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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Estudio de la Formacién de Azaciclofanos Derivados de L-Tirosinay su Interacciéon
con Zinc

En este trabajo se estudio la sintesis de azaciclofanos derivados de L-tirosina empleando
la estrategia de sintesis denominada “Sintesis asistida por enlace de hidrégeno”. Los
resultados permiten establecer que la estrategia de sintesis permite obtener azaciclofanos
pentaciclicos simétricos por reacciones de 2 componentes y asimétricos por reacciones

de 3 componentes.

Esta estrategia de sintesis permite obtener ciclofanos bencilicos simétricos con
sustituyentes sobre el nitrdgeno por reacciones de dos componentes y asimétricos por
reaccion de tres componentes. Cabe mencionar que efectos estéricos e interacciones
acido-base pueden influir en el curso de la reacciéon para la obtencion del producto

macrociclico u oligdmeros lineales.

Se determino que los azaciclofanos derivados de L-tirosina interactian con Zn?* por la
periferia del macrociclo por la parte alifatica y que su relacién estequiométrica es 1:1 entre

el azaciclofano y el metal, con la mayoria de ciclofanos estudiados.

Palabras clave: Azaciclofanos, L - tirosina, reaccién tipo Mannich, amina,

formaldehido, enlace de hidrégeno.
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Abstract

Study of the Formation of Azacyclophanes Derived from L-Tyrosine and its
Interaction with Zinc
In this work, the synthesis of azacyclophanes derived from L-tyrosine was studied using
the synthesis strategy called “Hydrogen bond-assisted synthesis”. The results allow us to
establish that the synthesis strategy allows obtaining symmetrical pentacyclic
azacyclophanes by 2-component reactions and asymmetric by 3-component reactions.

This synthesis strategy allows obtaining symmetrical benzylic cyclophanes with
substituents on the nitrogen by two-component reactions and asymmetrical ones by three-
component reaction. It is worth mentioning that steric effects and acid-base interactions
can influence the course of the reaction to obtain the macrocyclic product or linear

oligomers.

It was determined that azacyclophanes derived from L-tyrosine interact with Zn?* at the
periphery of the macrocycle on the aliphatic part and that their stoichiometric relationship

is 1:1 between azacyclophane and the metal, with the majority of cyclophanes studied.

Keywords: Azacyclophanes, L - tyrosine, Mannich type reaction, amine,
formaldehyde, hydrogen bond.
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Introduccioén

Los ciclofanos son compuestos macrociclicos conformados por dos o mas anillos
aromaticos unidos por espaciadores cortos en sus posiciones meta- o para-. Las
caracteristicas electrénicas de estos compuestos los hace interesantes para estudios de

interacciones tipo anfitrién-huésped.

La sintesis de ciclofanos usualmente se realiza por medio de procesos complejos de
macrociclacién que involucran varias etapas, soluciones diluidas o la formacion de
plantillas por medio de la adicion de iones metdlicos. Sin embargo, la sintesis de los
ciclofanos obtenidos en el grupo de investigacion “Quimica macrociclica” no involucra
ninguno de estos aspectos, en contraste, ocurre en un solo paso, se emplean soluciones
de alta concentracion y no se requiere de la formacion de una plantilla con iones metalicos,
esta estrategia de sintesis se ha denominado “Sintesis macrociclica asistida por enlaces
de hidrégeno”. Este trabajo se orientd a la sintesis de macrociclos tipo ciclofano derivados
de L-tirosina y formaldehido por medio de una doble reaccion tipo Mannich con diferente
topologia molecular, adicionalmente se estudi6 la interaccion de estos macrociclos con
Zinc (2+). Los resultados obtenidos se analizaron empleando métodos computacionales,

espectroscopicos y espectrometria de masas.






1 Capitulo 1. Sintesis macrociclica

Un macrociclo es un ciclo que contiene por lo menos 10 0 mas &tomos en su cavidad, una
caracteristica importante es la relacion entre estructura y funcién, algunos macrociclos de
origen natural presentan esqueletos de 14, 16 y 18 miembros los cuales se han aislado o
sintetizado a lo largo de los afios [1-3]. Entre los principales macrociclos se encuentran los

éteres corona, macrociclos derivados de péptidos y ciclofanos [1].

Los ciclofanos son compuestos macrociclicos formados por dos 0 mas anillos aromaticos
unidos por espaciadores cortos en sus posiciones meta o para. El disefio y sintesis de este
tipo de moléculas ha llamado la atencion debido a su capacidad de retener moléculas y
iones por medio de interacciones no covalentes [4-8]. Su topologia, tamafio de cavidad y
solubilidad pueden ser modulados modificando la longitud de los espaciadores y

funcionalizando los anillos aromaticos o los espaciadores [4, 9].

1.1 Sintesis de ciclofanos

Los ciclofanos usualmente se sintetizan por medio de procesos complejos de ciclacién que
involucran varias etapas [10], el empleo de grupos protectores, soluciones a alta dilucién
o la formacién de plantillas por medio de la adicién de iones de metales de transiciéon que
presenten interacciones especificas a través de enlaces de coordinacion con las
subunidades previamente sintetizadas[11]. Cada uno de estos procesos involucra el cierre
de anillos a partir de reactivos lineales, lo que genera una competencia entre la formacién
de macrociclos o reacciones de oligomerizacién y polimerizacion. En términos generales,
la preparacién de ciclofanos se basa en tres principios: principio de bloques de

construccion moleculares, principio de dilucién y el efecto de plantilla.
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1.1.1 Sintesis por bloques de construccion.

Esta estrategia de sintesis permite realizar cierres de anillo especificos, pero requiere de
precursores oligomericos preformados que tengan una longitud de cadena adecuada y una
funcionalizacion en los extremos de la cadena, para generar un acoplamiento

intermoleular, seguido de una ciclacién intramolecuar.

Una de sus principales desventajas es que requiere de grupos protectores en cada uno de
los pasos de sintesis, dependiendo del macrociclo a sintetizar puede requerir de varios
pasos de sintesis disminuyendo los rendimientos globales de reaccion y requiere de
condiciones de alta dilucion para garantizar los cierres intramoleculares y evitar reacciones

de polimerizacion.

El utilizar condiciones de alta dilucibn previene parcialmente las reacciones de

polimerizacion, por lo que se requieren grandes cantidades de disolvente.

1.1.2 Sintesis por principio de dilucién.

El principio de dilucién, suele comenzar con compuestos de cadena abierta que llevan dos
0 mas grupos funcionales y como regla general se desea uno de los oligdmeros posibles,
para que esto sea posible es necesario mantener una baja concentracion de los oligémeros
preformados para el cierre del anillo, una caracteristica determinante del proceso de
macrociclacion es la velocidad con la cual se agregan los reactivos, el hecho de utilizar
agitacion o no y la concentracion estacionaria que presenta el reactivo de partida en el

recipiente [12].

Teniendo en cuenta estas caracteristicas un oligébmero preformado al encontrarse en una
baja concentracion, tiene mayor probabilidad de reaccionar consigo mismo (cierre
intramolecular), que con otra molécula del respectivo oligobmero (interaccion

intermolecular) [13].

1.1.3 Sintesis con plantilla.

El uso de una plantilla permite modular el tamafio de la cavidad de un macrociclo
dependiendo del i6bn o molécula organica usada para la sintesis. Una caracteristica

importante es que la plantilla permite organizar en una geometria forzada los reactivos
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para que el producto predominante sea el macrociclo, dicha organizacion representa un
costo entrépico de la reaccion, debido a que el producto macrociclo no es el producto mas

estable termodindAmicamente.

Una forma de compensar el costo entrépico de la reaccion es utilizar plantillas con cationes
metdlicos, los cuales al interactuar con los oligdmeros preformados tiene una ganancia de
entalpia, lo que representa un pago energético por adelantado para que se dé la
macrociclacion, permitiendo el autoensamblaje del producto. La plantilla debe ser
removible del producto de reaccion para que esta se distinga de los reactivos.

Las plantillas deben presentar las siguientes caracteristicas y funciones:

Reconocimiento: una plantilla interactia con sitios de enlace complementarios de los
reactivos los cuales son complementarios entre si, permitiendo una selectividad y pre-

organizacion en el espacio.

Organizacién: Una plantilla debe organizar a los reactivos en el espacio, por la
complementariedad de sus grupos funcionales o por la formacion de enlaces de hidrégeno

lo que implica modificaciones en su reactividad.

Transferencia de informacién: la informacion almacenada en una plantilla, como la
disposiciéon espacial y patron de reconocimiento, se transfiere al producto de reaccion,

aungue la plantilla se modifique o deje de existir para obtener el producto de interés.

1.1.4 Sintesis de Azaciclofanos derivados de L-tirosina

Los azaciclofanos son ciclofanos que combinan las propiedades electrodonoras y acido-
base de los heteraciclos nitrogenados con las propiedades de los ciclofanos. La
combinacion de estas propiedades y su rigidez conformacional hace que estos

compuestos sean de interés para el estudio de procesos anfitrion-huésped [14-16].

En nuestro grupo de investigacion se desarroll6 una estrategia de sintesis de macrociclos
de tipo azaciclofano a partir de derivados de tirosina que no involucra ninguno de los
aspectos anteriores, ocurre en un solo paso, se emplean soluciones acuosas a alta
concentracion y no se requiere de la formacién de una plantilla con iones de metales de

transicion [10]; adicionalmente, la direccionalidad de la reaccion no se puede explicar
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satisfactoriamente por medio del analisis de factores electrénicos y efectos estéricos como
ocurre con la mayoria de reacciones en quimica organica (Esquema 1.1).
O
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Esquema 1.1 Obtencion de azaciclofanos tricicliclos y pentacicliclos con diferente

@)
H

topologia.

Como explicacion para el proceso espontaneo de macrociclacion se ha propuesto la
formacion de plantillas por enlaces de hidrégeno entre los hidroxilos fendlicos y los grupos
amino de dos unidades de derivado de tirosina, a esta estrategia de macrociclacion se le
ha denominado sintesis macrociclica asistida por enlaces de hidrogeno [17]. Calculos
computacionales empleando métodos semiempiricos han mostrado que las plantillas
propuestas se estabilizan por la formacion de dos enlaces de hidrégeno entre el grupo
hidroxilo fendlico de una unidad y el grupo amino de la otra unidad (Figura 1). La plantilla

por enlaces de hidrégeno posee una conformacion adecuada para asistir geométricamente



Capitulo 1. Sintesis macrociclica 7

la reaccién de macrociclacion entre derivados de tirosina y formaldehido [11], [18], [19]

(Figura 1.1).
o
NH
0 -
" !
! H
R

Figura 1.1 Interaccién por puente de hidrogeno entre el grupo amino y el hidroxilo

fendlico.

La formacion de estas plantillas es entropicamente desfavorable, pero entalpicamente
favorable y la energia libre favorece su formacién. A pesar del costo entropico en la
orientacion de las moléculas de derivados de tirosina hacia la formacion de la plantilla, la
energia de los enlaces de hidrégeno formados compensa y es responsable de la
espontaneidad del proceso.

Debido a que la reaccidon de macrociclacion es un proceso de condensacion intermolecular
y la plantilla dirige la reaccion hacia el producto macrociclico, no se requieren condiciones
de alta dilucién en la sintesis. La preorganizacion por enlaces de hidrogeno en este tipo de
moléculas es determinante en el curso de la reaccion frente a formaldehido. En esta
plantilla, las moléculas interactan por medio de sitios de enlace complementarios
(reconocimiento), se organizan en el espacio, modificando asi su reactividad
(organizacioén); y se transfiere la informacién de la disposicion espacial al producto de

reaccion (transferencia de informacién) [11, 18].

En conclusién, la reaccion entre derivados de tirosina y formaldehido conduce a la
formacion de macrociclos de tipo azaciclofano. El curso de la reaccion de formacion de
azaciclofanos esté dirigido por enlaces de hidrégeno entre los grupos amino y los hidroxilos
fendlicos de dos unidades de derivados de tirosina. Esta herramienta sintética aporta un
nuevo tipo de macrociclacion de gran simplicidad operacional, estabilidad quimica,

estabilidad conformacional, no requiere procedimientos de purificacion, se emplean
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reactivos de partida de uso comun en los laboratorios, favorece altos rendimientos y no

deteriora el medio ambiente [20].

Estudios termogravimétricos y espectroscépicos han mostrado que estos azaciclofanos
presentan gran estabilidad térmica y que tienen la capacidad intrinseca de retener
moléculas de alcohol por interaccion entre los hidroxilos y los espaciadores del
azaciclofano; esta interaccion no es selectiva pues ocurre con diferentes alcoholes lo que
permite concluir que la interaccion azaciclofano-alcohol ocurre por la periferia del
azaciclofano. Adicionalmente la temperatura a la que se libera el alcohol depende de la
estructura del azaciclofano, a menor complejidad estructural del azaciclofano menor
temperatura de liberacion del alcohol; en todos los casos la temperatura de liberacion del
alcohol fue superior a la temperatura de ebullicion del alcohol y en la mayoria de los casos
superior al punto de fusién del azaciclofano. Estudios espectroscépicos también han
mostrado que estos azaciclofanos también tienen la capacidad de retener moléculas
aromaticas, en este caso la interaccién es de tipo apilamiento T, puesto que el tamafio de
los sustituyentes sobre el anillo del compuesto aromatico no incide en la interaccion, se ha
propuesto que la interaccion ocurre por la periferia. Puesto que los alcoholes y los
compuestos aromaticos interactian con los ciclofanos por sitios diferentes, se ha
observado que pueden co-existir y se han obtenido evidencias de azaciclofanos que

retinen al mismo tiempo moléculas de alcohol y de compuestos aromaticos [21, 22, 23].

El mismo comportamiento se ha demostrado para las N-benciltiraminas, cuando
reaccionan con formaldehido, producen azaciclofanos triciclicos. La reaccion sélo produce
compuestos lineales cuando el anillo aromatico de la bencilamina tiene sustituyentes

electro-atractores.
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Esquema 1.2 Reaccién de N-benciltiraminas con formaldehido

Con el fin de ampliar la utilidad de la estrategia de sintesis macrociclica asistida por enlaces
de hidrégeno, en este trabajo se busca evaluar el efecto de los sustituyentes sobre los
espaciadores (carbono a y/o nitrégeno) en la sintesis de azaciclofanos pentaciclicos y
triciclicos derivados de L-tirosina y establecer si es posible obtener azaciclofanos
asimétricos por condensacion cruzada entre dos derivados diferentes de tirosina vy
formaldehido y analizar su interaccion con Zn 2+ con el fin de determinar si los
azaciclofanos interactian con metales por la periferia como ocurre con las moléculas

organicas o si su interaccion es por la cavidad y permiten obtener complejos de inclusion.
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2 Capitulo 2. Sintesis de un azaciclofano
pentaciclico asimétrico

La formacion de azaciclofanos por medio de la reaccién entre 4-hidroxifeniletilaminas y
formaldehido esta favorecida por la estructura bifuncional de las 4-hidroxifeniletilaminas,
estos compuestos se pueden asociar en solucion por medio de enlaces de hidrogeno
intermoleculares O—H---N formando “plantillas de macrociclacion” (Esquema 2.1) [1-7]. A
esta estrategia sintética se le ha denominado sintesis macrociclica asistida por enlaces de
hidrogeno; dicha plantilla presenta reconocimiento ya que existe una complementariedad
entre el grupo amino y el hidroxilo fendlico, se organizan los reactivos en solucién y existe
transferencia de informacién ya que dicha pre-organizacién modifica la disposicién
espacial de los reactivos y su patron de reconocimiento se transfiere al producto
macrociclico; cuando la formacion de estas plantillas no esté favorecida, la reaccion con

formaldehido produce mezclas complejas de oligdmeros lineales [1, 8, 9]).

R
R
NH,

R O ! N

Jl i HCHO_ O w
— I H —_—
NH, : | k ©
HO | 0O N
H,N
R
R

Esquema 2.1 Sintesis macrociclica asistida por enlaces de hidrégeno

Hasta el momento, la estrategia de sintesis macrociclica asistida por enlace de hidrégeno
se ha realizado con dos componentes, una 4-hidroxifeniletilamina y formaldehido, esta
reaccion lleva a la obtencién de azaciclofanos simétricos [10-14]. El objetivo de este
capitulo fue determinar si es posible extender la estrategia de sintesis asistida por enlace

de hidrégeno para obtener azaciclofanos asimétricos por una reaccion tricomponente entre
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tiramina (1), éster etilico de L-tirosina (2) y formaldehido. En este capitulo se analiza el

curso de la reaccién y la estructura del producto obtenido

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 General

Tiramina (1) y L-tirosina (Sigma-Aldrich, USA, grado sintesis) y los disolventes metanol y
etanol (Merck Alemania grado analitico) se utilizaron sin purificacion adicional.

