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Resumen

El trabajo realizado durante esta Tesis Doctoral se puede
dividir en dos bloques. En el primero se aborda el disefio, sintesis y
caracterizacién de un sensor basado en ciclodextrinas funcionalizadas
con un fluoréforo para la deteccidon de explosivos peroxidicos. Los
explosivos peroxidicos para los que el sensor es eficiente son el

diperéxido de diacetona (DADP) y triperdxido de triacetona (TATP).

El segundo bloque estd dedicado al disefio, sintesis vy
evaluacién de sensores cromo-/fluorogénicos para la deteccién de
distintos neurotransmisores. Este bloque se ha dividido en tres
capitulos los cuales tratardn de la deteccidn de distintos

neurotransmisores a partir de diferentes sondas sensoras.

Asi, en el primer capitulo de este bloque se desarrolla un
sensor de monéxido de carbono a partir de un precursor de cumarina

que en presencia de éste da lugar a la aparicion de fluorescencia.

En el segundo capitulo de este bloque se aborda el estudio de
un sistema quimiosensor basado en nanoparticulas de oro
funcionalizadas con ciclodextrinas para detectar la presencia de
serotonina en medios acuosos a bajas concentraciones de serotonina,

detectandose ésta a través de cambios en el espectro visible.

Por ultimo, en el tercer capitulo se aborda el disefio y sintesis
de distintos quimiodosimetros basados en BODIPYs, que son
moléculas altamente fluorescentes, para la deteccion de

catecolaminas: dopamina, adrenalina y noradrenalina.



Resum

El treball realitzat durant esta Tesi Doctoral es pot dividir en
dos blocs. En el primer s'aborda el disseny, sintesi i caracteritzacié d'un
sensor basat en ciclodextrines funcionalitzades amb un fluoréfor per a
la deteccid d'explosius peroxidics. Els explosius peroxidics per als quals
el sensor és eficient sén el diperdxid de diacetona (DADP) i triperéxid

de triacetona (TATP).

El segon bloc esta dedicat al disseny, sintesi i avaluacié de
sensors cromo-/fluorogénics per a la deteccid6 de diferents
neurotransmissors. Este bloc s'ha dividit en tres capitols els quals
tractaran de la deteccid de diferents neurotransmissors a partir de

diferents sondes sensores.

Aixi, en el primer capitol d'este bloc es desenvolupa un sensor
de monoxid de carboni a partir d'un precursor de cumarines que en

preséncia d'este dona lloc a I'aparicié de fluorescencia.

En el segon capitol d'este bloc s'aborda I'estudi d'un sistema
guimiosensors basats en nanoparticules d'or funcionalitzades amb
ciclodextrines per a detectar la preséncia de serotonina en medis
aquosos a baixes concentracions de serotonina, detectant-se esta a

través de canvis en l'espectre visible.

Finalment, en el tercer capitol es van estudiar diferents
quimiodosimetres basats en BODIPYs, molécules altament
fluorescents, per a la deteccié6 de catecolamines: dopamina,

adrenalina i noradrenalina.



Abstract

The work carried out during this Doctoral Thesis can be divided
into two blocks. The first one deals with the design, synthesis and
characterization of a sensor based on cyclodextrins functionalized with
a fluorophore for the detection of peroxidic explosives. The peroxidic
explosives for which the sensor is efficient are diacetone diperoxide

(DADP) and triacetone triperoxide (TATP).

The second block is dedicated to the design, synthesis and
evaluation of chromo-/fluorogenic sensors for the detection of
different neurotransmitters. This block has been divided into three
chapters which will deal with the detection of different

neurotransmitters from different sensor probes.

Thus, in the first chapter of this block a carbon monoxide
sensor is developed from a coumarin precursor that in the presence of

carbon monoxide gives rise to the appearance of fluorescence.

The second chapter of this block deals with the study of a
chemosensor system based on gold nanoparticles functionalized with
cyclodextrins to detect the presence of serotonin in aqueous media at
low concentrations of serotonin, which is detected through changes in

the visible spectrum.

Finally, in the third chapter, different chemodosimeters based
on highly fluorescent BODIPYs, were studied for the detection of

catecholamines: dopamine, adrenaline and noradrenaline.
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PBS
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TEM
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UV-Vis
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Aexc

Neurotransmisor
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Partes por billén

Partes por millén

Quintuplete

Resonancia magnética nuclear
Revoluciones por minuto
Temperatura ambiente
Singlete

Triplete
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Acido trifluoroacético
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Capitulo 1:
Introduccion general






1.1. Quimica supramolecular y quimiosensores

La Quimica Supramolecular surge, como tal, a raiz de las
investigaciones Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn y Charles J. Pedersen,
que recibieron por ello el Premio Nobel en 1987.'3% La quimica
supramolecular se puede definir como la parte de la quimica que
estudia la estructura y propiedades de las “supramoléculas”, es decir,
de las entidades quimicas organizadas formadas por dos o mas
moléculas que se encuentran unidas por enlaces no covalentes. Estas
interacciones no covalentes incluyen enlaces de hidrégeno, enlaces de
coordinacion con metales, fuerzas hidrofdbicas, fuerzas de Van der
Waals, interacciones m-m, interacciones electrostaticas, etc. que

provocan unas propiedades distintas a las moléculas individuales.*

Una de las aplicaciones mas relevantes de la Quimica
Supramolecular es el disefio, sintesis y evaluacidn de sensores
moleculares (quimiosensores) y/o sondas moleculares o dosimetros
(quimiodosimetros). Los quimiosensores se pueden definir como
aquellas moléculas o agregaciones supramoleculares capaces de
reconocer la presencia de un analito de forma selectiva y reversible
(de forma irreversible en el caso de un quimiodosimetros) provocando
un cambio simultaneo de una o mas propiedades fisicas observables
del sistema. En esta tesis nos centraremos en que el reconocimiento
molecular se produzca con un cambio en sus propiedades dpticas:
color o fluorescencia (quimiosensores y quimidosimetros cromo-

fluorogénicos) (Figura 1).°



Unidad sefializadora

\ ‘ Analito
@ RECONOCIMIENTO MOLECULAR

Unidad receptora

Figura 1: Representacion esquemdtica del reconocimiento molecular selectivo.

