y aceptores de
enlace de hidrégeno de la escuaramida.

20 E, Castellanos, 2016-2017, Quimica Supramolecular: Caracterizacién de escuaramidas y estudios de
complejacion mediante espectroscopia IR, Universitat de les llles Balears.
2L E, Pauthe, J. Pelta, S. Patel, D. Lairez, F. Goubard, Biochim. Biophys. Acta , 2002, 1597, 12-21.

22 C. Hetényi, Z. Szabé, E. Klement, Zsolt Datki, T. Kértvélyesi, M. Zarandi , B. Penke, Bioch. Biophys. Res.
Commun. , 2002, 292, 931-936.
2 C. Nicolescu, C. Arama and C. M. Monciu, Farmacia , 2010, 58, 78-88.
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Grdfico 9. Representacion del espectro IR de las disoluciones 1y 10mM de escuaramida SQ1

3.3 Estudio sobre la resistencia a la hidrolisis de la SQ1

Los datos cinéticos de la hidrolisis de este compuesto nos proporcionan informacion valiosa
sobre su estabilidad en medios fisioldgicos. En general las bis-escuaramidas secundarias
resultan inertes frente a la hidrdlisis a 37°C a pH inferior a 10 . 2% Para realizar el estudio cinético
de hidrdlisis se prepard una disolucidon de SQ1 8:102M,a pH=2 con una fuerza iénica 0.15M
(NaCl) a 37°C ). Las muestras se dejaron a 37°C durante 31 dias y se fueron registrando los
espectros de UV en intervalos de tiempo de 7 dias aproximadamente. Los resultados obtenidos
se exponen grafica 10. Como se puede observar todos los barridos realizados a lo largo del
tiempo se superponen. El hecho de que estén uno sobre el otro indica que la escuaramida SQ1
no se hidroliza en estas condiciones. Por lo tanto, podemos concluir que la SQ1 es estable a pH
fuertemente acido. Normalmente la hidrolisis completa de una escuaramida da lugar a el acido
escuarico y dos aminas. En las condiciones en las que se han trabajado el acido escuarico
presenta una banda de absorbancia a 269 nm.

Se intentd realizar el mismo estudio en medio fuertemente bdsico pH> 10 pero debido a la
insolubilidad de la SQ1 a pH ligeramente y fuertemente alcalinos no se consiguié obtener una
disolucién de SQ1 a wuna concentracion adecuada para su estudio por UV.

24 M. Ximenis , E. Bustelo, A. G. Algarra, M. Vega, C. Rotger, M. G. Basallote, A. Costa, J. Org. Chem. ,
2017, 82, 2160-2170
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Grdfico 10. Representacion de los valores de absorbancia SQ1 pH=2,F.l.= 0.15M(NaCl) a 37°C.

3.4 Determinacion del pKa del C2 por valoracion potenciométrica.

Uno de los objetivos de este trabajo es la determinacidn experimental de los valores de pKa del
SQ1 para poder conocer su estado de ionizacion en el medio fisioldgico. Este dato resulta muy
importante a la hora de estudiar los procesos de asociacidén con especies anidnicas.
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Figura 17. Equilibrios de protonacion de la escuaramida SQ1

Se intentd calcular de manera experimental el pKa de la SQ1 por potenciometria. Para ello se
realizaron diferentes valoraciones acido-base con NaOH 1, 0,1, 0,001 M sobre una disolucién
2,57 mg de SQ1 disueltos en agua, fuerza iénica 0,09M y pHo=4. Como se expone en apartados
anteriores la solubilidad a medida que el pH se vuelve préximo a 7,8 la SQ1 precipita. Este hecho
impide continuar la valoracién hasta alcanzar pH superiores puesto que SQ1 ya no se encuentra
en disolucion. Aun asi los datos recogidos se intentaron ajustar mediante el programa
HyperQuad sin conseguir un ajuste adecuado para calcular las dos constantes de acidez.
Entonces se optd por la posibilidad de realizar este calculo de manera tedrica a partir del analogo
aciclico de la SQ1 que se conoce como Zyp1l, este que resulta soluble en un amplio intervalo de
pH. Se realizd una valoracidn acido-base de una disolucién 2,5 mg de Zyp1 disueltos en agua,
fuerza iénica 0,09M y pHo=5 valorados con NaOH 0,1M. Los datos fueron se ajustaban
perfectamente a un modelo de 4cido diprético con el programa HyperQuad.