Los puntos de fusién se determinaron en un equipo Mel-Temp Electrothermal 9100, con

capilares abiertos y se reportan sin corregir.

Se usaron placas de vidrio con fase estacionaria de silica gel 60 H (espesor de 0.25 mm;
diametro de particula 10 ym), obtenidas de la casa Merck. Los eluyentes empleados se
especifican en cada caso. Como agente revelador se utilizé luz UV, reveladores de

ninhidrina y Dragendorff.

Para el registro de los espectros de masas se empled un equipo UHPLC-ESI Brucker
Impact Il utilizando una columna Brucker Intensity Solo 2 C18 (100 x 2,0 d.i.) con gradiente
lineal del 5% de A en 60 min (A: Agua-Acido férmico 0,1% y B: Acetonitrilo-Acido formico
0,1%), flujo de 0,4 mL/min a 40°C. El detector de masas ESI-QTOF se emple6é en modo

positivo con un rango de masa entre 50-1300 m/z y temperatura de secado de 220 °C.

Los espectros de RMN se registraron en un equipo Bruker Avance 400 con sonda directa
(5 mm BBO BB-1H/>H a 400 MHz para *H y a 100 MHz para **C), empleando cloroformo o
metanol deuterado (Merck, Alemania) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) o la sefal
residual del disolvente como referencia. Las sefiales se reportan como desplazamiento
quimico (&/ppm). La multiplicidad se reporta de la siguiente manera: s (singlete), d
(doblete), t (triplete), g (cuarteto), m (multiplete), br (ancho). Las constantes de

acoplamiento (J) se reportan en Hz.

Los célculos computacionales se realizaron con el paquete de quimica computacional
Gaussianl6 [15], [16]. Para los célculos DFT se utiliz6 el funcional B3LYP usando como
base de célculo la -31+G(d,p). Para las correcciones por interacciones dispersivas se
utilizo la GD3BJ
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2.1.2 Sintesis del éster etilico de L-tirosina (2)

Se afiadié lentamente cloruro de tionilo (1,2 mL, 0,165 mol) a una suspensién fria (0-5°C)
de L-tirosina (2,0 g., 0,011 mol) en 20 mL de etanol. La solucién resultante se agité durante
24 horas a temperatura ambiente (TA) y se concentré a presion reducida. Al aceite
obtenido se le afadi6 agua destilada (10 mL), amoniaco acuoso (0,5 mL) y éter etilico (50
mL) y se agito durante 2 horas a TA. El producto se extrajo con cloroformo y se concentrd
a TA. El producto obtenido se caracteriz6 por punto de fusion (P.f.) y RMN (*H) [17]. Ester
etilico de L-tirosina (C1:H1sNOs) (1): 1,49 g de rendimiento, 65,0 % p.f. 99-101, RMN H
(400 MHz, CDCl3) &/ppm: 7,00 (2H, d, J = 8,4 Hz); 6,69 (2H, d, J = 8,4 Hz); 4,20 (2H, q, J
=7,1 Hz); 3,73 (1H, dd, J = 7,7; 5,1 Hz); 3,06 (1H, dd, J = 13,8; 5,1 Hz); 2,84 (1H, dd, J =
13,8; 7,7 Hz); 1,28 (3H, t, J = 7,2 Hz) (Anexo 1).

2.1.3 Sintesis de azaciclofano asimétrico

Se adicion6 formaldehido (3 mL, 37 %) a una disolucién de éster etilico de L-tirosina 2 (0,5
g; 3 mmol) y tiramina 1 (0,38 g; 3 mmol) en etanol (10 mL, 96 %). La mezcla se dej6 en
reposo hasta que se evaporo el disolvente. El sélido asi obtenido se suspendié en agua,
se filtr6 y se lavd (primero con una solucion diluida de NaOH y luego con etanol): se
obtuvieron 607 mg (1,5 mmol). La nomenclatura de los ciclofanos obtenidos se hallé en

base a los reportes de Hirayama [18].

2.1.3.1 (2S)-etoxicarbonil-13,1%,4%,4%-tetrahidro-12H,42H-1,4(3,6)-

bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano (3a)

o)
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Ca23H26N204. Rendimiento 55,9%, sélido amarillo, P.f. 109-101 °C. RMN !H (400 MHz,
CDClz) &/ppm: 7,00 — 6,67 (m); 4,95 — 4,80 (m); 3,95 (m); 2,91 (m); 2,75 (m); 0,98 (m)
(Anexo 2). RMN 3C (100 MHz, CDCls) d/ppm: 172,4; 152,8; 130,3; 129,7; 128,2; 127,9;
127,5; 126,9; 120,9; 119,9; 116,6; 116,3; 115,3; 82,3; 80,9; 66,1; 60,7; 58,4; 53,3; 53,3;
50,4; 47,9; 36,0; 34,0; 13,9 (Anexo 3). Rotacion especifica: [a] pz0 =—1.40°. MS hidrolizado
[M+H]* = 371.3692 (Calculado 371.1971) y [2M]*=740,5419 (Calculado=740,3785) (Anexo
4); [M+Na]*=393,2970 (Calculado=393,1790) (Anexo 5).

Para analizar los resultados obtenidos del azaciclofano asimétrico (3a) se realiz6 la sintesis
de los respectivos azaciclofanos derivados de tiramina (3b) y éster etilico de L-tirosina (3c)
y Se compara sus espectros y iones con lo reportado en la literatura [10].

2.1.3.2 Sintesis de azaciclofanos simétricos

A una disolucién de 0,50 g de 4-hidroxifeniletilamina (3b-c) en 10 mL de etanol se
adicionaron 5 mL de formaldehido al 37%. La reaccién se mantuvo sin agitacion a
temperatura ambiente por 24 h, pasado este tiempo, se adicionaron 15 mL de agua
destilada y el producto obtenido se extrajo con diclorometano (3 x 5 mL). La fase
organica se llevé a sequedad y el producto obtenido se caracterizé mediante el punto de
fusion y RMN (*H y 13C).

2.1.3.3 13,1443 4*-tetrahidro-12H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-

benzoxazina)-ciclohexafano (3b)

Z

C20H22N20.. Rendimiento 80%, sélido amarillo, P.f. 204-208 °C con descomposicion. RMN
'H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 6,95 — 6,69 (m); 4,95 — 4,80 (m); 3.99 (m); 3,06 — 2,86 (M);
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2,77 (m) (Anexo 6). RMN *C (100 MHz, CDCI3) &/ppm: 152,6; 131,8; 128,0; 127,6; 120,1;
116,4; 82,4; 53,4; 50,6; 34,1 (Anexo 7). MS hidrolizado [M+H]* = 299,1756 (Calculado
299,1760) y [M+2H]?* = 150,0915 (Calculado 150,0919) (Anexo 8)

2.1.3.4 (2S,5S)-dietoxicarbonil-13,14 43 4%-tetrahidro-12H,4°H-

1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano (3c)

)

0]

C26H30N206. Rendimiento 63%, sélido amarillo, P.f. 88-90 °C. RMN *H (400 MHz, CDCls)
o/ppm: 6,91 — 6,63 (m); 4,93 — 4,84 (m); 4,20 — 3,87 (m); 3,85 — 3,69 (m); 2,98 (m), 1,00 -
0.96 (m) (Anexo 9). RMN *3C (100 MHz, CDCls) d/ppm: 172,3; 153,3; 129,5; 128,4;
127,7; 121,0; 116,8; 81,0; 66,3; 60,8; 48,0; 36,2; 14,3; 14,0 (Anexo 10). MS hidrolizado
[M+H]" = 443,1925 (Calculado 443,2182). (Anexo 11).

2.2 Analisis de la formacion de plantillas de 4-
hidroxifeniletilaminas empleando calculos
computacionales

Como se mencion6é anteriormente, para la obtenciéon de azaciclofanos a partir de 4-
hidroxifeniletilaminas es necesaria la pre-organizacion por medio de enlaces de hidrogeno
intermoleculares, estd pre-organizacion induce geométricamente la doble condensacion

tipo Mannich necesaria para la macrociclacién. El empleo de dos 4-hidroxifeniletilaminas
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diferentes (tiramina y éster etilico de L-tirosina) puede formar la mezcla de tres posibles

azaciclofanos y oligdmeros lineales (Esquema 2.2.).

Q\O
}\y Oligomeros lineales

2a

Esquema 2.2 Posibles productos de la reaccion tricomponente entre tiramina (1), éster
etilico de L-tirosina (2) y formaldehido.

Para obtener el azaciclofano asimétrico es necesaria una doble condensacion tipo Mannich
cruzada en la que participen dos 4-hidroxifeniletilaminas; para que esto ocurra, el paso

determinante es la formacion de una plantilla mixta por enlaces de hidrégeno. Para la
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formacion de un enlace de hidrégeno cruzado se seleccioné tiramina (4-
hidroxifeniletilamina) 1 porque produce el azaciclofano con buenos rendimientos, ademas
tiene el grupo amino mas bésico y éster etilico de L-tirosina 2, porque el efecto
electroatractor del grupo carboxietil disminuye la basicidad del grupo amino e incrementa

I

la acidez del hidroxilo fendlico (Figura 2.1) [23, 24].

0]
NH, NH,
HO HO
pKb (NH>) 4,63 6,72
pKa (OH) 10,70 10,12

Figura 2.1 Estructura, pKb y pKa de tiramina (1) y éster etilico de L-tirosina (2).

Considerando lo anterior, se espera que cuando las dos 4-hidroxifeniletilaminas esten en
solucion en cantidades estequiométricas, el hidroxilo fenélico de mayor acidez (-OH de
éster etilico de L-tirosina) forme el enlace de hidrégeno con el grupo amino mas basico (-
NH: de tiramina), una vez ocurre esta primera interaccion por enlaces de hidrégeno, se
forma el segundo enlace de hidrégeno que estabiliza la plantilla. Cuando se adiciona
formaldehido, la plantilla favorece geométricamente la formacién del azaciclofano

respectivo (Esquema 2.3).

Esquema 2.3 Macrociclacién asistida por puentes de hidrégeno entre tiramina (1), éster
etilico de L-tirosina (2) y formaldehido.
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El estudio de la formacion de plantillas se llevé a cabo mediante calculos computacionales
Gfg

utilizando el programa Gaussian 16 [15], se analizo la energia libre (AG};,,) Y la entalpia de

dimerizacién (AHggn) de los posibles arreglos diméricos. El calculo de estas propiedades

se realiz6 teniendo en cuenta las ecuaciones 2.1y 2.2.

Para el célculo de la formacion de plantillas, se dibujo la plantilla necesaria para la
obtencién de cada azaciclofano 3a, 3b y 3c, las plantillas se denotan 1-2, 1-1y 2-2 por los
azaciclofanos mixto, tiramina y éster etilico de L-tirosina respectivamente. Se presenta las

ecuaciones usadas para el calculo del dimero mixto 1-1.

f _ f f f

AHdi‘?n 1-2 — AHdg’nero - Ang - AHzg (2.1)
f _ f f f

AGdi‘?'n 1-2 — AGdlgnero - AGlg - Ang (2.2)

Para el célculo de estas propiedades se tuvieron en cuenta las estructuras optimizadas
de cada molécula o arreglo en fase gaseosa. Los arreglos evaluados corresponden a
dimeros lineales o ciclicos que interactiian por enlaces de hidrégeno, se tomé como
donante de protén al grupo hidroxilo y al grupo amino como aceptor de protén (OH---N)
(Figura 2.2.).
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Figura 2.2 Dimeros de 1-2 (DFT/B3LYP-GD3BJ/6-31+G(d,p)): Dimero ciclico OH-:-N (A),
dimero lineal OHz:--N1 (B), dimero lineal OH1--:N2 (C) y mondmeros de éster etilico de L-
L-tirosina (2) y tiramina (1) (D) [15, 16].

Tabla 2.1 Propiedades termodinamicas para arreglos diméricos 1-2, 1-1y 2-2.

Puente de hidrégeno Centroide
Ciclofano | - Dimero Longitud de |Angulo de |Distancia |Angulo AHIS A6 K9
enlace (A) |enlace (®) |(A) @) (Kcal/mol) | (Kcal/mol)
Ciclico-2) 1,80 170,2 3,29 94,3 -20,0 -5,8 16440,9
Lineal1-2)
32 | OHw-Ne 1,80 166,0 317 137,3 11,1 -1,3 8,3
Lineal-1)
OHey N 1,80 166,0 3,19 139,8 -13,2 -2,1 32,6
gy | Ciclicony 1,79 170,6 3,36 91,6 -23,6 83 12413976
Linealu-y 1,82 156,6 2,60 168,2 130 1.0 53
5o | Ciclicoea 1,80 169,5 3,36 90,7 12,0 2.2 0,02
Lineale-2) 1,81 167,3 3,14 138,6 -12,9 2.4 61,6

Los resultados de la tabla 2.1. indican que la formacion dimeros es espontanea y que esta
Gf.q

favorecido la formacion de dimeros ciclicos tenido en cuenta sus valores de AGj;,, cabe

aclarar que la base da calculo usada (GD3BJ) tiene en cuenta interacciones por dispersion
y como los arreglos analizados presentan anillos aroméaticos enfrentados se presenta

apilamiento 1 e interacciones del tipo CH---r.

Con los célculos se determind que los arreglos diméricos 1-2, 1-1 y 2-2 tienen enlaces de

hidrégeno que estabiliza los dimeros ciclicos y lineales segun lo reportado por la literatura

(Ver tabla 2.1.) [19, 20]. Para el dimero mixto, el valor de AG'?

dim Muestra que el enlace de
hidrégeno entre el OH del éster etilico de L-tirosina (2) es y el amino de la tiramina esta
favorecido, este comportamiento confirma la importancia de la diferencia de acidez y

basicidad entre los reactivos de partida. Para las interacciones 11, se evidencié que en el
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arreglo ciclico presenta apilamiento paralelo descentrado entre los anillos de las
respectivas feniletilaminas [21, 22], siendo una interacciéon CH---m, con distancia al
centroide de 3,29 Ay angulo de 94,3°.

Con respecto a los dimeros ciclicos, la tiramina (1) present6 una interaccion perpendicular
borde cara entre los anillos [21], pero el éster etilico de L-tirosina (2) presentdé una
interaccion CHs:-- w entre el anillo de feniletilamina y el metilo del grupo carboxietilo, lo que

no favorecié las interacciones intermoleculares por enlace de hidrégeno presentando un
fg

valor de formacion no espontaneo (AG,;,, =2,2), dicho valor esta relacionado con un factor

entrépico, la interaccién CHs:-- 7, no permite una mayor libertad conformacional del grupo
carboxietilo, la distancia al centroide para esta interaccion es de 3,36 A, siendo una
interaccion débil y en solucion esta distancia deberia ser mucho mayor lo que favorece la

obtencidn del producto macrociclico 3c.

Adicionalmente se determiné la constante de interconversion a partir de la constante de
dimerizacion del dimero ciclico y lineal para los arreglos 1-2, 1-1 y 2-2, haciendo uso de
las ecuaciones 2.3 y 2.4 a 298.15K. Un ejemplo del ciclo termodinamico empleado se
presenta en el esquema 2.4.

fg
f9 _ fg fg -1 _ Kaimgcictico
Kint - Kdim,ciclico(Kdim,lineal) - ng (2'3)
dim,lineal
_ /;Q
fg _ m
Kjim = € FT (2.4)
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NH fi
o) ’ K gint
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Esquema 2.4 Relacién entre la constante de interconverion y las constantes de
dimerizacién para el arreglo 1-2.

Con respecto a la ecuacion 2.3 se determind que la constante de interconversion tiene un

valor de Kl.’:fi = 5,4x10% para el dimero 1-2, esto indica que por cada 100 moléculas 1 se

encuentra como el dimero lineal y 99 como el dimero ciclico 1-2. Los resultados de los
célculos en la tabla 2.1 muestran que la plantilla de tiramina (1-1), esta favorecida con
respecto a la plantilla mixta (1-2). Entonces en una mezcla de tiramina (1) y éster etilico de
L-tirosina (2), se formara la plantilla de tiramina (1-1). Para que se dé la formacién de la
plantilla mixta (1-2) se debe generar un enlace de hidrégeno cruzado entre la tiramina (1)
y el éster etilico de L-tirosina (2), esta interaccion se vera favorecida por diferencias de
acidez y basicidad de los grupos hidroxilo fendlico y amino de las aminas 1 y 2
respectivamente. Estas diferencias de acidez y basicidad favoreceran que se forme mas

rapido la plantilla mixta 1-2 aunque no sea tan estable como la plantilla simétrica 1-1.