En general, todo quimiosensor consta de dos subunidades:
una parte de la molécula que produce el reconocimiento especifico de
un analito, discriminando entre diferentes sustratos (unidad
receptora), y otra parte que es capaz de convertir el fenédmeno del
reconocimiento en una sefial fisica observable y cuantificable (unidad
sefializadora).%” Los quimiosensores Opticos, cromo-/fluorogénicos,
ofrecen muchas ventajas sobre otros métodos analiticos clasicos de
deteccidn, ya que la instrumentacién que requieren es simple, y mas
econdmica, se necesita pequefas cantidades de muestra y, en algunos
casos, la deteccién puede producirse in situ.® En el caso de sensores
colorimétricos, los cambios de color pueden observarse a simple vista
y pueden ser utilizados para determinaciones cualitativas rapidas. En
el caso de sensores fluorogénicos, la sensibilidad es muy alta y pueden

conseguirse limites de deteccion realmente bajos.

A la hora de disefiar un quimiosensor 6ptico podemos
encontrarnos con tres aproximaciones diferentes (Figura 2), la
eleccién de una u otra dependerda de varios factores como la
selectividad, la naturaleza de la interaccidn con el analito o el esfuerzo

sintético que requiera, entre otros:



En esta aproximacién ambas unidades estan
covalentemente unidas en el quimiosensor. La interaccion de la unidad
receptora con el analito provoca cambios en las propiedades
electrénicas de la unidad sefializadora y como consecuencia un cambio

en el color o en la emisién de fluorescencia. °*?

En el quimiosensor
la unidad de reconocimiento y la unidad de sefializacién forman un
complejo supramolecular, de manera que la interaccion con el analito
lleva consigo el desplazamiento simultaneo de la unidad de
sefializacion alojada en el centro de reconocimiento, provocando un

cambio observable en sus propiedades fisicas.!*

en esta
aproximacion el analito produce una reaccién quimica especifica e
irreversible con el sensor que provoca generalmente la formacion o
ruptura de enlaces covalentes dando lugar a una nueva especie con
propiedades opticas distintas. En este caso ya no se habla de

quimiosensor sino de quimiodosimetro o sonda molecular.'>1®



Figura 2: Representacion esquemdtica de las tres formas de aproximacion del
quimiosensor optico.

Aunque en la literatura podemos encontrar muchos ejemplos
de cada tipo, vamos a ilustrarlos con un solo ejemplo de cada

aproximacion.

En nuestro grupo hemos desarrollado un quimiosensor
fluorogénico selectivo para cationes trivalentes (Fe¥, Cr3, Al*),
siguiendo la aproximacion unidad receptora-unidad sefializadora, que
utiliza una unidad sefializadora derivada de fluoresceina y una unidad
receptora basada en un derivado del 2-aminoetanol (Figura 3). El
cambio en las propiedades fluorescentes del sensor en presencia de
los cationes trivalentes se atribuye a los cambios de polaridad del
colorante por un aumento de la deslocalizacidn electrénica del sistema

dador-aceptor después del proceso de complejacidon. Los cationes



mono y divalentes no dieron respuesta y se consiguieron limites de

deteccién de 0.2 uM."’
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Figura 3: Ligando selectivo para el reconocimiento de cationes trivalentes.l”

Un quimiosensor, basado en la aproximacion por
desplazamiento es el complejo calix[4]pirrol-4-nitrofenolato
sintetizado por P. A. Gale y J. L. Sessler que se muestra en la Figura 4.8
El complejo supramolecular de partida es incoloro, mientras que en
presencia del ion fluoruro, éste desplaza el ion 4-nitrofenolato a la
disolucién dando lugar a una fuerte coloraciéon amarilla. Este cambio
de coloracion, indica que el proceso de reconocimiento de iones

fluoruro se ha producido.

Figura 4: Quimiosensor molecular por desplazamiento para iones fluoruro. 18



Por ultimo, en nuestro grupo de investigacion se desarrollé un
guimiodosimetro consistente en una unidad de BODIPY,
concretamente el 2-formil-8-fenil-1,3,5,7-
tetrametilborodipirrometeno, que es capaz de formar oximas por
reaccién con hidroxilamina, en condiciones muy suaves, en presencia
de NO; (Figura 5). La transformacion del aldehido en su oxima provoca
un cambio tanto de color como de fluorescencia en el BODIPY. Este
sensor se puede soportar sobre una membrana de Oxido de
poliestireno y permite detectar la presencia de NO; en cantidades de

1 ppm.?®

[H,NOH]HCI
 ——
Na,CO;

NO,

Figura 5: Deteccidn de NO; en aire mediante la formacion de oximas. 19

1.2 Mecanismos de sefializacion de los sensores opticos

Como se ha descrito anteriormente, los quimiosensores
Opticos representan un grupo de sensores quimicos en los que la
radiacion electromagnética se utiliza como sefal macroscépica del
reconocimiento del analito. El sensor éptico puede basarse en varios

principios  Opticos (absorbancia, reflectancia, Iuminiscencia,



fluorescencia), cubriendo diferentes regiones de los espectros (UV,
visible, IR, NIR). La propiedad fisica que se modifica no solo es la
intensidad de la luz absorbida o emitida, sino también otras
propiedades relacionadas, como la vida media del estado excitado,
indice de refraccion, difraccion, etc. Sin embargo, para las aplicaciones
de sensores, los métodos mas cominmente aplicados en la deteccidn

6ptica son los basados en la absorcion o emision de luz.