25 D.D. Perrin, W. L. F. Armarego, D. R. Perrin, Purification of Laboratory Chemicals, 2nd Ed.
PergamonPress, 1980
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Grdfico 11. Datos obtenidos de la valoracion del Zyp1.
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Figura 18. Estructura del compuesto Zyp1.

Los valores obtenidos mediante el ajuste de estos datos con el programa HyperQuad fueron 5,97
y 6,6. Estos valores se utilizaron para calcular teéricamente los valores de pka de la SQ1
utilizando la metodologia de Namazian et al.?. El Dr Antonio Frontera realizé los célculos
tedricos. El nivel de teoria utilizado para este célculo fue BP86-D3 / def2-TZVP, que es un buen
compromiso entre el tamafo del sistema y la exactitud de los resultados. Los cdlculos se
realizaron utilizando un modelo continuo de disolvente (H,0) para simular el medio acuoso
donde transcurren las reacciones acido-base. Estimaron que los valores de son 9,4 y 8,3.

El célculo tedrico considera los siguientes equilibrios:
Zypl A+ H;0" s AH* + H,0 AG,
SQ1 C+H;0t" SCHY+H,0 AG,
Cada equilibrio posee una AG y esta sigue la ecuacién:
AG, = —RTLnk,
AG, = —RTLnk,
Entonces a partir de AAG es posible calcular la constante de equilibrio, puesto que conocemos
de manera experimental los valores de pKa de Zyp1 . Consecuentemente el pKa; de la SQ1,
considerando el siguiente equilibrio:
C+AH" s CHT + A AAG
Siguiendo el mismo razonamiento es posible calcular el pKa,, teniendo en cuenta los siguientes
equilibrios:

Zyp1 AH* + H;0" s AH,*? + H,0 AG,’
sQ1 CH* + H;0* s CH,** + H,0 AG,'
CH* + CH,** 5 CH* + AH,*? AAG’

26 M. Namazian , M. Zakery , M. R. Noorbala , M. L. Coote ,Chemical Physics Letters, 2008 , 451, 163—
168.
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4. CONCLUSIONES

Mediante el uso de diferentes rutas sintéticas para obtener el compuesto SQ4 se ha conseguido
optimizar la sintesis de este. Se ha conseguido una metodologia sintética mas sencilla y con
rendimientos superiores a los obtenidos anteriormente.

Por otro lado, se ha evaluado la capacidad de formar agregados de la SQ1. Observando los
resultados por DLS la SQ1 tiene capacidad de formar agregados con una CAC del orden 103 M
en un entorno a pH fisioldgico. La formacién de agregados no es cooperativa. La formacidn de
agregados no se detecta por técnicas espectroscépicas como el UV-vis y IR debido a que no
afectan de manera significativa a la absorbancia del anillo escuaramida por la posible formacion
enlaces de hidrégeno. Los resultados obtenidos indican que el tipo de agregados que se forman
a altas concentraciones de SQ1 no responden a una estructura ordenada y se forman por efectos
solvofdbicos en los que pudieran intervenir también interacciones m-m.

Se ha demostrado que la escuaramida SQ1 es resistente a la hidrolisis para pH acidos (pH =2) a
37 °C durante 30 dias.

Se ha determinado de manera tedrica los valores de pKa para las dos aminas terciarias del
compuesto SQ1 lo que permite establecer la distribucion de especies cargadas positivamente
en el medio en funcién del pH.

5. METODOS EXPERIMENTALES

Los reactivos y sales empleadas se emplearon sin purificacion previa y se adquirieron en las casas
comerciales Panreac o Sigma-Aldrich. Los disolventes utilizados se adquirieron a través de la
casa comercial Scharlau. Estos disolventes fueron secados y destilados cuando fue necesario
empleando los procedimientos adecuados?. Respecto a los disolventes deuterados utilizados,
CDCI3 y DMSO, se adquierieron con calidad expectroscopica RMN 1H con una riqueza del 99.98%
, usandolos sin tratamiento previo.