2.3 Analisis espectroscopico del producto de reaccion
entre tiramina (1), éster etilico de L-tirosina (2) y
formaldehido

La reaccion de la mezcla equimolar de tiramina y éster etilico de L-tirosina con

formaldehido (37%) en exceso produjo un sélido amarillo claro cuya estructura se
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establecié por medio del analisis de los espectros de RMN. En general, los azaciclofanos
derivados de 4-hidroxifeniletilaminas presentan espectros de RMN *H con sefiales anchas
debido a la presencia de conférmeros, en estos espectros no es posible determinar la
multiplicidad ni la integral de las sefiales. En la figura 2.3 se observan los espectros de
RMN H de los azaciclofanos obtenidos a partir de éster etilico de L-tirosina (azaciclofano
3c) y de tiramina (azaciclofano 3b). El azaciclofano 3c, es un compuesto simétrico y con
baja flexibilidad conformacional por la presencia de dos grupos carboxietil. En su espectro
de RMN *H se observan 5 zonas con sefiales bien definidas, la primera alrededor de 1 ppm
muestra los metilos tanto del éster como del etanol retenido [25], en la zona 2 alrededor
de 3 ppm se observa la sefal correspondiente al metileno bencilico adyacente al metino,
la zona 3 muestra alrededor de 4 ppm los metilenos de los grupos aminobencil (Ph-CH,-
N), la zona 4 a 5 ppm es caracteristica de los metilenos ozaxinicos y la zona 5 corresponde
a los protones aromaticos de los dos anillos trisustituidos entre 6,5y 7 ppm (Figura 2.3A).
Para el azaciclofano 3b se observa un comportamiento similar, alrededor de 3 ppm se
observan las sefiales correspondientes a los etilenos, hacia 4 ppm los metilenos
aminobencilicos, a 5 ppm los metilenos oxazinicos y entre 6,5 y 7 ppm los protones
aromaticos (Figura 2.3B). El espectro del azaciclofano 3b presenta sefiales mas anchas
gue las observadas en el espectro del azaciclofano 3c debido a su mayor flexibilidad
conformacional. En el espectro del azaciclofano mixto 3a (Figura 2.3C) se observan
sefales muy anchas debido a su mayor flexibilidad conformacional y a la asimetria de la
molécula; sin embargo, se distinguen las 5 zonas esperadas. La zona 1 entre 1y 1,25 ppm
muestra las sefiales de los metilos tanto del azaciclofano como del etanol retenido, La zona
2 entre 2,5 y 3 ppm muestra los metilenos, la zona 3 entre 3,5y 4,2 ppm muestra los
metilenos aminobencilicos (Ph-CH.-N), el metino quiral y los metilenos de los grupos etoxi
del azaciclofano y del etanol retenido. La zona 4 entre 4,8 y 5 muestra los metilenos
oxazinicos y la zona 5 entre 6,5y 7 ppm muestra los metinos aromaticos. Debido a la
complejidad del espectro no fue posible obtener integrales confiables ni observar

multiplicidad.
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Figura 2.3 Espectros de RMN *H de azaciclofano. 1A: azaciclofano 3c, 1B: azaciclofano
3b, 1C: azaciclofano asimétrico 3a.

Los espectros de RMN de *3C fueron mas Utiles para la elucidacion estructural de este tipo
de compuestos ya que los conférmeros no generan sefiales diferentes y no se presenta
sobrelapamiento. En estos espectros también es posible definir algunas sefales
caracteristicas: Para el azaciclofano 3c: el metileno bencilico (Ph-CH2-N) a 47,9 ppm, el
metileno oxazinico a 80,9 ppm, el Ca-O a 153,2 ppm y el carbonilo a 172,2 ppm (Figura
2.4A). Para el azaciclofano 3b: el metileno bencilico (Ph-CH2-N) a 50,5 ppm, el metileno
oxazinico a 82,3 ppm y el Ca-O a 152,5 ppm (Figura 2.4B). En el espectro de RMN *C del
azaciclofano 3a se observan las siguientes sefiales: dos metilenos bencilicos (Ph-CH-N)
a 48,1 y a 50,3 ppm, dos metilenos oxazinicos a 80,7 y a 82,3 ppm, dos carbonos

aromaticos unidos a oxigeno (Car-O) a 152,8 y 153,1 ppm y el carbono carbonilico a 172,4
ppm. (Figura 2.4C).
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Figura 2.4 Espectros de RMN 13C de azaciclofano. 1A: azaciclofano 3c, 1B:
azaciclofano 3b, 1C: azaciclofano asimétrico 3a.

La asignacion completa de los espectros de RMN H y C permitié confirmar la obtencién
de un azacilofano pentaciclico asimétrico por medio de una macrociclaciéon cruzada entre

éster etilico de L-tirosina, tiramina y formaldehido (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Datos de RMN *H y 3C para el azaciclofano asimétrico 3a.

2.4 Analisis por espectrometria de masas (LC-MS)

Para la inyeccion de cada una de las muestras se adicionaron 60 pL de acido férmico (1.6
mmol) a 0.5 mg del respectivo azaciclofano 3 a-c (1.3 a 1.1 mmol), las muestras se filtraron

y se realiz0 la respectiva inyeccién.

El azaciclofano 3a presenta anillos oxazinicos que pueden hidrolizarse en presencia de
acidos, el acido férmico usado en el andlisis promovio dicha hidrolisis y no fue posible
detectar el ion molecular del azaciclofano sino el ion correspondiente a su hidrolizado (ver

esquema 2.5).

N )L NH
0 \‘ H OH HO
_—
© H,0
N HN

Esquema 2.5 Reaccién de hidrolisis para el azaciclofano 3a.

Para el azaciclofano 3a se observéd un ion m/z= 371,3695 (Esperado para al azaciclofano
3a hidrolizado [M+H]*=371,1961), 740,5419 (Esperado para dos moléculas del
azaciclofano 3a hidrolizado [2M]*=740,3785) y 393,2970 (esperado para el azaciclofano
3a hidrolizado més sodio. [M+Na]*= 393,1790) (Figura 2.6).

OH
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NH Na+
HO

OH
HN

Calculado= 393,1785

Figura 2.6 Principales iones observados para el azaciclofano 3a (a) [M+H]", (b) [2M]" y
(c) [M+Na]"

2.5 Conclusiones

En conclusion, la estrategia de sintesis macrociclica asistida por enlaces de hidrégeno es
Gtil para la obtencién de azaciclifanos asimétricos por medio de una doble condensacién
tipo Mannich empleando 3 componentes, dos 4-hidroxifeniletilaminas y formaldehido. La
estrategia sintética empleada es de gran simplicidad operacional, buen rendimiento y no

requiere de procedimientos de purificacion.

Las diferencias de acidez y basicidad entre la tiramina (1) y el éster etilico de L-tirosina
(2) permiten que se forme mas rapido un enlace de hidrogeno cruzado entre el hidroxilo
fendlico del éster etilico de L-tirosina y el amino de la tiramina para obtener una plantilla

mixta que favorece la formacion del azaciclofano 3a.
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3 Capitulo 3. Hidrolisis de azaciclofanos

3.1 Introduccidn

Las 1,3-benzoxazinas son compuestos heterociclicos benzofusionados que poseen un
metileno electrofilico [1, 2]. Estos compuestos heterociclicos se sintetizan por reaccion de

un fenol con una amina primaria y formaldehido en proporciéon molar 1/1/2 [3-8] (Esquema

3.1).
NH, OH O/\N’ :
0
H)kH

Esquema 3.1 Sintesis de 1,3-benzoxazinas.

Las 1,3-benzoxazinas se hidrolizan en presencia de acidos, a mayor fuerza del acido
mayor velocidad de reaccién [9]. En los anillos oxazinicos, la protonacién del oxigeno, cuya
basicidad es mayor que la del nitrégeno, incrementa la electrofilia del metileno adyacente

y permite el ataque nucleofilico por parte del agua (Esquema 3.2) [9, 10].
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Esquema 3.2 Hidrolisis de 1,3-benzoxazinas [11].

La hidrolisis de 1,3-benzoxazinas es interesante con azaciclofanos pentaciclicos, porque
permite cambiar los grupos funcionales lo que conlleva a cambios en su topologia
molecular y en su solubilidad (Esquema 3.3) [12]. La estructura optimizada del azaciclofano
pentaciclico derivado del éster etilico de L-tirosina (3¢) muestra que el anillo oxazinico
adopta una conformacién de semi-silla con los nitrégenos ubicados fuera del plano del
anillo aromatico hacia la cavidad del ciclofano y los metilenos oxazinicos estan ubicados
fuera del plano del anillo aromatico hacia afuera de la cavidad (Figura 3.1 a), mientras que
en el azaciclofano hidrolizado se observan los hidrégenos sobre el carbono quiral en
posiciones pseudo-ecuatorial orientados hacia la cavidad del macrociclo y los grupos
carboxilo en posicion pseudo-axial dando a la molécula una conformacién syn (Figura 3.1
ayb)[13].

R R
N NH
o) HO
HCI 10%
fo) OH
N HN
R R

Azaclofano pentaciclico Azaciclofano triciclico
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Esquema 3.3 Hidrolisis de azaciclofanos

a)

b)

Figura 3.1 Estructura optimizada de a: azaciclofano pentaciclico b: azaciclofano triciclico.

Teniendo en cuenta la reactividad de las 1,3-benzoxazinas, en este capitulo se realizé la

reaccion de hidrolisis de los azaciclofanos pentaciclicos con acido clorhidrico.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 General

Tiramina (1) y L-tirosina (Sigma-Aldrich, USA, grado sintesis) y los disolventes metanol y

etanol (Merck Alemania grado analitico) se utilizaron sin purificacion adicional.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Mel-Temp Electrothermal 9100, con

capilares abiertos y se reportan sin corregir.

Se usaron placas de vidrio con fase estacionaria de silica gel 60 H (espesor de 0.25 mm;

diametro de particula 10 ym), obtenidas de la casa Merck. Los eluyentes empleados se
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especifican en cada caso. Como agente revelador se utilizé luz UV, reveladores de

ninhidrina y Dragendorff.

El analisis elemental se realiz6 en un microanalizador elemental Thermo Scientific Flash
2000, con detector de conductividad térmica, usando helio (He) como gas de arrastre y
oxigeno (O2) como gas de reaccion. Los estandares usados fueron: metionina y 2,5-bis-

(5- terc-butil-benzoxazol-2-il)-tiofeno.

Para el registro de los espectros de masas se empled un equipo UHPLC-ESI Brucker
Impact Il utilizando una columna Brucker Intensity Solo 2 C18 (100 x 2,0 d.i.) con gradiente
lineal del 5% de A en 60 min (A: Agua-Acido férmico 0,1% y B: Acetonitrilo-Acido formico
0,1%), flujo de 0,4 mL/min a 40°C. El detector de masas ESI-QTOF se emple6é en modo

positivo con un rango de masa entre 50-1300 m/z y temperatura de secado de 220 °C.

Los espectros de RMN se registraron en un equipo Bruker Avance 400 con sonda directa
(5 mm BBO BB-1H/>H a 400 MHz para *H y a 100 MHz para **C), empleando cloroformo o
metanol deuterado (Merck, Alemania) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) o la sefall
residual del disolvente como referencia. Las sefiales se reportan como desplazamiento
quimico (&/ppm). La multiplicidad se reporta de la siguiente manera: s (singlete), d
(doblete), t (triplete), g (cuarteto), m (multiplete), br (ancho). Las constantes de

acoplamiento (J) se reportan en Hz.

Los calculos computacionales se realizaron con el paquete de quimica computacional
Gaussianl6 [15], [16]. Para los calculos DFT se utilizé el funcional B3LYP usando como
base de célculo la -31+G(d,p). Para las correcciones por interacciones dispersivas se
utilizo la GD3BJ

3.2.2 Hidrdlisis de ciclofanos

Se afiadi6 1 g de los ciclofanos 3 a-c a HCl al 10% (10 mL) hasta disolucién completa y se
agito durante dos horas, la solucién resultante se neutralizo con amoniaco acuoso (25%,
20 mL), el sélido obtenido se filtré y lavo. Los productos obtenidos se caracterizaron por
punto de fusién y RMN ('H y '*C). La nomenclatura de los ciclofanos obtenidos se halld

con base a los reportes de Hirayama [14].



Capitulo 3. Hidrolisis de azaciclofanos 37

3.2.2.1(4S)-etoxicarbonil-1°,6*dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-

ciclodecanafano (4a).

C21H26N204. Rendimiento 72,3%, soélido amarillo, P.f. 181 °C.

o]
O
NH
HO
OH
HN

RMN 'H (400 MHz, CD3;OD) &/ppm: 7,21; 7,14; 6,92; 6,77; 4,29; 4,25; 4,13; 3,36; 3;31;
3,16; 3,02; 2,88; 1,25; 1,15 (Anexo 12). RMN "*C (100 MHz, CDs0D) d/ppm: 169,3; 157 4;
157,1; 156,8; 156,5; 131,6; 129,2; 126,5; 119,1; 116,9; 116,7; 63,6; 36,0; 32,0; 14,3. (Anexo
13). MS [M+H]" = 371,2039 (Calculado 371,1971) y [M+Na]* = 393,2970 (Calculado
393,1790) (Anexo 14).

3.2.2.2. 1%,6%dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4b).

C1sH22N202. Rendimiento 90,5%, sélido amarillo, P.f. 223 °C.

NH
HO
OH
HN
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RMN 'H (400 MHz, CDs;0OD) &/ppm: 7,35; 7,19; 6,93; 6,91; 6,77; 6,75; 4,23; 3,24; 3,01.
(Anexo 15). RMN *C (100 MHz, CD3;0OD) &/ppm: 156,5; 133,2; 132,6; 130,8; 129,2; 119,1;
116,87; 54,9; 47,7; 32,0. (Anexo 16). MS [M+H]* = 299,1740 (Calculado 299,1759) y
[M+2H]?* = 150,0907 (Calculado 150,0919) (Anexo 17).

3.2.2.3(4S,9S)-Dletoxicarbonil-1°,6%-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-

ciclodecanafano (4c).

C24H30N206. Rendimiento 68,6%, solido amarillo, P.f. 155°C.

NH
HO

OH
HN

0]

RMN *H (400 MHz, CDsOD) &/ppm: 6,96; 6,89; 6,81; 6,69; 4,08; 3,83; 3,65; 3,48; 3,31;
2,87;0,94. (Anexo 18). RMN *3C (100 MHz, CDs0OD) &/ppm: 174,8; 157,4; 157,2; 156,9;
131,4; 131,27; 130,6; 128,6; 127,4; 125,0; 124,6; 116,5; 116,3; 116,1; 63,2; 62,9; 62,7;
62,0; 62,0; 61,7; 58,3; 56,2; 39,2; 14,5. (Anexo 19). MS hidrolizado [M+H]" = 443,1925
(Calculado 443,2182). (Anexo 20).
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3.3 Analisis computacional.

Para comprender la hidrolisis de 3,4-dihidro-2H-1,3-benzoxazinas presentes en los
ciclofanos 3a, 3b y 3c con acido clorhidrico, se analizaron sus orbitales frontera empleado
calculos computacionales (Gaussian16 [15] método DFT/B3LYP/6-31G+(d,p)). El orbital
HOMO indica el sitio de reaccién de una molécula con un electréfilo. Segun los resultados
en cada uno de los azaciclofanos 3a, 3b y 3c el orbital HOMO se encuentra localizado
sobre el oxigeno del anillo oxazinico (Figura 2.2), lo que favorece la O-protonacién sobre

la N-protonacion [10].

Figura 3.2. Orbitales frontera HOMO de azaciclafanos a: 3b, b: 3ay c: 3c.

Los resultados muestran que la O-protonacion se encuentra favorecida, lo cual promueve

la apertura del anillo oxazinico por un ataque nucleofilico de una molécula de agua, para
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posteriormente eliminar una molécula de formaldehido y obtener el producto de la

respectiva hidrolisis (Esquema 3.4).

Una caracteristica por resaltar es que el orbital HOMO del azaciclofano 3a no se encuentra
ubicado sobre los dos oxigenos oxazinicos de la molécula, dicho orbital se encuentra sobre

el oxigeno de la tiramina, por lo tanto, este anillo oxazinico se hidroliza primero.

R1 R1

N NH
0 HCI10% HO
K

0 OH

R2 R2

4b = R1:R2: H
4c = R]:R2: COOEt

Esquema 3.4 Hidrolisis de azaciclofanos pentaciclicos.

3.4 Analisis espectroscopico y por espectrometria de
masas

Los productos de reaccion de 3a, 3b y 3¢ con acido clorhidrico fueron solubles en agua y
metanol e insolubles en cloroformo. En los espectros de RMN 'H, se observaron sefiales
anchas con sobrelapamiento, adicionalmente aparecieron sefiales de los disolventes

utilizados en la sintesis [16].