El color es una percepcidn visual que se genera en el cerebro
para interpretar las sefiales nerviosas percibidas por los
fotorreceptores de la retina ocular. Cada superficie iluminada absorbe
algunas de las ondas electromagnéticas que recibe y refleja las demas.
Las ondas reflejadas son capturadas por la retina e interpretadas por
el cerebro como colores. Las longitudes de onda visibles cubren un
rango de 400 a 800 nm aproximadamente (Figura 6).
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Figura 6: El espectro electromagnético.



La absorcion de radiacidn ultravioleta o visible puede dar lugar
a la transicidn de electrones entre el estado fundamental y los estados
excitados de los dtomos y/o moléculas.?® Estos electrones, cuando se
les imparte energia en forma de radiacidn de luz, se excitan desde el
orbital molecular ocupado mas alto (HOMO) hasta el orbital molecular
desocupado mas bajo (LUMO) y la especie resultante se conoce como
estado excitado o estado antienlazante. La mayor parte de la
absorcién en la espectroscopia UV-Vis en las moléculas organicas se
produce debido a la transicién de electrones m-rt* o las transiciones de
electrones n-mt*. El resto de las transiciones resultan demasiado

energéticas (Figura 7).

Figura 7: Posibles transiciones electronicas en las moléculas orgdnicas.

Los cambios de absorcién UV-VIs como mecanismo de
sefializacion se han utilizado ampliamente porque requieren el uso de
equipamiento muy barato o ningln equipo, ya que en muchos casos
los cambios de color pueden detectarse a simple vista. Los compuestos

organicos que se colorean al absorber radiacion electromagnética en
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el rango visible se han estudiado exhaustivamente sobre todo para
poder relacionar la estructura quimica y el color en los colorantes
orgdnicos. Muchos colorantes contienen enlaces 1 en sistemas
conjugados, y la distancia energética entre HOMO y LUMO es
fundamental para determinar su color. Estd bien establecido que
cuanto mas extendido es el sistema conjugado, mds pequefa es la
diferencia entre los estados fundamental y excitado, lo que resulta en
un cambio de menor energia y la banda de absorcién se produce a

mayores longitudes de onda.?

La longitud de onda de absorcién se puede modificar anclando
grupos donantes de electrones (-NR1Rz, -NHR, -NH,, -OH, -OMe, etc.)
o aceptores de electrones (-NO,, -SO3H, -SO5°, -COOH, -CN, etc.) al
sistema conjugado. Cuando tanto un grupo dador de electrones como
un grupo aceptor de electrones estan conectados entre si, a través de
un sistema conjugado en una determinada molécula, se puede
observar en su espectro de absorcion UV-Vis una banda de
transferencia de carga (CT), que suele ser intensa y aparecer a
longitudes de onda mayores (menor energia). Eso es importante en
relacidn con el disefio de sensores cromogénicos, ya que la interaccion
del analito con los grupos dadores o aceptores en esos sistemas afecta
la posicion de la banda de transferencia de carga dando como

resultado una modulacién de color.

Con respecto a la espectroscopia de fluorescencia, las
imagenes de fluorescencia y los indicadores de fluorescencia son hoy
en dia herramientas indispensables en varios campos de la ciencia y la

medicina modernas, incluidos el diagnéstico clinico, la biotecnologia,
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la biologia molecular y la bioquimica, la ciencia de los materiales y la
quimica analitica y ambiental???* debido a su alta sensibilidad y como
consecuencia de sus bajos limites de deteccion, la viabilidad comercial

y su capacidad de deteccién in vivo.®

En la espectroscopia de fluorescencia nos centraremos en el
modo de emitir la radiacion absorbida desde el estado excitado para
volver al estado fundamental So como se muestra en el diagrama de
Jablonski (Figura 8). Existen dos vias luminiscentes para la disipacién
de energia desde un estado excitado: la fosforescencia (donde el
estado excitado es de tipo triplete y T: y So tienen distinta
multiplicidad) y la fluorescencia (donde el estado excitado es de tipo
singlete y S1 y So tienen la misma multiplicidad). Estos dos procesos de
relajacién de un estado excitado al estado fundamental son radiativos,
pero también existen otros mecanismos que no lo son, como la
conversion interna (Internal Conversion, IC), el cruce de sistemas
(Intersystem Crossing, ISC) o la relajacién vibracional (Vibrational
Relaxation, VR), mediante los cuales la molécula vuelve a su estado

fundamental sin emitir radiacion.
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Niveles energéticos
7\ Absorcién (10~155)
" Fluorescencia (1010 — 107s)

" Fosforescencia (1076 — 10s)

> Conversién Interna (101 — 10~%)
_________ > Relajacion vibracional (10712 — 10~10 5)
52 ..... - Cruzamientro intersistema (1071°~10"% 5)

Energia

Fluorescencia  Fosforescencia
Figura 8: Diagrama de Jablonski.