Los espectros de H! RMN se registraron con un instrumento Bruker AVANCE-300. Los espectros
de masas se registraron con un espectrofotometro de masas de alta resolucion (HRMS)
MICROMASS Autospec3000, provisto de una entrada para la muestra por electrospray (ESI). Las
medidas de size se llevaron a cabo empleando un Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Por ultimo Las
medidas de absorbancia se realizaron con un espectofotémetro UV-Vis Nanodrop 2000. El
sistema RF-HPLC utilizado para la purificacién de los productos ha sido un sistema Gilson,
equipado con bombas modelo 321 y un modulo detector UV-vis-152.

5.1 Sintesis de la 4,4'-(((metilazanediil)bis(propano-3,1-diil))bis(azanediil))bis(3- etoxiciclobut-3-
eno-1,2-diona)

o_ 0 o_ 0 o_ 0
F TN
Et0”  OEt EtO N N N"  Coet

En un balén de fondo redondo se disuelven 696 mg (4,09 mmol) de (3,3’)-diamino-N-metil
dipropilamina en 50 mL de éter anhidro y se purga el sistema con Ar. A continuacion se
adicionan gota a gota 0,212 mL de escuarato de dietilo (1,32 mmol) disuelto en 5ml de éter
anhidro mientras se agita el sistema con un iman. A medida que se afiade el escuarato se va
formando un precipitado de color amarillo. Se deja en agitacién durante toda la noche
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manteniendo la atmosfera inerte. Se filtra en placa filtrante , se lava con éter frio. Al estar el
producto adherido a las paredes se hace una digestidn con hexano. Se lava otra vez con éter frio
. Se obtuvo un rendimiento del 55%.

'H RMN(300MHz, CDCls): d = 8,15 (br s, 0.6H, NH); 7,85 (br, s, 0,8H, NH); 7,11 (br s, 0,6H, NH);
4,71 (m, 4H, CHy); 3,71 (brs, 1H CHy); 2,52 (s, 3H, CH,); 2,52 (s, 4H, CH); 2,22 (s, 3H, CHs); 1,80(s,
4H, CH); 1,44 (m,6H, CHs)ppm.

5.2 Sintesis de la N,N’-((metilazanediil)bis(propano-3,1-diil))bis(2-nitrobencenosulfonamida)

0
L. N2 O 2
H2N/\/\N/\/\NH2+©i5 Cl NaHCO ©/S\N/\/\N/\/\N/‘S/©
H OH H H O NO,
Se pesan 400 mg (3,05 mmol) de N’-(3-aminopropil)propano-1.3-diamina en un balén de 3 bocas
de 100 ml, 1,5 g de NaHCOs (62,48 mmol) anhidro y se mantiene en agitacién constante. Se lleva
a atmosferainerte con Argdn y se afiaden 25 mL de THF anhidro. En otro balén de fondo redondo
de 50 mL se afiaden 710 mg (3,2 mmol) de cloruro de 2-nitrobencenosulfonil , se hace una purga
con Argdn y se disuelve en 10 mL THF anhidro. La disolucién del grupo protector se trasvasa a
un embudo de adicidn de un sistema con atmosfera de Argén. Se realiza la adicién poco a poco
durante un periodo de 5 horas. Durante este tiempo se forma una suspensién de un sélido
amarillento, corresponde al exceso de NaHCOs. El cual se filtra y se lava con THF. Se rotan las
aguas madres y se obtiene un aceite de color amarillo, el producto. El producto se purifica con
una columna cromatografica (fase estacionaria: silica gel; fase mévil CH2Cl.:MeOH 90:10). Se
obtuvieron la amina trisustituida y la disustituida. El rendimiento de la reaccién fue del 19,93%.

'H NMR (300 MHz, CDCls,): 6 =1,72 [m, 4 H, CH,]; 2,71 [t, 4 H, CH,]; 3,20 [t, 4 H,CH;]; 7,69-7,76
(m, 4 H, CHar); 7,82-7,84 (m, 2 H, CHar); 8,12-8,14 (m, 2 H, CHa;) ppm.