Teniendo en cuenta que los azaciclofanos triciclicos 4b y 4c ya estaban reportados en la
literatura se compararon los espectros de 'H y "*C para verificar el producto obtenido. En
los espectros de RMN de "H se espera la desaparicion de la sefial alrededor de 4,8 ppm
relacionada con la hidrolisis de los metilenos oxazinicos y para los espectros de '*C se
espera la desaparicion de la sefial alrededor de 82 ppm correspondiente al carbono del
metileno oxazinico [12,13, 17]. Los espectros de RMN "H no fueron utiles porque la sefial

residual del disolvente y la sefial del metileno ozaxinico se sobrelapan.
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Los espectros de RMN *3C, fueron de mayor utilidad para la elucidacién del compuesto 4a
(Figura 3.3 b) al comprar el espectro con el reactivo de partida 3a (Figura 3.3 a), se observo
la perdida de la sefial del metileno oxazinico, un aumento en el nimero de sefiales de Car-

O con igual intensidad alrededor de 155 a 160 ppm.

a)

MMJMNMM lllmmmwl i WMWHJMM Mﬂ \WM}“W MMMWMMMMWWM

I
130 ED 100
Chermical Shlﬂ: (pp m]

SR

T T T T
170 160 150 140 130 IDD
Chermical Shlﬁ: ppm

Figura 3.3 Espectros de RMN: a: **C para 3a b: *C- para el producto 4a.

Como conclusién la asignacion completa de los espectros de RMN *3C permitié confirmar
la obtencion de azacilofanos triciclicos, producto de la reaccién de hidrolisis de los
metilenos oxazinicos de los azaciclofanos 3a, 3b y 3c.

Los azaciclofanos 4a, 4b y 4c presentaron cambios en su solubilidad permitiendo obtener
azaciclofanos simétricos y asimétricos solubles en agua y metanol, la estructura de estos
azaciclofanos se confirmé por espectrometria de masas.

Para el azaciclofano 4a se observd un i6n m/z = 371,2039 (azaciclofano 4a
[M+H]*:371,1971) y el iébn [M+Na]*:393,2970 (azaciclofano 4a [M+H]*:393,1790).

El sélido 4b presentd en el espectro de masas del ion m/z = 299,1740 (azaciclofano 4b
[M+H]*: 299,1759) y el ién [M+2H]?>*:150,0907 (azaciclofano 4b [M+2H]?**:150,0918).
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3.5 Conclusiones

La metodologia para hidrolisis acida quimioselectiva de 1,3-benzoxazinas permitid obtener

azaciclofanos triciclicos derivados de los azaciclafanos 3 a-c.

Los azaciclofanos triciclicos obtenidos son solubles en agua y metanol y fueron insolubles

en diclorometano y cloroformo.
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4 Capitulo 4. Reaccion de N-(4-metoxibencil)-
feniletilaminas con formaldehido

4.1 Introduccidon

Se sabe que la macrociclizaciéon de la 4-hidroxifeniletilamina se produce mediante una
reaccion doble de tipo Mannich entre dos moléculas de 4-hidroxifeniletilamina y cuatro de
formaldehido. Dicha reaccion es promovida por la formacién de plantillas por enlaces de
hidrogeno O-H:-:N entre dos moléculas de 4-hidroxifeniletilamina [1, 2, 3]. EI mismo
comportamiento se ha observado para las N-benciltiraminas, cuando reaccionan con
formaldehido, producen azaciclofanos triciclicos (Esquema 4.1.). La reaccién solo produce
compuestos lineales cuando el anillo aromatico de la bencilamina tiene sustituyentes
electro-atractores [4, 5].
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Esquema 4.1 Sintesis de azaciclofanos triciclicos a partir de N-benciltiraminas
sustituidas mediante reaccién de tipo Mannich.

En este capitulo se analizo, la sintesis de N-(4-metoxibencil)-tiramina y éster etilico de N-
(4-metoxibencil)-L-tirosina (5a y 5b) y su reaccién con formaldehido, para determinar la

influencia del sustituyente sobre el nitrdgeno en el curso de la reaccion.

Los resultados mostraron que las moléculas de 5b se asocian a través de enlaces de

hidrégeno intermoleculares O-H---N formando cadenas en zig-zag y que su reaccion con
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formaldehido produce oligbmeros lineales. También se determind que la reacciéon
tricomponente entre N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b) y N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a)

con formaldehido lleva a la formacion del azaciclafano respectivo.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 General

Se utilizaron disolventes y reactivos comerciales (Alfa Aesar, Panreac). Se utilizd
cromatografia en capa fina (TLC) para monitorear las reacciones en placas de vidrio
recubiertas de gel de silice (Merck Kieselgel 60) hasta su finalizacion; las placas de TLC
se visualizaron mediante tincién con vapor de yodo. Los espectros de RMN se registraron
en un Bruker Avance. Se especifican los disolventes para cada compuesto. Los
desplazamientos quimicos (®) se indican en partes por millébn (ppm, a partir del pico del
disolvente residual) y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. Para el andlisis de
espectrometria de masas se utiliz6 una columna Chromolith RP-18e (Merck, Kenilworth,
NJ, 50 mm), empleando un cromatdgrafo de liquidos Agilent 1200 (Agilent, Omaha, NE)
para 6¢ y para los demas compuestos se utilizé una columna Brucker Intensity Solo 2 C18
(100 x 2,0 d.i.) utilizando un gradiente lineal del 5-% de A en 60 min (A: Agua-Acido férmico
0,1% y B: Acetonitrilo-Acido féormico 0,1%) un flujo de 0,4 mL/min a una temperatura de
40°C. Todos los productos se analizaron en un Bruker Impact Il LC Q-TOF MS equipado
con ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo. Los célculos computacionales se
realizaron con el paquete de guimica computacional Gaussianl6 [6, 7]. Para los céalculos
DFT se utilizé el funcional B3LYP usando como base de calculo la 6-31+G(d,p). Para las

correcciones por interacciones dispersivas se utilizé la GD3BJ

4.2.2 Sintesis del éter etilico de L-tirosina (2).

Se afadio6 lentamente cloruro de tionilo (1,2 mL, 0,165 mol) a una suspension fria (0-5°C)
de L-tirosina (2 g., 0,011 mol) en 20 mL de etanol. La solucion resultante se agité durante
24 horas a temperatura ambiente (TA) y se concentré6 a presion reducida. Al aceite
obtenido se le afadi6 agua destilada (10 mL), amoniaco acuoso (0,5 mL) y éter etilico (50

mL) y se agitdé durante 2 horas a TA. El producto se extrajo con cloroformo y se sec6 a
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temperatura ambiente. El precipitado obtenido se caracterizé por punto de fusion (P.f.) y
RMN (*H) [8]. Ester etilico de L-tirosina (1): 1,49 g de rendimiento, 65,0 % p.f. 99-101.

O )
0]
NH,
HO

RMN H (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 7,00 (2H, d, J = 8,4 Hz); 6,69 (2H, d, J = 8,4 Hz); 4,20
(2H, g, J = 7,1 Hz); 3,73 (1H, dd, J = 7,7; 5,1 Hz); 3,06 (1H, dd, J = 13,8; 5,1 Hz); 2,84 (1H,
dd, J = 13,8; 7,7 Hz); 1,28 (3H, t, J = 7,2 Hz) (Anexo 1).

4.2.3 Sintesis de N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas

Se afiadi6 4-metoxibenzaldehido (0,3 mL, 2,39 mmol) a 0,5g. (2,39 mmol) de la respectiva
feniletilamina disuelta en etanol (20mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 4 horas; después se afiadié6 NaBH4 (0,11 g, 2,90 mmol) a la mezcla y se agit6
durante 24 horas. Se afiadi6 agua a la solucién resultante; el precipitado se filtr6 y se secé

a temperatura ambiente.

4.2.3.1 N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a)

C1sH1oNO2. Rendimiento 88,8%, solido blanco, P.f. 100°C.

HN
HO
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RMN *H (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 7,20 (2H, d, J = 8,6 Hz), 7,01 (2H, d, J = 8,4 Hz), 6,85
(2H, d, J = 8,6 Hz), 6,69 (2H, d, J = 8,4 Hz), 3,80 (3H, s), 3,77 (2H, S), 2,95 — 2,85 (2H, t, J
= 6,9 Hz), 2,77 (2H, t, J = 6,9 Hz). (Anexo 21).

4.2.3.2 Ester etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b)

C19H23NO4. Rendimiento 96 %, sélido amarillo, P.f. 81-82 °C.

o)

HN
HO

0]

™~

RMN *H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 7,18 (2H, d, J = 8,6 Hz); 7,00 (2H, d, J = 8,5 Hz); 6,84
(2H, d, J= 8,6 Hz); 6,68 (2H, d, J=8,5 Hz); 4,14 (2H, q, J = 7,1 Hz); 3,80 (3H, s); 3,76 (1H,
dd, J=13,4; 6,1 Hz); 3,62 (1H, dd, J = 13,5; 6,2 Hz); 3,52 (1H, t, J = 6,8 Hz,); 2,92 (2H, dd,
J=6,8;2,8Hz); 1,22 (3H, t, J = 7,1 Hz) (Anexo 22). RMN **C (100 MHz, CDCls) (ppm):
174,7; 158,8; 154,8; 131,4; 130,4; 129,6; 128,6; 115,4; 113,8; 62,0; 60,8; 55,3; 51,4; 38,7;
14,2 (Anexo 23).
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4.2.4 Reaccion de N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas con

formaldehido

Se afadi6 formaldehido al 37% (5 mL) a una disolucién de N-(4-metoxibencil)-
feniletilamina (5a-b) (1,0 g, 3 mmol) en etanol (10 mL). La reaccién se mantuvo sin
agitacion a temperatura ambiente por 24 h, pasado este tiempo, se adicionaron 15 mL de
agua destilada y el producto obtenido se extrajo con diclorometano (3 x 5 mL). La fase
organica se llevé a sequedad y el producto obtenido se caracteriz6 mediante el punto de
fusién y RMN (1H y 13C). La nomenclatura de los ciclofanos obtenidos se hall6 en base a
los reportes de Hirayama [9]

4.2.4.1 3,8-bis(4-metoxibencil)-1%,6%-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-

ciclodecanafano (6a)

CasH3sN2>04. Rendimiento 80,6 %, sdélido amarillo, P.f. 80-82 °C.

b4

HO

OH

/

RMN *H (400 MHz, CDCls3) d/ppm: 7,12 (4H, d, J = 8,6 Hz); 6,81 (6H, m); 6,66 (4H, m); 3,75
(6H, s); 3,69 (4H, s); 3,53 (4H, s); 2,69 (8H, m) (Anexo 24). RMN 3C (CDCls), d/ppm:
159,0; 156,1; 130,7; 129,6; 128,9; 128,8; 128,7; 121,9; 116,1; 113,9; 57,4; 57,3; 55,2; 54,6;
31,9 (Anexo 25). MS: [M+H]* = 539,2951 (Calculado= 539,2910) y [M+H-120]": 419,2378
(Calculado= 419,2335) (Anexo 26).

4.2.4.2 Oligobmeros de eéster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina (6b)
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RMN H (400 MHz, CDCl3) d/ppm 6,5-7,5 (protones aromaticos); 4,0-4,4; 3,6-3,9; 2,8-3,2
y 1,1-1,4 (protones alifaticos) (Anexo 27). RMN 3C (CDCls), d/ppm: 174,5; 171,8; 159,2;
158,8; 155,9; 155,0; 154,9; 130,8; 130,4; 129,8; 129,1; 129,0; 121,7; 121,5; 116,3; 116,2;
115,6; 115,5; 115,4; 114,0; 113,8; 62,6; 62,0; 61,0; 60,9; 60,8; 55,3; 54,3; 53,7; 51,4,
38,6; 14,4; 14,2 (Anexo 28). MS: [M+H]* = 671,3299 (Calculado= 671,3332) dimero
(Anexo 29), [M+H]* = 1012,4907 (Calculado= 1012,4959) trimero (Anexo 30), [M+H]* =
1353,6532 (Calculado= 1353,6586) tetrdmero (Anexo 31).

4.2.4.3 (4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,64-dihidroxi-
3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6¢)
C37H42N206. Rendimiento 70.4 %, solido amarillo, P.f. 108 °C.

o)

HO

OH

RMN *H (400 MHz, CDCls) d/ppm: 7,20; 7,13; 6,83; 6,68; 4,14; 3,78; 3,58; 3,10; 3,01; 2,85; 2,73;
1,25 (Anexo 32). RMN 3C (CDCls), d/ppm: 171,5; 159,1; 155,5; 130,8; 130,7; 130,3; 129,6;
129,0; 128,8; 122,0; 121,7; 116,13; 115,5; 114,0; 113,8; 60,9; 57,3; 55,2; 54,6; 54,3; 53,7; 53,5;
31,9; 14,4 (Anexo 33). MS: [M+H]" = 611,2942 (Calculado= 611,3121) y [M+H-120]":
491,2400 (Calculado= 491,2546) (Anexo 34).
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4.2.5 Difraccion de rayos X de monocristal

Los datos de difraccion de rayos X se midieron a temperatura ambiente [298 (2) K] en un
difractbmetro de cuatro circulos Agilent SuperNova, Dual, Cu at Zero, Atlas, utilizando
radiacion CuKa (A = 1,54187 A) equipado con un detector de placa CCD. Las estructuras
cristalinas se resolvieron utilizando un algoritmo iterativo [10], y posteriormente se
completaron mediante un mapa de diferencia de Fourier y se refinaron utilizando el
programa SHELXL2014 [11], y los gréficos moleculares y supramoleculares se realizaron

utilizando el software Mercury 4.0 [12].

4.3 Analisis espectroscopico de productos de reaccién
de N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas con

formaldehido

4.3.1 Reaccidon de N-(4-metoxibencil)-tiramina 5a con

formaldehido

La reaccion de N-(4-metoxibencil)-tiramina 5a con formaldehido produjo el sélido 6a. El
analisis por TLC solo mostr6 una mancha cuando se desarroll6 con UV y reactivo de

Dragendorff, no observandose el reactivo de partida 5a.

Los espectros RMN 'H para 6a presentan el mismo patrén de sefiales que el observado
en los espectros RMN *H de la N-(4-metoxibencil)-tiramina 5a y coinciden con lo reportado
previamente [4], [13]. Como es de esperar, este espectro tiene sefiales amplias y la
multiplicidad no esta definida (Figura 4.1). Alrededor de 2,7 ppm se encuentran las sefiales
de los etilenos a 3,54 ppm aparece una nueva sefial que fue asignada a los metilenos
bencilicos formados por orto-aminometilacion del anillo, aproximadamente a 3,70 ppm
aparece la sefial de los metilenos bencilicos de los grupos 4-metoxibencilo y alrededor de
3,75 ppm la sefial de los metoxilos. Se observan los protones aromaticos entre 6,5y 7,5

ppm; las sefiales de anillos p-disustituidos y trisustituidos se solaparon (Figura 4.1b).

Los espectros de RMN APT tiene un bajo nimero de sefiales de carbono en la parte

alifatica aparecen las sefiales de los metilenos bencilicos y la Unica sefial a 55,2 ppm del
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carbono del metoxilo. En la region aromética aparece la sefial de carbono aromatico unido
a metileno del anillo del grupo 4-metoxibencilo y del anillo de tiramina respectivamente, se
evidencia una Unica sefial de carbono aromético unido a O-CHs a 156,2 ppm y ula Unica
sefial de carbono aromatico unido a oxigeno (Car-OH) a 159,13 (figura 3.1c). Estas sefales
son caracteristicas de los azaciclofanos, cuando se obtiene oligémeros lineales se observ

un mayor numero de sefiales en esta zona.

La asignacion completa de los espectros de RMN H y APT permitié confirmar la obtenciéon

de un azacilofano triciclico producto de la reaccién de N-(4-metoxibencil)-tiramina 5a con

formaldehido.
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Figura 4.1 Espectros de RMN: a: *H para la N-(4-metoxibencil)-tiramina 5a b: *H- para el
producto 6a y c: APT para el producto 6a.

El sélido 6a en un tiempo de retencion de 13,87 min, presenté en el espectro de masas el
ibn m/z = 539,2951 (esperado para el azaciclofano 6a [M+H]": 539,2910) y 419,2378
(esperado [M+H-120]": 419,2335), es decir, el azaciclofano 6a menos un radical 4-

metoxibencilico, una ruptura promovida por la labilidad del enlace N-C.