Existen diferentes mecanismos fotoluminiscentes
involucrados en la deteccién fluorescente de analitos; los mas
utilizados son:%®

como
se describié anteriormente, la fluorescencia en una molécula se
observa, cuando un electrdn excitado en el orbital LUMO, se relaja al
orbital HOMO, liberando el exceso de energia en forma de luz. Pero en
el caso del PET (Figura 9) la presencia de otra molécula, o de un grupo
funcional de la misma molécula, no conectado electréonicamente con
el fluoréforo, que tenga orbitales cercanos en energia a los estados
fundamental y excitados del nucleo fluorescente de la molécula
estudiada, puede dar lugar a la transferencia de un electron desde este
orbital a un orbital semiocupado del fluoréforo excitado, lo que
produce una desactivacion no radiativa del estado excitado y conduce

a una "extincién" de la fluorescencia (o quenching). *>%’

13



e

Fluordforo Receptor

Figura 9: Transferencia de electrones en un proceso PET.

la
excitacion electrdnica implica cierto grado de transferencia de carga,
pero en fluoréforos que contienen a la vez grupos donantes y
aceptores de electrones, esta transferencia de carga puede ocurrir a
largas distancias y asociarse con cargas de momento dipolar
importantes, lo que hace que el proceso sea particularmente sensible

al entorno del fluoréforo.??°

un excimero se puede definir
como un complejo formado por la interaccién de un fluoréforo en
estado excitado con otro fluoréforo de la misma estructura en su
estado fundamental.®3® Comparado con el mondmero, el excimero
tipicamente proporciona una banda de emisién amplia y desplazada al
rojo. En algunos casos, ambas emisiones (mondmero y excimero) se

observan simultaneamente.?!

es un proceso no radiativo de transferencia de energia entre

un par de fluoréforos diferentes: uno actia como donante de energia
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en su estado excitado y el otro, como aceptor. El donante vuelve al
estado fundamental electrénico transfiriendo su energia al aceptor y

la emisidn observada proviene del fluoréforo aceptor.?

En resumen, un sensor éptico consiste en un compuesto que
incorpora un sitio de unién y un mecanismo de comunicacién. En
presencia de la molécula diana o analito, el receptor modifica sus
propiedades electrénicas mostrando cambios de color y/o

fluorescencia.

1.3 Explosivos peroxidicos

Aunque el terrorismo no es nuevo para la comunidad
internacional el aumento de los ataques en los Ultimos afios ha
convertido la deteccién de explosivos escondidos en una cuestidn de
suma importancia. El uso de explosivos ha aumentado tanto en grupos
terroristas que ha provocado la demanda de métodos rapidos, fiables
y efectivos para la deteccidn de éstos. La estructura quimica de estas
sustancias es muy variada: nitroaromaticos, sales de urea,
nitronaminas, ésteres de nitrato, entre otros. Pero en esta tesis nos

vamos a centrar en los explosivos peroxidicos.

En atentados como los del “La bomba del zapato” en el vuelo
63 de la compafiia American Airlines en 2001, los atentados bomba en
el metro y autobuses de Londres en 2005 o los atentados en Sri Lanka

en 2019 el explosivo utilizado fue el triperéxido de triacetona (TATP).
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El TATP es un explosivo perteneciente al grupo de explosivos
peroxidicos y, aunque su poder explosivo no es excesivamente
elevado, es uno de los explosivos conocidos mas sensibles y faciles de

preparar, a partir de precursores asequibles de manera sencilla.

Los explosivos peroxidicos son aquellos explosivos que
contienen en su estructura uno o mas enlaces peroxidicos. En este
grupo de explosivos destacan el triperdxido de triacetona (TATP) y el
diperéxido de diacetona (DADP) ambos sencillos de sintetizar a partir
de sustancias accesibles y de bajo coste (acetona, perdxido de

hidrégeno y un acido en cantidades cataliticas) (Figura 10) .

‘r><°/° ‘r><‘r
Lo L

TATP DADP

Figura 10: Estructuras TATP y DADP

Atendiendo a su susceptibilidad de ignicidn (o sensibilidad de
iniciacion) el TATP es considerado un explosivo primario. Los
explosivos primarios, mas sensibles que los secundarios (que pueden
ser utilizados como detonantes), son utilizados como iniciadores. En
concreto, el TATP tiene un poder explosivo similar al TNT: 10 g dan
lugar a una expansion de 250 cm? en el Test de Trauzl en comparacion

con 300 cm? del conocido TNT.33
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A pesar de su potencial como explosivo, el TATP no es muy
utilizado en el dmbito militar debido a su baja estabilidad quimica y su
sensibilidad al estrés mecanico o la llama, ademas de su alta volatilidad
(cerca de un 66% de pérdida de peso en 2 semanas a temperatura

ambiente).3*

El TATP es el producto cinético de la reaccidn entre la acetona
y el agua oxigenada, mientras que el DADP es el producto
termodinamico. Por ello, en presencia de cantidades cataliticas de
acido, el TATP se acaba transformando en DADP. De hecho, el TATP al
ser preparado en presencia de cantidades cataliticas de acido da lugar

espontdneamente al co-producto DADP.3*

En estudios posteriores a los atentados perpetrados con estos
explosivos, como el de Casablanca en 2003,%® se han encontrado
mezclas de ambos compuestos. Esto hace interesante también la

deteccion del DADP.