5.3 Sintesis de el tert-butil-1.3-(bis(3-(2-nitrofenilsulfonamido)propillamino)propanoato

Se disuelven 328 mg (0,56mmol) de N,N’-((metilazanediil)bis(propano-3,1-diil))bis(2-
nitrobencenosulfonamida) en 7 mL de una mezcla MeOH:CH,Cl, (2:1) en un balon de 50mL. Se
afiaden 2,85 mL (19,63 mmol) de tertbutil acrilato y 4 mL de una mezcla MeOH:CH,Cl, (1:1). Se
pone a reflujo en agitacidn constante durante 24 h. El producto se purifica con una columna
cromatografica (fase estacionaria: silica gel; fase mévil AcOEt). El rendimiento fue del 72.85%.

IH RMN(300MHz, CDCls): @ =1,42 (s, 9H, CHs); 1,71(m, 4H, CH,); 2,31 (s, 2H, CH,); 2,47(m, 4H,
CH,); 2,73 (m, 2H, CH,); 3,15 (s, 4H, CH>); 7,73(m,4H, CHa/) ; 7,83(m,2H, CHa/); 8,13(m, 2H,
CHar)ppm.
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5.4 Sintesis de tert-butil 3-(bis(3-aminopropil)amino)propanoato.

NO, O 0 SH
s

I
ﬁ\N/\/\N/\/\N/” ] + + CsCO;
OH H O NO,
(0]

: %

Ho,N">>""N">""NH,

En un balén de 3 bocas de 50 mL se afiaden 1,367 g de CsCOs (4,2 mmol) y 300 mg ( 0,48 mmol)de
tert-butil-1.3-(bis(3-(2-nitrofenilsulfonamido)propil)amino)propanoato. Se purga el balén con
una atmosfera inerte de Argdn y se adicionan 4 mL de DMF anhidro. Se pone en agitacion el
sistema y con ayuda de una jeringa se anaden 0,16 mL de benzotiol y se deja agitando durante
24h. Se filtra por gravedad con un filtro de pliegues y se lava el sélido con CH,Cl;. El producto se
purifica con una columna cromatografica (fase estacionaria: Alumina neutra; fase mévil CH2Cl2
la primera fraccién y después se hizo pasar MeOH). La primera fraccién era un sdélido amarillo
que resultd ser un subproducto de la reaccion mientras que la segunda fraccion es el producto,
en forma de sdélido amarillo pdlido. El producto se purificé por medio de una digestion con
hexano. De la disolucién de hexano precipita un sélido blanco que se decanta. La eliminacién
del hexano permite obtener el producto aunque en muy bajo rendimiento

1H RMN(300MHz, CDCl): 8 =1,44('s, 9 H, CHs) ; 1,50( s ,4 H,CH: ) ; 1,58 (m ,4 H,CH,);
2,34(m,2H,CH,); 2,44 (m, 4H ,CH,); 2,71(m,4H,NH,) ppm.

5.5 Sintesis de tert-butil 3-(bis(3—(1.3-dioxoisoindolin-2-il)propil)amino)propanoato
e} le) (6] (0]
N N N N N o) N N N N N
H * \)J\ J< &‘(
0 o] 9 0 o O
O\‘<

754mg (1,88 mmol) de 2,2’-(azanediilbis(propano-3,1-diil))bis(isoindol-1,3-diona) y se afiaden 8
mL de tertbutil acrilato en un balén de 25mL de fondo redondo . Se pone a reflujo en agitacion
constante durante 24h. Transcurrido ese tiempo y después de evaporar el disolvente, el
producto era una pasta muy viscosa de color marrdn. . El producto se purifica con una columna
cromatografica (fase estacionaria: silica gel; fase movil: Et;0: Hex (9:1).El rendimiento de la
reaccion es del 71%.

1H RMN(300MHz, CDCls): & 1,43[s, 9H CHs]; 1,85 [m, 4H ,CH-]; 2,32 [m ,2H ,CH2] ; 2,49 [m, 2
H,CHa] ; 2,74 [ m, 2H, CH2] ; 3,72 [ m , 4H ,CH,];7.81[m, 8H ,CHarom.] ppm.

5.6 Sintesis de tertbutil 3-(bis(3-aminopropil)amino)propanoato

o 0
+ NH,NH,*H,0
S 0 0 L%o

O\ﬁ O\‘<
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534 mg de tert-butil 3-(bis(3-(1.3-dioxoisoindolin-2-il)propil)amino)propanoato se disuelven en
17 mL de EtOH absoluto en un balén de fondo redondo de 25mL . Se afiaden 135uL de
NH,NH,-H,0 (2,5eq) . Se pone a reflujo durante 3 horas.