En conclusién, la reaccion de N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) con formaldehido produce
el respectivo azaciclofano triciclico. Adicionalmente, por medio del andlisis HPLC-masas

se detect6 como subproducto el respectivo dimero lineal.

4.3.2 Reaccidn del éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina

5b con formaldehido

La reaccion del éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina 5b con formaldehido produjo
un soélido 6b. El analisis por TLC s6lo mostré una mancha alargada cuando se desarrollo

con UV y reactivo de Dragendorff, no observandose el reactivo de partida 5b

En el espectro RMN H para (Figura 4.2). Se observan los metilos entre 1 y 1,5 ppm, el
metileno proveniente de tirosina entre 2,5y 3 ppm, los metilenos bencilicos y el metino

entre 3,5y 4,2 ppm y la sefial del metileno del grupo etoxicarbonilo a 4,2 ppm. Se
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observaron protones aromaticos entre 6,5y 7,5 ppm; las sefales de anillos p-disustituidos

y trisustituidos se solaparon.

El espectro de RMN-APT muestra mas sefales en las regiones alifatica y aromatica en
comparacion con los espectros de RMN *3C de la amina de partida 5b. Se observaron dos
sefiales nuevas en la regién alifatica a 53,7 y 54,3 ppm para los metilenos bencilicos
formados por orto-aminometilacion del anillo, dos carbonilos a 171,8 y 174,5 ppm y dos
carbonos quirales a 62,0 y 62,6 ppm. Ademas, se observaron tres sefiales para los
carbonos de metileno adyacentes al carbono quiral (60,8; 60,9y 61,0 ppm) y tres carbonos
aromaticos unidos a -O-CHjs (154,9; 155,0 y 155,9 ppm) (Figuras 4.2 y 4.3). Tanto en el
espectro de RMN H con el APT muestran algunas sefiales que no son caracteristicas de

los azaciclofanos sintetizados previamente por nuestro grupo de investigacion.

La sefial de metilo que suele observarse en torno a 0,95 ppm en los espectros de RMN-H
de azaciclofanos derivados del éster etilico de L-tirosina se observé a 1,25 ppm en los

espectros de 6b, con un desplazamiento similar al del éster de partida.

Curiosamente, las sefiales duplicadas a 53,7y 54,3; 62,0y 62,6 y 171,8y 174,5 ppm tienen
diferente intensidad en el espectro APT, estas sefiales suelen tener una intensidad similar
cuando se duplican en los espectros RMN-'3C del azaciclofano. Lo anterior, junto con la
mayor cantidad de sefiales observadas para los carbonos metilénicos adyacentes al
carbono quiral y para los carbonos aromaticos unidos a -O-CHzs, permite proponer que 6b

es un oligémero lineal.
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Figura 4.2 Espectros de RMN: a: *H para el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina
5b b: H- para el producto 6b.
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Figura 4.3 Espectros de RMN: a: 3C- para el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina 5b b: APT para el producto 6b.

Se determiné la composicion del producto 6b para obtener mas informacién sobre su
posible estructura. C: 69,0442; H: 6,6952; N: 4,1419; 0:20,1187; dicha composicion
confirmo que el producto principal es lineal con férmula molecular calculada CzgHasN2Os,
(férmula molecular esperada para el dimero lineal C3sH4sN2Os, férmula molecular esperada

para el azaciclofano esperado CaoHsN20s).

El sélido 6b se analiz6 por HPLC-HRMS para determinar la cantidad de unidades del éster
5b; el cromatograma mostré dos picos de igual intensidad, tiempos de retencién de 8,66 y
10,34 min, y un pico de baja intensidad a los 12,06 min. El espectro de masas del
compuesto, a los 8,66 min. de tiempo de retencion, dio un ion con m/z = 671,32996
(esperado para el dimero lineal [M+H]*: 671,3327) y 551,27325 (esperado [M+H-120]":
551,2752), es decir, el dimero lineal menos un radical 4-metoxibencilico, una ruptura
promovida por la labilidad del enlace N-C. El espectro de masas del compuesto, a los 10,34
min de tiempo de retencién, dio un i6n con m/z= 1012,49078 (esperado para el trimero
lineal [M+H]*: 1012,4954). También se observaron los siguientes iones [M+Na]":
1034,47290, [M+H-120]*: 892,43384 y [M+H-240]*: 772,37720, los dos ultimos debidos a

la pérdida de uno y dos radicales 4-metoxibencilo.
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El pico de baja intensidad observado a los 12,06 min tiene un i6n a m/z= 1353,65320
(esperado para el tetramero lineal [M+H]*: 1353,6581). También se observaron los
siguientes iones [M+Na]*: 1375,63499, [M+H-120]": 1233,59619, [M+H-240]*: 1113,53857
y [M+H-360]": 993,4815. Tales resultados permitieron establecer que la reaccion del éster
etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina 5b con formaldehido no produjo el azaciclofano
esperado y s6lo condujo a la formacion de mezclas de oligdbmeros lineales, siendo el

dimero y el trimero los componentes mayoritarios.

4.4 Andlisis computacional de la formacidon de plantillas

de N- (4-metoxibencil)-feniletilaminas

En la busqueda de una posible explicacion al comportamiento de 5a y 5b frente al
formaldehido se estudio la formacion de plantillas siguiendo las mismas condiciones

computacionales descritas anteriormente para el estudio de la formacion de plantillas del
fg

azaciclafano pentaciclico asimétrico. Se analizaron los AGg;,, para comparar los efectos

del grupo carboxietilo. Se partié de la geometria optimizada de cada estructura dimérica y

de las aminas 5a y 5b (Figura 4.4), luego se utilizé la ecuacién 2.2 para hallar AGggn.
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Figura 4.4 Estructuras optimizadas de N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas (DFT/B3LYP-
GD3BJ/6-31+G(d,p)): éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (a), N-(4-metoxibencil)-
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tiramina (b), dimero lineal OH---N de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (c),
dimero lineal OH---N de N-(4-metoxibencil)-tiramina (d), dimero ciclico OH---N de éster
etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (e) y dimero ciclico OH---N de N-(4-metoxibencil)-
tiramina (f )[6, 7].

Tabla 4.1 Resultados de calculos computacionales de propiedades termodinamicas para
arreglos de las aminas 5a y 5b utilizando el programa Gaussian 16 (DFT/B3LYP-D3BJ/6-
31+G(d,p)).

Puente de hidrégeno Centroide
Tipo de ) Longitud | Angulo
_ Dimero _ _ fg fg
amina de enlace | de enlace |Distancia|Angulo| AHg;, AGyim
(A) (°) (A) (°) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) K{{iqm
Ciclico 1,74 169,8 3,47 89,7 -26,7 -11,9 496434906,4
>a Lineal 1,76 172,9 3,33 96,0 -15,9 -5,5 11665,4
Ciclico 1,77 162,5 3,14 93,2 -15,6 2,1 0,03
> Lineal 1,74 170,0 3,10 1411 -15,0 -3,8 663,4

Como se muestra en a la tabla 4.1, el dimero ciclico de 5a se encuentra favorecido con
fg

respecto al dimero lineal ya que presenta un AG;;,, menor, por otro lado, el arreglo ciclico

5b presentd un valor positivo indica que el proceso de dimerizacion no es espontaneo. El

dimero ciclico de 5a tiene la
Kgfm mas alta y al formar el respectivo arreglo presenta una interaccion CH---1r lo que

genera un apilamiento no centrado favoreciendo geométricamente la formaciéon del

azaciclofano.

En cambio, para 5b la formacion de los dos puentes de hidrégeno intermoleculares implica
la formacién de una interaccion intramolecular de apilamiento 1 perpendicular del tipo
CH:--1r borde cara entre los dos anillos aromaticos [15], algo que no es comun en derivados
tipo éster de L-tirosina, en donde se favorece una interaccién CHs---1, la cual beneficia una

conformacion anti entre el grupo amino y el anillo 4-hidroxifeniletil [16-20].

Con respecto a los célculos computacionales, se puede concluir que las plantillas por
puente de hidrégeno para los arreglos dimericos favorecen la formacion del azaciclofano
producto de la reaccion entre dos unidades de N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) y

formaldehido, en cambio no se encuentra favorecida la formacién del azaciclofano
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producto de la reaccion entre dos unidades de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina
(5b) y formaldehido.

Para comprender la influencia de los grupos carboxietilo presentes en 5b sobre la no
formacion del macrociclo, se analizé su estructura en estado sélido para determinar la
disposicién que toma dicho grupo y las interacciones intra e intermoleculares que presenta

la molécula de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b).

4.5 Analisis en estado sélido de las interacciones del

éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina

La tiramina (4-hidroxifeniletilamina) (1) presenta una conformacion anti entre el anillo
aromatico y el grupo amino; sus moléculas se asocian mediante enlaces de hidrégeno
cabeza-cola (O-H:-:N), formando cadenas infinitas empaquetadas en capas
tridimensionales estabilizadas por enlaces de hidrégeno N-H---O entre cadenas vecinas
(Figura 4.5.) [21, 22]. El amino protonado promueve enlaces de hidrégeno O-H---N y N-
H---N cuando la tiramina esta monohidratada, fomentando asi un mayor grado de

entrecruzamiento de las unidades [23].

Figura 4.5 Enlace de hidrégeno O-H-::-N intermolecular de cabeza a cola entre moléculas
de tiramina y enlace de hidrogeno N-H-:--O intramolecular entre dos capas de
tiramina[22].

Los ésteres de L-tirosina también presentan una conformacion anti entre el anillo aromético
y el grupo amino; el grupo alcoxicarbonilo se orienta hacia el anillo aromatico, asumiendo
una conformacion plegada en forma de escorpidn. Sus moléculas también se asocian
mediante enlaces de hidrégeno cabeza-cola (O-H-:-N) entre el hidroxilo fenélico y el amino,

formando cadenas infinitas. Los grupos carboxietilo se sitian alternadamente apuntando
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hacia el exterior de la cadena; las moléculas se conectan en una disposicion tridimensional

estabilizada por enlaces de hidrogeno N-H-:--O intermoleculares (Figura 4.6.) [16-20].

- g~ 3

Figura 4.6 Moléculas de éster metilico de L-tirosina interaccion cabeza-cola con enlaces
de hidrégeno intermoleculares O-H---N [19].

El andlisis estructural por DRX de monocristal del éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina 5b mostr6 que el grupo amino y el anillo fendlico encuentran en posicion anti, con
un angulo de 177,7° (C3B-C2B-C1B-N1), y que la cadena etiloamina esta en posicion
perpendicular con respecto al anillo aromatico A (dngulo de 109,1°); esto es habitual en la
conformacion de energia mas baja de la 4-hidroxifeniletilamina (Figura 4.7) [21]. Los anillos
aromaticos A y B tienen una conformacion anti (angulo de 167.6°) y estan en posicién
perpendicular (Angulo de 84,9°); el grupo etoxicarbonilo y el anillo aromatico B tenian una
conformacion tipo escorpién (angulo de 54,8° - C3B-C2B-C1B-C2) (Figura 4.7) [18], debido
a una interaccién C4-HD4---mr, dicha conformacién genera una distancia al centroide del
anillo B de 3,103 A, al compararla con otros derivados tipo éster de tirosina, se evidencio
gue la distancia del grupo alcoxicarbonilo y el &ngulo de la conformacion tipo escorpién
son similares (éster n-butilico de tirosina 3,184 A, 55,6° y éster isopropilico de tirosina
3,113A, 58,2° respectivamente) [19, 20].

A B

H._  CH-Ar-OCHj3

CER

Anillo B
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Figura 4.7 Ester etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina 5b: Diagrama ORTEP. Los
elipsoides se dibujan con una probabilidad del 50% (A). Proyeccion de Newman eje C2B-
C1B (B), Anillos aroméaticos en posicién perpendicular (C), Conformacion tipo escorpion

(D).

Tabla 4.2 Enlaces de hidrogeno relevantes para el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina 5b.

D-H---A D-H (4) H---A (A) D---A (&) D-H---A (°) Coédigo de
simetria
NI-H1.-O2B 091 (3) 2.44 (3) 3.348 (2) 176 (3) X, 12+y, 122
02B-H2B---N1 0.79 (4) 2.08 (4) 2.862 (2) 170 (3) 1%, 1/2+y,1/2-7
C1B-H1B---O1B  0.98 2.41 3.308 (14) 152 14%, y, 2
C3A-H3A---02B 0.93 2.53 3.346 (3) 147 1-x, -1/2+y,1/2-z
C3.--H3C-01B 0.97 2.27 2.670 (10) 104 Intra
C8A-HBAA---Cg2  0.96 2.81 3.619 (4) 142 12+x, 1y, 1/2+z
C3-H3B.--Cgl 0.97 2.62 3.457 (3) 145 “1/2+4x, 312+, 1-Z

Cg2: centroide del anillo C3B-C4B-C5B-C6B-C7B-C8B.
Cgl: centroide del anillo C2A-C3A-C4A-C5A-C6A-C7A.

Los enlaces O2B-H2B::-N1 son las interacciones cristalinas mas cortas que conectan las
moléculas periédicamente a lo largo de la direccion [010] (Tabla 4.2 y Figura 4.8a),
implicando al hidroxilo del anillo B y al grupo amino. Otras interacciones se producen en la
direccién [100] con enlaces N1H1:--O2B, que contribuyen a la estructura supramolecular;
dicha interaccion contribuye a un mayor grado de entrecruzamiento de las unidades de
éster etilico de N-(4-metoxicarbonil)-L-tirosina (Tabla 4.2 y Figura 4.8b). Las interacciones
CHs---11 débiles (= 2,6 A) también estan presentes en la direccion [001] donde el grupo
metoxilo interactua intermolecularmente con el anillo B, ademas se aprecia una interaccion
CHas:--11 intramolecular entre el CHs del grupo etoxicarbonilo con el anillo B (Tabla 4.2 y

Figura 4.8c).
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Figura 4.8 Interacciones de hidrégeno en las direcciones Interacciones de hidrégeno en
las direcciones a) [010], b) [100] y c) [001].

Se observaron enlaces de hidrégeno O-H---N cabeza-cola entre moléculas de 5b (2,083 A
de longitud, con un angulo de 169,65°), formando cadenas infinitas en zig-zag. Los grupos
metoxibencilo y etoxicarbonilo se encuentran alternadamente en el exterior de la cadena
(Figura 4.9). Aungque no se observaron diferencias estructurales significativas entre el éster
etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina 5b y los ésteres alquilicos de tirosina sin
sustituyentes sobre los atomos de nitrégeno [16, 20], el grupo 4-metoxibencil disminuyé

las interacciones N-H---O y Van der Waals entre cadenas.
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Figura 4.9 Interaccion cabeza-cola de las moléculas de éster etilico de N-(4-
metoxibencil)-L-tirosina con enlaces de hidrégeno intermoleculares O-H-:-N.

Como ya se ha mencionado, el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina 5b al
reaccionar con formaldehido produjo una mezcla de oligbmeros lineales de dimeros
trimeros y tetrameros (6b); se observo en estado sélido que las interacciones CHs:- 11
favorecen un mayor grado de entrecruzamiento entre unidades de 5b lo cual indica que las
disposiciones lineales observadas en estado sélido pueden permanecer en solucion, lo
gue dificulta la formacion del macrociclo, este comportamiento se relaciona con lo predicho
en los calculos computacionales, en donde los arreglos ciclicos para 5b no se encuentran

favorecidos (Esquema 4.2).
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Esquema 4.2 Producto resultante de la reaccion del éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina 5b con formaldehido.

4.6 Andlisis de lareaccion tricomponte entre N-(4-
metoxibencil)-tiramina (5a), éster etilico de N-(4-

metoxibencil)-L-tirosina (5b) y formaldehido (6¢)

Teniendo en cuenta la reactividad que presentaron las aminas 5a y 5b con formaldehido
en donde N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) forma productos macrociclicos mientras que, el
éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b) forma oligémeros lineales, se buscé

saber si la reaccion tricomponente entre 5a, 5b y formaldehido puede conducir a la
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formacion del azaciclofano o si la influencia del grupo etoxicarbonilo lleva el curso de la

reaccion hacia la formacién del producto lineal.

La reaccion tricomponente entre N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a), éster etilico de N-(4-
metoxibencil)-L-tirosina (5b) y formaldehido produjo el sélido 6¢. El analisis por TLC sélo
mostré una mancha alargada cuando se desarroll6 con UV y reactivo de Dragendorff, no

observandose el reactivo de partida 5a 'y 5b.