Tanto el TATP como el DADP pueden ser facilmente
camuflados ya que ambos son sélidos blancos, de aspecto no
sospechoso, similares al azicar e inodoros. Alguno de los productos en
los cuales se pueden camuflar estos explosivos son: gel de baiio,
dentifrico, enjuague bucal, champu, colonia, detergente, gliisqui o
vinagre entre otros.?’ Como consecuencia directa de esto se ha
prohibido embarcar con productos susceptibles de camuflar

explosivos en cantidades por encima de unos limites establecidos.
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A diferencia de otros explosivos convencionales, tanto el TATP
como el DADP no poseen ni grupos nitro ni elementos metdlicos lo que
dificulta su deteccién mediante métodos convencionales. Ademas,
tampoco exhiben bandas significativas en el espectro de fluorescencia
o UV-Vis, lo que dificulta su deteccién mediante estas técnicas
analiticas. Por todo ello, el desarrollo de métodos rapidos y sencillos

de deteccidn de estas sustancias es de enorme interés.

1.4 Neurotransmisores

Los neurotransmisores son los mensajeros quimicos que
permiten transmitir las sefiales eléctricas de las neuronas. Por lo
general, se considera que una sustancia es un neurotransmisor si se
sintetiza en la neurona, se encuentra en la terminacién presinaptica y
se libera para unirse a un receptor especifico en la célula postsinaptica,
dando lugar a un efecto biolégico y, finalmente, tiene un mecanismo
especifico para la terminacidn de su accién. Varios tipos de moléculas,
desde gases simples, como el mondxido de nitrégeno (NO), hasta
péptidos complejos, como el péptido activador del adenilato ciclasa
hipofisaria, cumplen estos criterios y son considerados

neurotransmisores.

Los neurotransmisores pueden actuar excitando una
determinada accidn o como inhibidores, es mas, el mismo
neurotransmisor puede actuar de una forma u otra dependiendo del

contexto ya que pueden interactuar con diferentes receptores.
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El primer neurotransmisor que se identificé fue la acetilcolina
en 1921 por Otto Loewi y, desde entonces se han descrito mas de 100
estructuras diferentes. Segln su estructura quimica se pueden

clasificar en varios grupos:

por ejemplo, dopamina, epinefrina,

norepinefrina, serotonina, histamina y acetilcolina.

principalmente 4acido glutdmico, 4acido

aspartico, acido y-hidroxibutirico (GABA) y glicina.

como vasopresina, somatostatina, neurotensina y

encefalinas.

de entre los que destacan el

6xido nitrico, monéxido de carbono y sulfuro de hidrégeno.

Para mantener una funcion cerebral adecuada es necesaria
una buena regulacién del equilibrio entre la transmisidn sindptica
(comunicacidn entre las neuronas) de excitacidon o de inhibicién, que
serian el equivalente al acelerador y el freno, respectivamente, del
sistema nervioso. Esta regulacién tan precisa se logra con la liberacidon
de las dosis adecuadas de neurotransmisores de uno u otro tipo en los
puntos de contacto. Cuando ese equilibrio se rompe, aparecen
patologias aparentemente tan diferentes como ansiedad, depresion,
esquizofrenia, trastorno bipolar o del espectro autista. Alteraciones en
el material genético como las duplicaciones pueden dar lugar a la
pérdida o ganancia de la funcién de determinados genes que pueden
afectar a ese equilibrio entre los neurotransmisores excitadores e

inhibidores por la produccién excesiva de proteinas.
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En esta tesis nos centraremos en la deteccidn de tres tipos de
neurotransmisores en especifico. El mondxido de carbono, Ia
serotonina y las aminas bidégenas dopamina, adrenalina vy

noradrenalina.

1.4.1 Monoxido de carbono

El mondxido de carbono (CO) es un gas inodoro e incoloro que
es producido principalmente en la combustidn parcial de compuestos
que contienen carbono. Se trata de una molécula tdxica a altas
concentraciones. Esta toxicidad es debida a que es capaz de unirse 200
veces mas fuerte que el O; a la hemoglobina y la carboxihemoglobina

formada ya no es capaz de transportar el oxigeno en la sangre. 38

A pesar de su toxicidad, el cuerpo humano produce CO de

manera enddgena a través de la degradacidon de la hemoglobina

(Figura 11).
carbon monoxide (CO) + Fe?*
+NADP* + H,0 NADP*
COOH HOOC COOH HOOC COOH
haem biliverdin IX bilirubin IX
haemoglobin NADP +0, NADPH + H*
haem oxygenase biliverdin

(HO) reductase

Figura 11: Degradacion del grupo hemos de la hemoglobina.

La produccion de CO desempefia un papel vital en muchas

funciones fisiologicas de mamiferos, como los efectos
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antiinflamatorios, antiapoptdticos, anticoagulantes, antihipertensivos
y protectores de las células.3® Ademas se describid que el CO también

tiene un rol importante en la neurotransmisién. *°

La produccidn de CO en el hipotalamo ha sido asociada con la
inhibicién de la liberacion de ciertas hormonas, mientras que en el
cerebro se asocia con la inhibicion en la captacion de dopamina y
glutamato que regulan el tono vascular, la presién arterial y es un
factor protector de las neuronas durante la hipoxia, CO ha demostrado
regular las vias de sefializacion de apoptosis en las células cultivadas .
En niveles elevados puede contribuir a acelerar enfermedades como
el Parkinson o disminuir la concentracién de serotonina en las
neuronas. Los niveles de CO se correlacionan también con la
insuficiencia renal grave , procesos inflamatorios como rinitis alérgica,

fibrosis quistica, colitis ulcerosa o displasia broncopulmonar .