El crudo de reaccion se disuelve en 40 mL de H,0 destilada y se lleva a pH=5 afiadiendo HCI 1M.
Se realizan 3 extracciones con 20 mL de éter. La fase acuosa extraida se basifica con NaOH sgjido)
hasta pH=9 -10 . Una vez basificado se realizan 3 extracciones con 15 mL de CHCl, ,se seca co
Na,SO4 anhidro y se concentra el producto. Se obtiene un aceite de color amarillo. El
rendimiento de la reaccion del 42%.

1H RMN(300MHz, CDCls): 8 =1,44(s, 9H, CHs) ; 1,58 ( m, 4H ,CH,); 2,34 (m,2H,CH>); 2,44 (m, 4H ,
CH;); 2,71 (m, 4H, NH;) ppm.

5.7 Sintesis de tert-Butil 4-(20-metil-13,14,27,28- tetraoxo-2,6,11,16,20,25-
hexaazatricyclo[24.2.0.0****]octacosa-1(26),12(15)-dien-6-il)butanoato

NN TONR, Oj;/i) oj\;ﬁo
o) + /\/\ /\/\N
H

EtO N N
H | OEt
O\‘<

o

NH N
H\/’J \\—\
N CO,tBu
o

O

En un balén de fondo redondo de 50mL se afiaden 0,11 g (0,42 mmol) de tertbutil 3-(bis(3-
aminopropil)Jamino)propanoato y 0,15 g (0,39 mmol) de 4,4'-(((metilazanediil)bis(propano-3,1-
diil))bis(azanediil))bis(3- etoxiciclobut-3-eno-1,2-diona).Se disuelve en 30 mL de etanol absoluto
y se deja en agitacidn a temperatura ambiente durante 24h. Se formd un sélido de color amarillo
intenso. Se filtrd y se lavd con etanol absoluto frio.

'H RMN(300MHz, DMSO-ds): 9=7,42 (br, 4H) ; 3,50 (br, 8H) ; 2,62 (br ,2H); 2,40-2,36 (br, 8H) ;
2,30-2,28(br, 2H); 2,13 (s, 3H) ; 1,65(br,8H) ; 1,37 (s ,9H) ppm.

5.8 Sintesis del dcido 10-(20-metil-13,14,27,28-tetraoxo-2,6,11,16,20,25-hexaazatriciclof
20.2.0.0****]Joctacosa-1(26),12(15)-dien-6-il)butanoico
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En un baldn de 50mL de fondo redondo se pesan 42 mg de tert-Butil 4-(20-metil-13,14,27,28-
tetraoxo-2,6,11,16,20,25-hexaazatricyclo[24.2.0.012,15]octacosa-1(26),12(15)-dien-6-
il)butanoato en 25 mL de agua miliQ, se ajusta el pH a 2 aproximadamente con HCl 1M. Durante
toda la noche se mantiene con agitacion a 50°C . Una vez transcurrido el tiempo se evapora el
disolvente y se seca en el desecador con pentdxido de fésforo. Rendimiento de la reacciéon del
95%.

14 RMN(300MHz, D,0): 9= 3,68 (br,8H); 3,51( t, 2H) ; 3,28 (br, 8H); 2,91 (s,3H) ; 2,84( br, 2H ) ;
2,09 (br,8H) ppm.

5.9 Preparacion de las muestras para DLS

Se preparé 25 ml de una disolucién 20 mM de SQ1 en un tampén de cacodilato sddico 0,15 M,
a pH 6,3. La disolucion se filtré un filtro de celulosa de 0,25u A partir de esta disolucion se
tomaron alicuotas de la cantidad necesaria para preparar 3 ml de disoluciones de
concentraciones comprendidas en el intervalo 0,1-20mM, diluyendo con el mismo tampén.

5.10 Preparacion de las muestras UV-vis

Se prepard 25 ml de una disolucién 20 mM de SQ1 en un tampdn de cacodilato sédico 0,15 M,
a pH 6,3. A partir de esta disolucién se tomaron alicuotas de la cantidad necesaria para
preparar muestras de 1mL de las disoluciones de concentraciones comprendidas en el
intervalo 0,1-15 mM, diluyendo con el mismo tampén.
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