En el espectro de RMN-'H del azaciclofano mixto 6¢ (Figura 4.10) se distinguen las 5 zonas
caracteristicas de los azaciclofanos. La zona 1 entre 1 y 1,25 ppm muestra las sefiales de
los metilos del azaciclofano. La zona 2 entre 2,5y 3,2 ppm muestra los metilenos derivados
de tirosina y tiramina, la zona 3 entre 3,2 y 4,0 ppm muestra los metilenos aminobencilicos
(Ph-CH»>-N) y el metino quiral. En la zona 4 entre 4,0 y 4,2, la sefial para el metileno
derivado del grupo etoxicarbonilo y la zona 5 entre 6,5y 7,5 ppm muestra las sefales de
anillos p-disustituidos y trisustituidos que se solaparon.

a)

1 L 1
_ VLAY Ty S A R | J__#,# s
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

1 4.5
Chemical Shift (ppm)
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Figura 4.10 Espectros de RMN: a: *H- para el producto 6a y b: *H- para el producto 6c.

En el espectro de RMN-3C en la parte alifatica se observaron las sefiales de los metilenos
bencilicos y la sefial a 55,2 ppm del carbono del metoxilo. En la region aromética se dos
sefiales con igual intensidad a 122.0 y 121,7 ppm asignados a carbono aromatico unido a
los metilenos bencilicos producto de la orto-aminometilacion del anillo; adicionalmente, se
observa una sefial de carbono aromatico unido a O-CHs a 155,5 ppm, dos sefiales de
carbono aromatico unido a oxigeno (Car-OH) a 159,0 y 159,1 (figura 4.11) y una Unica

sefal de carbonilo a 171,5 ppm.
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Figura 4.11 Espectros de RMN: a: 3C- para el producto 6a y b: *C- para el producto 6c.

La asignacion completa de los espectros de RMN H y 3C permitié confirmar la obtencién
de un azacilofano triciclico asimétrico por medio de una macrociclacion cruzada entre éster
etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b), N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) vy
formaldehido (figura 4.10y 11).

El sélido 6¢ en un tiempo de retencién de 26,04 min, mostré en el espectro de masas el
ion m/z = 611,2942 (esperado para el azaciclofano 6¢ [M+H]": 611,3121) y 491,2396
(esperado [M+H-120]": 491,2546), es decir, el azaciclofano 6¢c menos un radical 4-
metoxibencilico, En un tiempo de retencioén de 15,86 min, el sélido 6c, presento las masas
del ibn m/z = 599,2979 (esperado para el dimero lineal 6a [M+H]": 599,3121) y 479,2433
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(esperado [M+H-120]*: 479,2546), lo que correspondié6 al dinero lineal menos un radical 4-

metoxibencilico.

No fue posible estimar la proporcion de estos productos dado que la muestra se solubilizo
parcialmente, por lo que solo se observé el dimero lineal soluble y parte del azaciclofano
triciclico (6¢) soluble. No se obtuvieron evidencias de la formacién del azaciclofano 6a ni
de los oligbmeros lineales 6b, mostrando que solo ocurre la condensacion cruzada entre
5ay 5b.

Para determinar porque fue posible obtener el azaciclofano asimétrico de la reaccion
tricomponente entre las aminas 5a y 5b con formaldehido se realizaron calculos
computacionales sobre la formacion de plantillas de los arreglos ciclicos y lineales de las

aminas 5ay 5b.

Figura 4.12 Estructuras optimizadas de N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas (DFT/B3LYP-
GD3BJ/6-31+G(d,p)): (a) dimero ciclico mixto OH---N de éster etilico de N-(4-
metoxibencil)-L-tirosina y N-(4-metoxibencil)-tiramina (b) y dimero lineal mixto OH---N de
éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina y N-(4-metoxibencil)-tiramina (H) [6], [7].
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Tabla 4.3 Resultados de calculos computacionales de propiedades termodinamicas para
arreglos mixtos de azaciclofanos N-(4-metoxibencil)-feniletilaminas.

Puente de hidrégeno Centroide
Tipo de ) Longitud | Angulo
_ Dimero _ _ fg fg
amina de enlace | de enlace | Distancia|Angulo| AHg;, AGyim
(A) ®) (A) (°) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) K{i?m
Ciclico 1,78 163,7 2,89 102,8 -23,1 -6,7 79157,9
Lineal
Mixto | OHsa+*Nsp 1,77 172,7 3,19 137,3 -15,4 -3,9 677,6
Lineal
OHsp-+*Nsa 1,73 168,0 3,14 140,5 -15,7 -A7 2825,0

Comparando los resultados de la tabla 4.2 con los de la tabla 4.1 se observa que la plantilla

ciclica de la amina 5a esta favorecida con respecto la plantilla mixta de las aminas 5ay 5b,

es asi como en una mezcla entre 5a y 5b se debertia formarse en primer lugar la plantilla

entre dos unidades de 5a. La formacion de productos mixtos probablemente es

consecuencia de la diferencia de acidez y basicidad que presentan los grupos amino e

hidroxilo fendlico de las aminas 5a 'y 5b.

Para verificar este comportamiento se calcul6 la afinidad proténica (PA) la cual

corresponde al negativo de la entalpia de reaccion de protonacion del grupo amino

(Esquema 4.3 a) y al célculo de la basicidad en fase gaseosa (GPB), que se define como

el negativo de la energia libre de Gibbs para la reaccion de protonacion del anién fendxido
(Esquema 4.3 b).
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Esquema 4.3 Célculo de GPB para N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a).

Tabla 4.4 Resultados del calculo de PA para las aminas 5ay 5b.

Amina de partida

PA (kcal/mol)

GPB (kcal/mol)

ba

235,7

339,9

5b

236,5

336,8
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Como se puede observar en la tabla 4.4 la amina 5b presenta el mayor valor para PA lo
cual implica que entre mayor sea la afinidad proténica mayor afinidad tendra la especie N-
H [24], con ello es menos bésico el nitrégeno de la amina 5b y al tener un valor menor de
GPB su hidroxilo fendlico es méas acido que el hidroxilo de 5a, debido a un efecto de campo
por el efecto electroatractor del grupo etoxicarbonilo.

Estas diferencias de acidez y basicidad entre 5a y 5b, favorecen la formacion de un puente
de hidrégeno cruzado, donde el hidroxilo méas &cido (éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-
tirosina (5b) donaréd su protdén al amino méas béasico (N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a)) para
formar la respectiva plantilla mixta lo que condujo la reaccion a la formacién del producto

macrociclico 6c,

La plantilla mixta entre las aminas 5a y 5b, aunque es menos estable en comparacion a
la plantilla simétrica de 5a (Tabla 4.1 y 4.4), se formara mucho mas rapido que la plantilla
de 5a debido a diferencias de acidez.

4.7 Conclusiones

La N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) y el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b)
se sintetizaron mediante aminacién reductiva directa de tiramina (1) y del éster etilico de
L-tirosina (2) con 4-metoxibenzaldehido, utilizando borohidruro de sodio como agente
reductor. El analisis estructural en estado solido demostré que el éster etilico de N-(4-
metoxibencil)-L-tirosina (5b) tiene una conformacién tipo escorpién y que las moléculas se
asocian mediante enlaces de hidrégeno intermoleculares N-H---O formando cadenas en

zig-zag.

La presencia del grupo 4-metoxibencilo desfavorecid las interacciones N-H---O entre las
cadenas; este entrecruzamiento puede inducir la formacién de plantillas mediante enlaces
de hidrogeno en disolucién. Se estableci6 que la N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a)
reacciona con formaldehido para producir el respectivo azaciclofano como producto
mayoritario y su respectivo dimero lineal, en cambio el éster etilico de N-(4-metoxibencil)-
L-tirosina (5b) reacciona con formaldehido para producir una mezcla de oligébmeros
lineales formados por unidades de (5b) unidas por puentes de metileno. No se observo

formacién de azaciclofano.
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La reaccion tricomponente entre La N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a) y el éster etilico de N-
(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b) con formaldehido condujo a la formacion del azaciclofano

triciclico asimétrico por medio de una macrociclacion cruzada.

La formacion de dimeros ciclicos esta mas favorecida para el dimero de 5a que para el
dimero mixto entre 5ay 5b pero su diferencia de reactividad permite que se forme mas

rapido el dimero mixto.
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5 Capitulo 5. Estudio de la interaccion de
azaciclofanos con zinc

5.1 Introduccidn

El zinc es un metal del grupo 12, su configuracién electrénica es [Ar] 4s? 3d'°, por lo que
su rango de estados de oxidacion es restringido en comparacién con otros metales del
bloque d, su quimica se limita al Zinc (2+) [1]. El i6n [Zn]?* tiene una configuracién d° sus
compuestos son incoloros y diamagnéticos. Sus derivados halogenados (excepto ZnF)
presentan bajos puntos de fusion, lo que se relaciona con un mayor caracter covalente de
enlace, ademas son solubles en solventes organicos y agua.

El [Zn]?* coordina de forma variada, puede tener una coordinacioén tipo rutilo donde el ion
central tiene numero de coordinacion 6 (octaédrico) y el contraibn un numero de
coordinacién 3 (trigonal plana) para compuestos ZnX; [2], en solucién forma hexahidratos
[Zn(H20)e6)?* [3] (Figura 5.1 c), al igual que con amoniaco, también existen especies que
presentan estructuras tetraédricas [4, 5] y piramidal base cuadrada [6] (Figura 5.1 ay 5.1b).
En conclusién, los complejos de Zinc (Il) presentan por lo general nimeros de coordinacion
de 6y 4 [7] (Figura 5.1), algunos complejos de Zinc (2+) también puede estabilizar aniones

de gran tamafio como el tetrafenil borano [B(Ph).] [6] (Figura 5.1 b).
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Figura 5.1 Complejos de Zinc (II) con numeros de coordinacion a) 4 [5], b) 5[6],y c) 6
3.

Por otro lado, teniendo en cuenta la clasificacion de acidos y bases duras y blandas de
Pearson HSAB (por sus siglas en ingles hard soft acid based), una alta densidad de carga
del ion y electronegatividad permite que un iGn sea menos polarizable, estas caracteristicas
se correlacionan para acidos y bases duros, por ejemplo, se comparan el oxigeno (O) y
azufre (S), el O es mas electronegativo, presenta menor tamafio (mayor densidad

electronica) lo que hace que sea menos polarizable, por ello es una base dura y el azufre
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al ser menos electronegativo y mas grande (menor densidad electronica) es una base
blanda de Pearson.

La estabilidad de un complejo es mayor si existe interaccion entre un acido duro y una
base dura o un &cido y una base blandos. En Zinc (2+) es un acido duro/blando, puede
tener preferencia tanto por bases duras como O y N [8] o bases blandas como el S [9].

5.1.1 Interaccion de Zinc (2+) con fenoles

El Zinc (2+) puede interactuar con una gran variedad de bases, entre ellas las del grupo
16 de la tabla periédica o grupo de los calcdgenos (O, S, Se, Te y Po), las bases pueden
reaccionar como el respectivo hidruro (HzE, donde E= S, Se y Te), formando complejos de
la forma (Zn-EH) [10], pero también pueden reaccionar como su respectivo calcogenolato
([ER] donde E=0, S, Sey Te). Los complejos Zn-Calcogenolato (Zn-EPh) son de interes
ya que el i6n calcogenolato [EPh] se estabiliza por resonancia y puede favorecer
reacciones de sustitucion [11].

La interaccion entre el Zinc (2+) y los calcdgenos se evidencia en la capacidad de formar
complejos del tipo Zn(EPh). [12], en los que pueden estabilizar dos unidades de
calcogenolato (E=0, S, Se, Te) [7].

5.1.2 Interaccion de Zinc (2+) con feniletilaminas

El zinc (2+) es un cation que puede interactuar electrostaticamente con el grupo amino de
las feniletilaminas, los complejos que se han reportado hasta el momento se presentan en
solucion.

En estos complejos en solucién, el zinc(2+) y la feniletilamina coordinan en relacién 1:1,
dicha coordinacion ocurre por una interaccion electrostéatica entre el grupo amino y el zinc
(2+); esta interaccion se evidencia por desplazamiento hacia al rojo en UV-Vis tanto en
solucién acuosa como en CHCl, [13]. En los espectros de RMN de H también se presenta
desplazamiento a campo alto de los hidrogenos de los metilenos de la feniletilamina, los

cuales se desplazan 1,3 ppm.

5.1.3 Interaccion de Zinc (2+) con derivados de tiramina
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La tiramina al ser una feniletilamina con un grupo hidroxilo en la posicién para, es un ligante
gue puede coordinar por los residuos de etanolamina o por su hidroxilo fendlico, la
coordinacién por su cadena lateral ocurre a pH bajos (pH< 5) [14] y derivados de la
tiramina como la dopamina a pH alto puede coordinar los hidroxilos (pH> 9) [15].

La estequiometria de dichos complejos es 1:1 y 1:2 [16], y depende del pH de sintesis,
puede coordinar una Unica unidad del derivado de tiramina entre el extremo fendlico y la
amina o coordinar dos unidades del derivado de tiramina en una estructura cuadrado

planar por los hidroxilos fendlicos [15, 16].

5.1.4 Interaccion de Zinc (2+) con tirosinay sus derivados

Debido a que la tirosina es un aminodacido, puede presentar diferentes formas de
coordinacién y generar un complejo en el cual el carboxilo, el amino y el hidroxilo fendlico
coordinan al metal [17], en estos complejos su coordinacion es de la forma (N,O) pero se
ha demostrado que se pueden generar interconversiones al cambiar el pH y que su
coordinacién sea por los grupos hidroxilo fendlico de la forma (O, O) en una proporcion 1:2
entre el metal y el aminocido [18, 19].

En estado sélido se han reportado complejos de Zinc (2+) con L-tirosina de la forma
{[Zn(Tyr).H>0]H>0}, en donde el grupo carboxilo y el grupo amino forman un anillo de 5
miembros con un atomo de Zinc, el ligante de tirosina actla como un ligante puente
exobidentado [20] (Figura 5.3), también se evidencia que el Zinc (2+) presenta un numero
de coordinacion de 6 en donde tiene una forma pseudo-octaédrica.

Figura 5.2 Estructura del complejo {[Zn(Tyr).H.O]H20},
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Para evaluar las interacciones de azaciclofanos derivados de L-tirosina con Zinc (ll), se
trabajo con ZnCl, porque es soluble en solventes organicos como metanol y cloroformo y
en agua; también se aprovechd que el cation de zinc (ll) es un &cido duro/blando de
Pearson y puede interactuar con el grupo amino, carboxilo y el anillo oxazinico de

azaciclofano.

En estudios anteriores se determiné que los azaciclofanos tienen la capacidad de retener
moléculas de alcohol, esta interaccién no involucra la cavidad del azaciclofano y ocurre en
la periferia. El alcohol forma enlaces de hidrégeno con los heteroatomos del macrociclo
como un donor de protén, tambien se determind que sustituyentes sobre el nitrégeno
dificultan la retencion de alcohol [21]. Los compuestos fendlicos son retenidos e interactdan
con los azaciclofanos mediante apilamientos T, la interaccion azaciclofano-fenol era
independiente y coexistia con la interaccion azaciclofano-alcohol, dicha interaccion se
determiné mediante espectros de RMN de H y *C por cambios en las sefiales de los
anillos aromaticos y bencilmetilenos del azaciclofano. Caber aclarar que la proporcién entre

el azacilofano y el fenol era de 1:1 [22].

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 General

Se utilizaron disolventes y reactivos comerciales (Alfa Aesar, Panreac). Se utilizd
cromatografia en capa fina (TLC) para controlar las reacciones en placas de vidrio
recubiertas de gel de silice (Merck Kieselgel 60) hasta su finalizacion; las placas de TLC
se visualizaron mediante tincién con vapor de yodo. Los espectros de RMN se registraron
en un Bruker Avance. Se especifican los disolventes para cada compuesto. Los
desplazamientos quimicos (d) se indicaron en partes por millén (ppm, empleando como
referencia la sefial residual del disolvente). Para el andlisis de espectrometria de masas
se utilizé una columna Chromolith RP-18e (Merck, Kenilworth, NJ, 50 mm), empleando un
cromatégrafo de liquidos Agilent 1200 (Agilent, Omaha, NE) para 7a y para los demas
compuestos se utilizé una columna Brucker Intensity Solo 2 C18 (100 x 2,0 d.i.) utilizando
un gradiente lineal del 5-% de A en 60 min (A: Agua-Acido férmico 0,1% y B: Acetonitrilo-
Acido férmico 0,1%) un flujo de 0,4 mL/min a una temperatura de 40°C. Todos los

productos se analizaron en un Bruker Impact Il LC Q-TOF MS equipado con ionizacion por
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electrospray (ESI) en modo positivo. Para la cuantificacion de zinc por volumetria de zinc,
se utilizaron 100 mL de una solucion de EDTA 0,0159 mol L estandarizada con 50 mL de
una solucioén patron de Zn?* 0.00248 molL* y 0,25 mL de naranja de xilenol al 0,5% (m/v)
como indicador y 2,00 mL de solucion reguladora de pH=5,5 de acido acético — acetato de
sodio.