El porcentaje de carboxihemoglobina (CO-hb) en la sangre
sigue siendo en la actualidad el mejor marcador predictivo para
extrapolar la cantidad de CO presente en el cuerpo. Sobre esta base,
los datos notificados hasta el momento indican que una cantidad de
CO-Hb del 15-20%, en la mayoria de los casos, no es perjudicial y puede
ser considerado como el "umbral bioldgico" para la tolerancia de CO
en los seres humanos, mas alla del cual es probable que se produzca

una lesién grave mediada por CO.
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1.4.2 Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Figura 12) es el
principal neurotransmisor del grupo de las indolaminas. Este
neurotransmisor es sintetizado a partir del triptéfano, un aminoacido
esencial ya que no es fabricado por el cuerpo, por lo que debe ser
aportado a través de la dieta. El nombre de serotonina viene de que se
aislé por primera vez en suero, y su principal caracteristica es su

capacidad para causar un aumento de la presién arterial.

ZT

HO

NH,

Figura 12: Estrructura quimica de la serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT).

La serotonina es comunmente conocida como la hormona de
la felicidad, porque los niveles bajos de esta sustancia se asocian a la
depresion y la obsesién. Ademas de su relacidn con el estado de
animo, la serotonina desempefia distintas funciones dentro del
organismo, entre los que destacan: su papel fundamental en la
digestion, el control de la temperatura corporal, su influencia en el

deseo sexual o su papel en la regulacién del ciclo suefo-vigilia.

El exceso de serotonina puede provocar un conjunto de
sintomas de distinta gravedad, pero en su justa medida, se cree que
ayuda a combatir el estrés y la ansiedad. Ademas, hay maneras

naturales de potenciar el poder de la serotonina sobre nuestro sistema
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nervioso central, como, por ejemplo, hacer ejercicio moderado, ingerir

alimentos compuestos de carbohidratos y/o proteinas...

Aunque se puede determinar los niveles de serotonina
plaquetaria, serotonina sérica y serotonina urinaria resulta dificil
correlacionarla con determinadas patologias. Los niveles normales de
serotonina en sangre en individuos sanos son de entre 101 a 283

ng/mL.

1.4.3 Catecolaminas: dopamina, adrenalina y noradrenalina

Dentro también de las aminas bidgenas nos encontramos un
subgrupo denominado catecolaminas, por tener la agrupacion catecol
(1,2-dihidroxibenceno) en su estructura. Es este grupo sus
representantes mas destacados son la dopamina, adrenalina (o
epinefrina) y noradrenalina (o norepinefrina). Todas ellas provienen
del aminodcido tirosina que en primer lugar sufre una oxidacion
aromatica para dar la L-DOPA (Esquema 1). Se ha determinado que la

biosintesis de catecolaminas se produce en distintos drganos del

cuerpo.
Oxndacnon NH,
L-Tirosina -CO, HO
Dopamina Noradrenallna Adrenalina
(norepinefrina) (epinefrina)

Esquema 1: Biosintesis de catecolaminas.
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Las catecolaminas median en una gran variedad de funciones
del sistema nervioso central, como el control motor, el cognitivo, la
emocidn, el procesamiento de la memoria y la modulacién endocrina.
La dopamina esta implicada en las conductas adictivas y es la causante
de las sensaciones placenteras. Sin embargo, entre sus funciones
también encontramos la coordinacion de ciertos movimientos
musculares, la regulaciéon de la memoria, los procesos cognitivos
asociados al aprendizaje y la toma de decisiones. La adrenalina cumple
tanto funciones fisioldgicas (como la regulacidn de la presién arterial
o del ritmo respiratorio y la dilatacién de las pupilas) como psicoldgicas
(mantenernos en alerta y ser mas sensibles ante cualquier estimulo).
La noradrenalina estd implicada en distintas funciones del cerebro y se

relaciona con la motivacidn, la ira o el placer sexual.

Las disfunciones en la neurotransmisidon de catecolaminas se
manifiestan en  algunas enfermedades neuroldgicas vy
neuropsiquidtricas como Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia o
hiperactividad. El nivel de estos neurotransmisores, cambiantes en los
fluidos bioldgicos, puede ser un marcador de varios trastornos
neuroldgicos. Estos niveles suelen ser de 150-800 ng/L para la nor-

adrenalina y entre 10 y 50 ng/L para la dopamina y adrenalina.

24



Capitulo 2: Objetivos generales






El objetivo general perseguido en la presente Tesis Doctoral es
el disefio, sintesis y evaluacién de quimiosensores y quimiodosimetros
de distinta naturaleza para la deteccién dptica de diversas moléculas
de interés. Concretamente, explosivos peroxidicos vy

neurotransmisores.

De esta manera, y teniendo en cuenta el trabajo
precedente del grupo de investigacion en el campo de deteccién de
explosivos, se decidié dedicar la primera parte de esta tesis a explorar
el disefio, sintesis y evaluacién de un quimiosensor fluorescente para
la deteccion de explosivos peroxidicos, en concreto el diperdxido de
diacetona (DADP) y el triperéxido de triacetona (TATP) empleando
para ello ciclodextrinas funcionalizadas con un fluoréforo.