5.2.2 Reaccion de azaciclofanos pentaciclicos con ZnCl..

A una disolucion de 0,50 g de respectivo azaciclofano en 10 mL de cloroformo se
adicionaron 5 mL gota a gota de una solucién de ZnCl, (0,20 g) en metanol. La reaccién
se mantuvo sin agitacion a temperatura ambiente por 72 h, pasado este tiempo, se
adicionaron 15 mL de agua destilada y el producto obtenido se extrajo con diclorometano
(3 x 5 mL). La fase organica se llevé a sequedad y el producto obtenido se caracterizd
mediante el punto de fusién y RMN (*H y 3C).

5.2.2.1Reaccion de azaciclofano 3b con ZnClz (7a).

Zn?*

P4

§ h

C21H23Cl.N204Zn. Rendimiento 48,2%, s6lido amarillo, P.f. 212 °C. RMN H (400 MHz,
DMSO) &/ppm: 6,96; 6,85; 6,79; 6,59; 4,72; 3,87; 3,65, 2,92; 2,74; 2,62; 2,50. (Anexo 35) RMN
13C (DMSO) 152,2; 129,7; 129,6; 127,7; 116,1; 115,5; 82,1; 55,0; 52,7; 49,5; 33,2 (Anexo 36). MS:
[M+HCOOZnClp]*=501,2217 (Calculado=501,0326) (Anexo 37) y [M+CHsOZnClz]*=487,2060
(Calculado=487,0534) (Anexo 38).
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5.2.2.2Reaccion de azaciclofano 3c con zZnCl; (7b).

o)

O—2Zn—0Cl

0]

C27H31CIN2OsZn. Rendimiento 64,5%, sélido amarillo, P.f. 163 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDCI3:CDs0OD) &/ppm: 6,89; 6,79; 6,68; 6,66; 4,89; 4,34; 4,17; 4,05, 3,86; 3,72; 2,99; 1,27; 0,99
(Anexo 39). RMN 13C (CDCI3:CDs0D) 172,9; 153,4; 129,7; 128,7; 127,9; 121,2; 116,9; 81,1, 66,5;
61,2; 40,4; 36,3; 29,9; 14,4; 14,0 (Anexo 40). MS: [M,HCOOZnCl]*=610,1796 (Calculado=
610,1060) (Anexo 41).

5.2.3 Reaccion de azaciclofano triciclico (4a) con ZnCl..

A una disolucién de 0,50 g de respectivo azaciclofano en 10 mL de metanol se adicionaron
5 mL gota a gota de una solucion de ZnCl, (0,20 g) en metanol. La reaccion se mantuvo
sin agitacién a temperatura ambiente hasta sequedad, el producto obtenido se caracterizé

mediante el punto de fusién y RMN (*H y 3C).

5.2.3.1Reaccion de 4a con ZnCl: (7c).
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Zn?*

NH
HO

OH
HN

C43HssCIN4Oo. Rendimiento 68,7%, sélido amarillo, P.f. 184 °C. RMN *H (400 MHz, CDs;OD)
o/ppm: 7,44; 7,20; 7,09; 6,85; 6,74; 4,31; 4,12; 3,36; 3,35; 3,31; 3,02; 1,15; 0,94. (Anexo
42). RMN 13C (CDz0D) 169,3; 156,1; 133,5; 132,7; 130,9; 129,2; 128,5; 126,0; 118,4; 116,0; 68,4;
63,0; 61,2; 55,43; 39,4; 35,7; 31,4; 30,9; 29,4, 24,2; 23,3; 17,7; 13,8. (Anexo 43). MS: Azaciclofano
2:1Zn [M+H,CH30ZnCl]*=871,4343 (Calculado=871,3027) (Anexo 44), azaciclofano hidrolizado 2:1
Zn [M, CH30ZnCl]*=813,2670 (Calculado=813,2245) (Anexo 45).

5.2.4 Reaccion de azaciclofanos N-(4-metoxibencil) con ZnCl..

Se afiadié 5 mL gota a gota de una solucién de ZnCl; (0,20 g) en metanol a una disolucién
del azaciclofano triciclico N-(4-metoxibencil) (0,50 g, 3 mmol) en cloroformo (50 mL). La
reaccion se mantuvo sin agitacién a temperatura ambiente por 72 h, pasado este tiempo,
se adicionaron 15 mL de agua destilada y el producto obtenido se extrajo con
diclorometano (3 x 5 mL). La fase organica se llevo a sequedad y el producto obtenido se
caracterizé6 mediante el punto de fusién y RMN (*H y 3C).

5.2.4.1Reaccion de 6a con ZnCl (7d).
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N
HO
OH Cl
\ Zn.l\\\\

C34H3sCIN4O4Zn. Rendimiento 71,5%, sélido naranja, P.f. 110 °C. RMN !H (400 MHz,
DMSO) &/ppm: 7,34; 7,16; 6,86; 6,61; 3,95; 3,72; 3,69, 2,85; 2,74; 2,64. (Anexo 46). RMN
13C (DMSO) 191,3; 167,0; 159,1; 158,4; 158,2; 158,2; 155,5; 155,1; 131,8; 131,7; 131,6; 130,8;
130,3; 130,0; 129,9; 129,7; 129,5; 129,4; 129,3; 129,0; 128,7; 128,1; 122,7; 115,3; 115,1; 115,1;
115,0; 114,5; 113,9; 113,9; 113,7, 113,5; 113,5; 67,4, 60,6; 58,6; 56,3; 55,7, 55,3; 55,1, 55,1, 55,0;
55,0; 54,9; 54,2; 50,6; 48,7; 41,5; 38,1; 32,1; 32,0; 31,0, 29,8; 28,4; 23,3; 22,4; 13,9; 10,81. (Anexo
47). Ciclofano [M, CHs0ZnCl;]*=703,5120 (Calculado =703,1684) (Anexo 48) y [M,
ZnCl]*=637,4739 (Calculado=637,1812) (Anexo 49).

5.2.4.2Reaccion de 6¢ con ZnCl; (7e).

0
o)
NH 0
Ho /
OH O—12n
N
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Ca1H39N207Zn. Rendimiento 64,4%, sélido naranja, P.f. 97 °C. RMN !H (400 MHz, DMSO)
o/ppm:7,39; 7,14; 7,01; 6,94; 6,84; 6,66; 3,75; 3,70; 3,67; 3,54; 3,.27; 2,98; 2,76; 1,07
(Anexo 50). RMN 13C (DMSO0) 174,0; 159,7; 158,7; 158,2; 156,2; 155,9; 132,0; 131,4; 130,2; 130,1;
129,7; 129,6; 129,4; 129,2; 127,7; 115,5; 115,2; 115,1; 115,0; 114,1; 113,7; 113,6; 62,0; 59,9; 55,3;
55,1; 51,3; 50,4; 48,1; 31,4; 14,2 (Anexo 51). MS: Ciclofano hidrolizado [M, HCOOZn]*= 571,2801
(Calculado=571,1423) (Anexo 52), [M, HCOOZn]*=599,3106 (Calculado=599,1736) (Anexo 53).

5.2.5 Cuantificacién de Zn?* por volumetria.

Se peso 12 mg de cada uno de los sélidos 7 a-e y transfiri6 a un Erlenmeyer donde se
adiciono acido nitrico concentrado hasta disolucién completa del solido, se ajusté el pH a
5,3 con solucion reguladora de acetatos y la disolucion resultante se transfirié a un matraz
aforado de 10 mL donde se adiciono 0,1 mL de la solucién de naranja de xilenol
completando el volumen con agua desionizada. Este procedimiento se realiz6 por triplicado

para cada una de las muestras.

5.3 Analisis espectroscopico y por espectrometria de
masas

5.3.1 Reaccion de azaciclofanos pentaciclicos con ZnCl>

La reaccion de 3b con ZnCl; produjo el sélido 7a. Los espectros de RMN de compuestos
libres y complejos, proporcionan informacién sobre el tipo y el sitio de interaccion de

acuerdo con los desplazamientos quimicos [21, 22].

En la figura 5.4 se presentan los espectros de RMN H del azaciclfano 3b y del complejo
7a (Figura 5.3), debido a la solubilidad del complejo 7a no fue posible registrar los
espectros en el mismo disolvente que al azaciclofano 3b (Figura 5.3 a). En el espectro de
RMN !H de 7a se observd un ensanchamiento y cambio en la sefial de los etilenos
derivados de tiramina y los metilenos de los grupos aminobencil, no se evidenciaron
cambios en la sefial de los metilenos oxazinicos ni en los protones arométicos (Figura 5.3
b). Gracias a los espectros de RMN *H se logr6 determinar que el Zn con el azaciclofano

pentaciclio 3b interactla por su periferia por la parte alifatica del azaciclofano.
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Figura 5.3 Espectro de RMN H a: azaciclofano 3b y b: complejo 7a.

Los espectros de RMN *3C (Figura 5.4), permitieron proponer el sitio de interaccion entre
el azaciclofano 3b y el Zn, debido a que en la region alifatica se observa un mayor niumero
de sefales de carbono 49,5; 52,7 y 55,0 ppm para los metilenos bencilicos en comparacién
con el reactivo de partida (Figura 5.4 b). Teniendo en cuenta estas observaciones se pudo
concluir que el azaciclofano 3b interactta por la periferia de la cavidad por la parte alifatica.
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Figura 5.4 Espectro de RMN *C a: azaciclofano 3b y b: complejo 7a.

El cromatograma para la reaccién del azaciclofano 7a present6 varios picos con igual
intensidad. El espectro de masas del compuesto, con tiempo de retencion de 6,94 min.
mostré un i6n de m/z= 501,2217, el cual corresponde a una relacion 1:1 entre el
azaciclofano 3b y ZnCl,, debido a las condiciones del analisis, se evidencio la interaccién
entre el acido férmico y el Zinc formando el i6n [M+HCOOZnCl:]* (esperado
[M+HCOOZnCI;]*=501,0326), también se observé el ibn m/z = 457,2320 el cual
correspondi6 a la perdida de CO- [23], ruptura caracteristica de las interacciones de acido
férmico con Zinc (esperado [M+H-44]*=457,0428) y también se observd el i6n
m/z=473,2269 que correspondié a la pérdida del grupo formilo (esperado [M+H-
28]"=473,0377). El espectro de masas del compuesto a 6,44 min. de tiempo de retencion,
mostrd un idn con m/z =487,2060 (esperado para la interaccion del azaciclofano 3b con
ZnCl; y una molécula de metanol [M+CH3;0ZnCl,]"*= 487,0534) y el i6n 473,2268 (esperado
[M+H-15]* =473,0377) por la pérdida del metilo del metanol [23].

Con respecto al producto de reaccion del azaciclofano 3c y ZnCl,, el sélido 7b en los
espectros de RMN H presenta ensanchamiento y mayor intensidad de la sefial del metilo
del alcohol retenido alrededor de 1,25 ppm, también se presenta ensanchamiento de la
sefal del metileno vecinal al metino alrededor de 3,00 ppm en comparacion con el
azaciclofano 3c, cambia la sefial entre 4 y 4,5 ppm que corresponde al metileno bencilico
(Ph-CH2-N), no se aprecio cambio en la sefial de los metilenos oxazinico o en las sefiales

de los protones aromaticos (Figura 5.5 a-b).
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Figura 5.5 Espectro de RMN H a: azaciclofano 3c y b: complejo 7b.

Con respecto a los espectros de RMN 3C se aprecian diferencias en las sefiales alifaticas,

aparece una nueva sefial de carbono alrededor de 29,9 ppm que corresponde a la sefial

de uno de los metilenos bencilicos vecinal a metino desplazada a campo alto, también se

encuentra desplazada la sefal del metileno (Ph-CH>-N) la cual se encuentra en 40,4 ppm

(Figura 5.6 a-b), no se aprecia ningin cambio en las sefiales de carbonos arométicos.

Teniendo en cuenta los cambios a nivel espectroscopico para el sélido 7b se concluye que

la interaccion del azaciclofano 3c con ZnCl, ocurre en la periferia del macrociclo, alrededor

de la regién alifatica.
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Figura 5.6 Espectro de RMN 3C a: azaciclofano 3c y b: complejo 7b.

Para el complejo 7b, el cromatograma mostré un conjunto de picos con igual masa con
tiempo de retencién de 61,85min., este pico mostré un i6bn a m/z= 610,1796 (Esperado
para el ibn [M+HCOOZnCI]*=610,1060, este pico es de una baja intensidad, pero el pico
de mayor intensidad en el cromatograma en un tiempo de retenciébn 62,35 min.
correspondio al ion m/z= 739,5346 (Esperado para el i6n
[M+H,HCOOZnCI,(CH30H)4]*=739,2187) el cual presentd la interaccién del i6on con 4
moléculas de metanol, debido a las condiciones de la reaccién y que complejos de zinc por
lo general presentan (CH3OH), moléculas de alcohol [23].

Estos resultados permitieron establecer que la reaccion de 3b con ZnCl, produjo un sélido
(7b) el cual present6 una relacion 1:1 entre el azaciclofano y el Zn.

5.3.2 Reaccion de azaciclofano triciclico 4a con ZnClaz (7c).

Para la reaccion de 4a con ZnCl; se obtuvo un sélido amarillo (7c), insoluble en cloroformo
y diclorometano, pero soluble en metanol y agua. Los espectros de RMN H no fueron de
gran ayuda para caracterizar el compuesto debido a que las sefales no presentaron
cambios significativos que pudieran indicar el sitio de interaccién con el Zn?*. Por otro lado,
los espectros de RMN 3C fueron de mayor utilidad debido a que se observé un aumento
en el numero de sefiales alifaticas, ademas que se evidencia la presencia de dos sefiales
de carbono en 23,9 y 24,9 ppm con igual intensidad que corresponde a metilenos en
posicion alfa a nitrégeno unido a Zn [24], también se evidencian sefiales alrededor de 30
ppm de los metilenos bencilicos vecinos a metino (Figura 5.7 a-b), y un aumento en la
intensidad de la sefal del carbono aromético unido al grupo (-N-CH.-Cagr) producto de la

interaccion del nitrdgeno con el metal [13]. Teniendo en cuenta las sefiales anteriormente
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descritas es posible concluir que las interacciones del azaciclofano 4a con Zn?* ocurre por

sus nitrégenos.
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Figura 5.7 Espectro de RMN *3C a: azaciclofano 4a y b: complejo 7c.

La reaccién entre 4a con ZnCl, produjo un solido amarillo el cual era soluble en agua y
metanol. El cromatograma presenté varios picos con diferentes intensidaddes. Ademas,
teniendo en cuenta las condiciones del andlisis se observaron los iones de la respectiva
hidrolisis del grupo etoxicarbonilo.

Con un tiempo de retencién de 25,65 min. se observd un pico cuyo espectro de masas
muestra un i6n a m/z= 871,4643 (esperado para la relacion entre dos unidades del
azaciclofano 4a y CH;0zZnClI [M+H, CH30ZnCI]*=871,3027), 893,4456 (esperado para el
aducto mas sodio [M+Na, CHz0ZnCl]*=893,2847) y 436,2358 (esperado para el ion [M+2H,
CHs0ZnCl]?*=436,1547).

Para el segundo pico de mayor intensidad en un tiempo de 20,00 min. se identificaron los
iones m/z= 817,2960 (esperado para dos moleculas del azaciclofano 4a y ZnCl, [M-
H,ZnCl,]*=817,1738), 409,1517 (esperado para [M,ZnCl;]**=409,0908), 238,0626

(esperado para la perdida de una de las moléculas del azaciclofano 4a [M-
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342,ZnCl;)**=238,0119) y 839,2777 (esperado para el aducto mas sodio [M+Na,
ZnCl,]*=839,1567).

Para el tercer pico de mayor intensidad en un tiempo de retencién de 17,38 min. se
identificaron los siguientes iones 813,2670 (esperado para la hidrolisis de 4a y CH;0ZnCl
[M,CHs0ZnCI]*=813,2245), 407,1355 (esperado para [M+H,CH3;OZnCl]?** =407,1156) y
204,0715 (esperado para la perdida de uno de los azaciclofanos hidrolizados de 4a [M+2H-
405, Zn]**=204,0508). Teniendo en cuenta los iones observados es posible concluir que el
producto 7c forma aductos con una relacién 2:1 entre el azaciclofano hidrolizado y Zn?*, lo
cual tiene concordancia ya que dicho azaciclofano 4a presenta grupos fendlicos y amino
los cuales pueden interactuar con dicha estequiometria [12].

5.3.3 Reaccion de azaciclofanos N-(4-metoxibencil) con ZnCl..

La reaccion entre el azaciclofano 6a y ZnCl; produjo un sélido naranja (7d) el cual fue
insoluble en cloroformo y agua, pero fue soluble en metanol y dimetilsulféxido. Para realizar
el andlisis del sélido 7d se comparé con los espectros de RMN *H y 3C del azaciclofano

6a disuelto en dimetilsulfoxido.

Al comparar los espectros de RMN *H del producto 7d con el azaciclofano 6a se puede
apreciar que las sefiales del etileno derivado de tiramina se ensanchan entre 2,5y 3 ppm,
la sefial de los metilenos bencilicos producto de la orto-aminometilacion del hidroxilo
fendlico se encuentran mas anchos y desplazados a campo alto, no se aprecian cambios
en la sefal del metoxilo y en la regidon aromatica se observa una sefal adicional a 7,34

ppm (Figura 5.8 a-b).
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Figura 5.8 Espectro de RMN H a: azaciclofano 6a y b: complejo 7d.

Con respecto a los espectros de RMN C (Figura 5.10), se presentan varias sefiales
duplicadas con igual intensidad entre 10y 15 ppm, 25y 30 ppm, 30y 35 ppm lo cual indica
gue las sefales de los carbonos alifaticos se estan diferenciando por la interaccion con
Zn?* y se encuentran desplazadas a campo alto. No se evidencia cambio en la sefial del
metilo del grupo 4-metoxibencilo lo cual indica que este no participa en dicha
interaccion(Figura 5.9 a-b). Podemos concluir que la interaccion del Zn?* con el

azaciclofano 6a ocurre por la parte alifatica y periferia del azaciclofano 6a.
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Figura 5.9 Espectro de RMN 3C a: azaciclofano 6a y b: complejo 7d.

Para la reaccién de 6a con ZnCl, el cromatograma presentd dos picos de alta intensidad.
En un tiempo de 55,26 min. se observd el ibn m/z= 703,5120 (esperado para el
azaciclofano 6a con una molécula de metanol y ZnCl, [M, CH3;0ZnCl,]*=703,1684) vy
393,3004 (esperado para el azaciclofano 6a y una CH;0Zn [M-310, CH3;0Zn]*= 393,1157)
gue correspondié a la perdida de los dos grupos 4-metoxibencilo. En un tiempo de
retencién de 55,65 min. se identificaron los iones m/z= 681,4997 (esperado para 6a y
HCOOZnCl [M,HCOOZnCI]*=681,1710), 659,4862 (esperado para el aducto de 6a mas
sodio y ZnCl [M+Na,zZnCl]*=659,1631), 637,4739 (esperado para 6a y ZnCl*
[M,ZnCl]*=637,1812).

Con respecto a la reacciéon de 6b con ZnCl; para el sélido 7e los espectros de RMN *H
indicaron que se presenta un ensanchamiento en las sefiales alifaticas para el metileno y
metino vecinal (Figura 5.10 a-b). Se observé aumento en el nimero de sefiales los

protones aromaticos.
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Figura 5.10 Espectro de RMN *H a: azaciclofano 6b y b: complejo 7e.

Para el espectro de RMN 13C (Figura 5.11), se presentan dos sefiales de carbono alrededor
de 60 ppm, 4 sefiales de carbono aromatico alrededor de 130 ppm orto a los metilenos
bencilicos Car-O y 2 sefiales que se diferencian con igual intensidad del carbono aromético

unido a oxigeno. Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente se confirma que la
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interaccion del azaciclofano 6b con Zn?* ocurri6 por la periferia del azaciclofano

interactuando con parte alifatica (Figura 5.11 a-b).
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Figura 5.11 Espectro de RMN **C a: azaciclofano 6b y b: complejo 7e.

Para la reaccion de 6b con ZnCl, se observo en un tiempo de retencion de 14,67 min. los
iones m/z= 571,2801 (esperado para la hidrolisis del grupo etoxicarbonilo y la pérdida de
un grupo 4-metoxibencilo de 6b y HCOOZn [M,HCOOZn]|*=571,1423) y 451,2225
(esperado para la pérdida del segundo grupo 4-metoxibencilo  [M-
120,HCO0OZn]*=451,0848), no fue posible identificar el ibn molecular para el azaciclofano
6b, Unicamente los aductos menos uno y dos radicales 4-metoxibencilo, ademéas que en
el espectro el pico de mayor intensidad correspondi6 al ion m/z=121,0648 del radical 4-

metoxibencilo (esperado [M+H-450]*=121,0653). En un tiempo de retencién de 15,45 min.
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mostro un ibn m/z=599,3106 (esperado para la pérdida de un grupo 4-metoxibencilo mas
HCOOZn [M,HCOOZn]*= 599,1736) y 479,2537 (esperado para la pérdida del segundo
grupo 4-metoxibencilo [M-120,HCOOZn]*=479,1161), no fue posible identificar el i6n
molecular para el azaciclofano 6b, Unicamente los aductos menos uno y dos radicales 4-

metoxibencilo lo que se relaciona con la labilidad del enlace N-C.

5.3.4 Cuantificacién de Zn?* por volumetria.

En latabla 5.1 se presenta la proporcidén azaciclofano:metal para cada una de las muestras
7 a-e, los porcentajes calculados de Zn?* corresponden a los iones determinados segin
los analisis de masas.

Tabla 5.1 Porcentaje de Zinc obtenidos para los sélidos 7 a-e por volumetria con EDTA.

Cdédigode |Pesodela Volumen de Relacién
% de Zn
la muestra | muestra (mg) |EDTA (mL) azaciclofano:metal
72 17,8 2,06 12,03 1:1
7b 15,5 1,70 11,40 1:1
7c 14,6 1,85 13,17 2:1
7d 16,6 1,80 10,96 1:1
7e 16,1 1,40 9,04 1:1

Con respecto a la tabla 5.1 se determiné que la estequiometria entre los azaciclofanos 7
a-e corresponde a una proporcién 1:1 entre el azaciclofano y el Zn?*, la Ginica muestra que
presenta una relacion diferente fue 7c, relacion 2:1 ciclofano metal y al realizar un analisis
cruzado es la muestra que presenta el menor error al comparar el i6n identificado por

masas Y la titulacién con EDTA.

5.4 Conclusiones.

Con la metodologia planteada es posible proponer el sitio de interaccion entre los
azaciclofanos y el Zn?*, el nitrégeno interactia con el metal lo cual se manifiesta por un
cambio en las sefiales de los metilenos, el azaciclofano 7c al presentar grupos N-H y OH
fendlicos genero una interaccion 2:1 entre el macrociclo y el metal.

Las interacciones entre los azaciclofanos y el metal ocurren por la periferia del macrociclo
debido a que no se observaron cambio en las sefiales de hidrégeno y carbono de los anillos

aromaticos presentes en la cavidad.
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Zn?" ya que pasaron de ser solubles en claroformo y diclorometano a ser solubles en
metanol y agua lo que se relaciona con presencia del metal en la periferia del macrociclo
cambiando su solubilidad.

Los azaciclofanos pentaciclicos (3b, 3c) y N-4metoxibencilo (62, 6b) presentaron una
estequometria 1:1 con el Zn?*, pero el grupo etoxicarbonilo no participo en dicha interaccion
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5.6 Recomendaciones

- Estudiar la influencia de sustituyentes sobre el nitrégeno para determinar su
influencia en la interaccioén con Zinc.

- Estudiar la interaccion de azaciclofanos pentaciclicos y triciclicos con metales de
diferente tamafio y carga.

- Estudiar la reaccion tricomponente entre aminas N-bencil y ésteres de L-tirosina
con formaldehido.






A. Anexos

El trabajo anteriormente presentado generara la siguiente produccion cientifica:
- Dos articulos publicados.

- Un articulo en produccién que sera publicada este afio.
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Anexo 1 Espectro RMN *H en CDCl; de éster etilico de L-tirosina (2).
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Anexo 2 Espectro RMN *H en CDCI; de (2S)-etoxicarbonil-13,14,43,4%-tetrahidro-12H,4?H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)
ciclohexafano (3a).
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Anexo 3 Espectro RMN *3C en CDCl; de (2S)-etoxicarbonil-13,14,43,4%-tetrahidro-1%H,4%H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)
ciclohexafano (3a).
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Anexo 4 Espectro de masas (LC-MS) de (2S)-etoxicarbonil-13,1#,43 4%-tetrahidro-1?H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)
ciclohexafano (3a).
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Anexo 5 Espectro de masas (LC-MS) de (2S)-etoxicarbonil-13,14,43 4*-tetrahidro-12H,4?H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)
ciclohexafano (3a).
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Anexo 6 Espectro RMN *H en CDCl; de 13,1443 4%tetrahidro-12H,4?H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina) ciclohexafano (3b).
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Anexo 7 Espectro RMN *C en CDCl; de 13,1443 4%-tetrahidro-12H,4%H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina) ciclohexafano (3b).
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Anexo 8 Espectro de masas (LC-MS) de 13,14,43 4%-tetrahidro-12H,4%H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina) ciclohexafano (3b).
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Anexo 9 Espectro RMN *H en CDCI; de (2S,5S)-dietoxicarbonil-13,14,43 44-tetrahidro-12H,4%H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-
ciclohexafano (3c).
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Anexo 10 Espectro RMN 13C en CDCl; de (2S,5S)-dietoxicarbonil-12,14,42 44-tetrahidro-12H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)

ciclohexafano (3c).
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Anexo 12 Espectro RMN *H en CD3;OD de (4S)-etoxicarbonil-1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a).
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Anexo 13 Espectro RMN *3C en CD3sOD de (4S)-etoxicarbonil-18,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a).
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Anexo 14 Espectro de masas (LC-MS) de (4S)-etoxicarbonil-1°,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a).
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Anexo 16 Espectro RMN 13C en CDsOD de 1°,6%dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4b).
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Anexo 17 Espectro de masas (LC-MS) de 1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4b).
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Anexo 18 Espectro RMN *H en CD3;OD de (4S,9S)-Dletoxicarbonil-1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4c).
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Anexo 19 Espectro RMN 3C en CDsOD de (4S,9S)-Dletoxicarbonil-18,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4c).
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Anexo 20 Espectro de masas (LC-MS) de (4S,9S)-Dletoxicarbonil-1°,6%-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4c).
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Anexo 21 Espectro RMN *H en CDCl; de N-(4-metoxibencil)-tiramina (5a).
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Anexo 22 Espectro RMN H en CDCl; de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b).
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Anexo 23 Espectro RMN *3C en CDCI; de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (5b).
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Anexo 24 Espectro RMN *H en CDCl; de 3,8-bis(4-metoxibencil)-18,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a).
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Anexo 25 Espectro RMN APT en CDCl; de 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a).



130 Estudio de la Formacion de Azaciclofanos Derivados de L-Tirosina y su Interaccién con Zinc

121.0663
JAE3

N
OH
,Q/\N

253 /

2 JE3

INntensity

[M+H]"

1.5E3 510 21
[M+H-120]*

1.0E3 419.2378

2.(E2;

| ‘ 105,1253

0.0ED | ‘ . . . . . . : .
100.0000 150.0000 200.0000 250.0000 300.0000 350.0000 400.0000 450.0000 500.0000

miz

Anexo 26 Espectro de masas (LC-MS) de 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a).
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Anexo 27 Espectro RMN H en CDCl; de oligémeros de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (6b).
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Anexo 28 Espectro RMN APT en CDCls; de oligébmeros de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (6b).
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Anexo 29 Espectro de masas (LC-MS) de oligdbmeros de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (dimero) (6b).
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Anexo 30 Espectro de masas (LC-MS) de oligbmeros de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (trimero) (6b).
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Anexo 31 Espectro de masas (LC-MS) de oligdbmeros de éster etilico de N-(4-metoxibencil)-L-tirosina (tetramero) (6b).
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Anexo 32 Espectro RMN 'H en CDCl; de (4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-

ciclodecanafano (6c).
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Anexo 33 Espectro RMN *C en CDClI; de (4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-18,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6c).
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Anexo 34 Espectro de masas (LC-MS) de (4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6c).
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Anexo 35 Espectro RMN H en DMSO reaccion de 13,14,4% 4%-tetrahidro-12H,4%H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano (3b)
con ZnCl; (7a).
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Anexo 36 Espectro RMN 13C en DMSO reaccion de 13,14,43,4%tetrahidro-12H,4?H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano (3b)
con ZnCl; (7a).
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Anexo 37 Espectro de masas (LC-MS) de reaccion de 13,14,43 4%-tetrahidro-1?H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano

(3b) con zZnCl; (7a).



142 Estudio de la Formacion de Azaciclofanos Derivados de L-Tirosina y su Interaccién con Zinc

Pi+Zn#1441 RT:. 6.44 AV:1 SM:7G NL: 4.22E7
T: FTMS + p ESIsid=2.00 Full ms [200.0000-3000.0000]

W 487.20596 [M+CHs0ZnCl,]*

95
90
85
80 [M+H-15]"
75
70

|
1
|
1
1
65 A

7
-

- Cl
60 0 O—Zn““\\\
55 \CI

50
45
40
35
30

25

[M+H-15]*

20

15
473.22681

10 515.23706
498.22195

509.18781

358.16367 o8 44523196 459.21121 |
! I \
T

381.18005 395.15811 431.216 T L L |, ]),52516199 ' 54422748 558.24280 574.23889 601.27197 623.25781 652.32080
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
m/z

0

Anexo 38 Espectro de masas (LC-MS) de reaccion de 13,14,43 4%-tetrahidro-1?H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-benzoxazina)-ciclohexafano
(3b) con zZnCl; (7a).
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Anexo 39 Espectro RMN H en CDCl3:CDsOD reaccion (2S,5S)-dietoxicarbonil-13,14,42 4-tetrahidro-12H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-
benzoxazina) ciclohexafano (3c) con ZnCl; (7b).
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Anexo 40 Espectro RMN H en CDCl3:CD3sOD reaccion (2S,5S)-dietoxicarbonil-13,14,43 4%-tetrahidro-12H,42H-1,4(3,6)-bis(1,3-
benzoxazina) ciclohexafano (3c) con ZnCl; (7b).
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Anexo 41 Espectro de masas (LC-MS) de reaccion de (2S,5S)-dietoxicarbonil-13,14,43 4*-tetrahidro-12H,4?H-1,4(3,6)-bis(1,3-
benzoxazina) ciclohexafano (3c) con ZnCl; (7b).
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Anexo 42 Espectro RMN *H en CD3;OD reaccion (4S)-etoxicarbonil-1°,6-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a) con ZnCl,
(7c)
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Anexo 43 Espectro RMN *3C en CDs;OD reaccion (4S)-etoxicarbonil-18,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a) con
ZnCl, (7c¢).
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Anexo 44 Espectro de masas (LC-MS) de reaccién de (4S)-etoxicarbonil-1°,6%-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a) con
ZnCl; (7c¢).
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Anexo 45 Espectro de masas (LC-MS) de reaccion de (4S)-etoxicarbonil-18,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (4a) con

ZnCl; (7c¢).
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Anexo 46 Espectro RMN H en DMSO reaccion 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a) con
ZnClz (7d).
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Anexo 47 Espectro RMN 3C en DMSO reaccién 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a) con
ZnClz (7d).
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Anexo 48 Espectro de masas (LC-MS) de reaccién de 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6%-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a)
con ZnCl; (7d).
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Anexo 49 Espectro de masas (LC-MS) de reaccion de 3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-ciclodecanafano (6a)
con ZnCl; (7d).
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Anexo 50 Espectro RMN *H en DMSO reaccion 4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6*-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6b) con ZnCl. (7e).
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Anexo 51 Espectro RMN 13C en DMSO reaccién 4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,64-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6b) con ZnCl; (7e).
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Anexo 52 Espectro de masas (LC-MS) de reaccién 4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6b) con ZnCl; (7e).



Anexos

157

ZBE4|  121.0847
24E4
22E4
ZUE
1.6E4
1.6E4

1.4E4

Intensity

1.2E4
1.0E4
6.0E3
6.0E3
4.0E3

20E3

Ll

[M+H-478]*

[M-120]

1051224

NH

OH

[M-120, HCOOZn]*

479.2537

/O

O—12n

[M, HCOOZn]*

9.3106

0.0E0
100.0000

50.0000

200.0000 260.0000 300.0000

150.0000
miz

400.0000 450.0000

500.0000

530.0000

600.0000

Anexo 53 Espectro de masas (LC-MS) de reaccién 4S)-etoxicarbonil-3,8-bis(4-metoxibencil)-1°,6-dihidroxi-3,8-diaza-1,6(1,3)-
ciclodecanafano (6b) con ZnCl; (7e).