El segundo objetivo, al que se dedicd esta tesis,
consistid en el disefo sintesis y evaluacion de quimiodosimetros para
la deteccidén optica de neurotransmisores de distinta naturaleza. En
particular:

Quimiodosimetros para la deteccion fluorescente de mondxido
de carbono, basados en la generacion de cumarinas en
presencia de este analito y Pd(ll).

Quimiosensores para la deteccién colorimétrica de serotonina,
basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas con
ciclodextrinas.

Estudio del disefio de quimiodosimetros basados en un nucleo
de BODIPY para la deteccién cromo- y/o fluorogénica de

catecolaminas (dopamina, epinefrina y norepinefrina).

27



Capitulo 3:

Deteccion fluorogénica de explosivos
peroxidicos empleando ciclodextrinas
funcionalizadas con derivados de
dansilo



3.1. Introduccion

Como ya se ha mencionado en la introduccion general, la
deteccion directa de TATP por medios convencionales es muy
complicada. Aunque existen algunos métodos instrumentales para la
deteccién de TATP como, por ejemplo, espectroscopia infrarroja*
espectrometria de masas,***®  espectroscopia  rotacional,*
microbalanzas de cristal de cuarzo® o rayos X*¢, estos métodos fisicos
resultan en general complejos, requieren mucho tiempo o un
tratamiento previo de la muestra, ademdas de un aparataje muy
costoso.

Los métodos quimicos de deteccién mas desarrollados y con
mejores resultados son los métodos indirectos. Estos métodos se
basan en la deteccién del perdxido de hidrégeno generado en la
descomposicion del TATP. Alguno de estos métodos son ensayos

quimiluminiscentes*®* con sensores colorimétricos*®>°

y dentro de
éstos se han descrito varios arrays.>® En cambio, para la deteccién
directa de TATP por métodos quimicos solo se han publicado los dos
sensores Opticos que recogemos a continuacion.

Torroba et al. han desarrollado una membrana polimérica®? y
unas nanoparticulas de silice®® funcionalizadas con derivados de
piperacina, donde la unidad sefializadora es perilenodiimida (Figura
13). El proceso de deteccion del TATP se produce por la oxidacién que
provoca este explosivo sobre el quimiosensor y que da lugar a un
cambio importante en sus propiedades fluorescentes debido a un

cambio en la banda de transferencia de carga, tanto en disolucidn

como en fase gas.
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Ref HCI m-CPBA TATP H,0,
m . . Solution or vapor

Ref. HCI HNO; m-CPBA TATP H,0,

M::: I;'Ir:ne (_7:0 (jo

Figura 13: Mecanismo de oxidacion propuesto para la deteccion de TATP con el
sensor polimérico.

En el afio 2020, Martinez-Méfiez et al.>* han reportado un
material hibrido, consistente en nanoparticulas mesoporosas de silice,
cargadas con un colorante (rutenio tris(bipiridina) o sulforodamina B)
y “tapadas” con una puerta molecular que consiste en un
aptamero/anticuerpo especifico para los explosivos TATP, TNT y PETN
(Figura 14). Este sistema lo incorporan a unas tiras reactivas que, en
presencia de los respectivos explosivos, se abren liberando el
colorante de su interior. El resultado es altamente especifico y los LoD

estdn en el orden de ppbs.
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Figura 14: Principio operativo del sensor preparado para la deteccidn selectiva de los
explosivos TATP, TNT y PETN.

Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs)

son oligosacaridos macrociclicos

compuestos por 6, 7 u 8 unidades de D-glucopiranosa unidas por un

enlace a-(1,4) y que se denominan a-, B- y y-ciclodextrinas

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Estructura quimica del nucleo basa de las ciclodextrinas.

Todas las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de la a-,
B- y y-ciclodextrinas fueron descritas por primera vez en 1954, pero
no fue hasta 1980 cuando empezaron a utilizarse las ciclodextrinas a
nivel industrial como moléculas encapsuladoras en la industria
alimentaria o la cosmética.®® Hoy en dia existen muchos
medicamentos que contienen complejos de ciclodextrinas para la
encapsulacion molecular de los farmacos hidrofobos y los inestables.’

La ciclodextrina adopta forma de toroide como consecuencia de
la conformacién de silla que poseen las unidades de glucopiranosa. Los

grupos hidroxilos primarios se orientan hacia la parte estrecha del
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cono (cara primaria) mientras que los hidroxilos secundarios lo hacen

hacia la parte ancha del cono (cara secundaria) (Figura 16).

/ Cara primaria

.
T

Cara secundaria

Figura 16: Estructura en forma de cono de las ciclodextrinas.

Como consecuencia de que los grupos hidroxilo libres estan
situados en el exterior de la superficie de los anillos, las ciclodextrinas
son hidrdfilas y solubles en agua. Su solubilidad es el resultado de la
capacidad de interaccion de dichos grupos hidroxilo con el medio
acuoso, siendo mayor para la a -ciclodextrina y la y —ciclodextrina. En
el caso de la B-ciclodextrina su solubilidad en agua es menor debido a
que los grupos hidroxilo del C2 de cada unidad de glucopiranosa
forman puentes de hidrégeno intramoleculares con los grupos
hidroxilo del C3 de la unidad de glucopiranosa adyacente. Estos
puentes de hidrégeno disminuyen la posibilidad de dar lugar a puentes
de hidrégeno con el disolvente lo cual provoca la disminucién de la
solubilidad en agua (14.5, 1.85 y 23.2 % m/v para la a-, B- y y-
ciclodextrina respectivamente). Las ciclodextrinas son también
solubles en disolventes organicos apréticos fuertemente polares,
como DMSO y DMF. Son estables en disoluciones neutras y basicas,
pero se degradan lentamente a pH acido y en estado sélido se
descomponen por encima de 200 °C.

Una de las caracteristicas principales de estas moléculas es su

habilidad para formar complejos de inclusién en disoluciones
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acuosas,*® complejando en su interior moléculas lipofilicas del tamafio

adecuado, en funcidén de las caracteristicas de cada una (Tabla 1).

6 7 8
972 1135 1297
14.5 18.5 23.2

14.6+0.4 15.4+0.4 17.5+0.4

4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3

7.9¢0.1 7.9+0.1 7.9+0.1
174 262 427

Tabla 1: Caracteristicas de la a-, 8- y y-ciclodextrinas.>®

En los complejos de inclusion una molécula (guest) es incluida
en el interior de la ciclodextrina (host). La cavidad interior de la
ciclodextrina tiene un caracter lipofilico lo que da lugar a un
microambiente en el cual pueden ser incluidas moléculas no polares
de tamafio adecuado. Durante este proceso se forman y se rompen
enlaces no covalentes.®® La fuerza motora de la formacion del
complejo es la liberacidn, entrépicamente favorable, de moléculas de
agua altamente ordenadas al exterior de la cavidad hidrofébica. Las
moléculas de agua son desplazadas por un sustrato hidrofdbico
presente en la disoluciéon disminuyendo asi la energia global del
sistema.

La unidn entre la ciclodextrina y la molécula apolar se encuentra
en un equilibrio dindmico. La proporcidn entre ciclodextrina ocupada
y ciclodextrina libre en el equilibrio depende de la constante de unién

del complejo “host-guest”.
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Las moléculas capaces de formar complejos con las
ciclodextrinas son muchas, como gases, compuestos alifaticos o
compuestos aromaticos. La habilidad de las CDs para formar
complejos de inclusidn es funcién de factores claves como el volumen
estérico, que depende del volumen relativo del interior de la
ciclodextrina en comparacién al de la molécula huésped y, también, de
las interacciones entre los diferentes componentes del sistema
(ciclodextrina, sustrato o disolvente).

Un ejemplo caracteristico de moléculas que presentan el
fenémeno de inclusién dentro de ciclodextrinas son los derivados de
adamantano.®! Estos derivados forman en agua complejos de inclusién
muy fuertes con la B-ciclodextrina (AG°=-30 kJ/mol). Esto es debido a
qgue el adamantano encaja perfectamente en el interior de la cavidad
de ciclodextrina y desplaza todas las moléculas de agua.®?

Gracias a esta interesante caracteristica de su capacidad para
formar complejos de inclusidn estables con una amplia variedad de
compuestos de distinto peso molecular, las ciclodextrinas han sido
muy utilizadas en fendmenos de reconocimiento. Aunque la mayoria
de los estudios realizados son con aplicaciones electroquimicas,® es
conocido que el microentorno de los cromdforos y/o fluordforos
puede variar las propiedades de color y fluorescencia de éstos. Por lo
cual, es posible formar un complejo de inclusién con un croméforo y/o
fluordéforo con caracteristicas dpticas determinadas y que en presencia
de un analito (guest) capaz de formar complejos mas estables con la
ciclodextrina, se produzca el desplazamiento del fluoréforo del interior
al exterior de la cavidad, modificando asi dichas propiedades. El

mecanismo de actuacidn se describe en la Figura 17.%
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Tlmensidad Fluorescencia %mensidad Fluorescencia
Figura 17: Modo de accion de un sensor de desplazamiento on-off.

En medio acuoso el resto fluorescente se encuentra en el
interior de la cavidad apolar de la ciclodextrina, dando lugar a sus
propiedades fluorescentes. En presencia de la molécula competitiva el
fluoréforo es desplazado fuera de la cavidad, provocando un
qguenching de la fluorescencia. En general el fluoréforo en el interior
de la cavidad presenta una emision mayor que en su exterior cuando
es desplazado al medio acuoso, y ello es indicativo de la presencia del
analito.

Varios tipos de fluoréforos organicos unidos a ciclodextrinas han
sido utilizados en la bibliografia para la construccién de
quimiosensores (Figura 18). El grupo dansilo es uno de los mas
ampliamente utilizados® debido a sus propiedades espectroscdpicas®

y su afinidad por la B-ciclodextrina.®’

R
“SNH

o—s—0 [o] OR R

> joo!

F HaCO 0 0
AN AN

A B c D

Figura 18: Algunos de los fluoréforos mds utilizados en complejos de inclusién con
ciclodextrinas. A) Dansilamidas B) 4-(dimetilaminobenzoatos) C) Derivados de
naftaleno sustituidos en la posicién 1 D) 7-metoxicroman-2-ona
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Estudios previos han demostrado que la fluorescencia de la
dansilamida es mayor en el medio hidrofébico del interior de la
cavidad de la ciclodextrina que en medio acuoso. En presencia de una
molécula (“guest”) con mayor afinidad por la ciclodextrina, el dansilo
es desplazado del interior de la cavidad de la ciclodextrina al exterior
disminuyendo, por tanto, su fluorescencia. Ademas, el grupo dansilo
presenta la ventaja de poder ser excitado a longitudes alrededor de
350 nm, donde muchos de los compuestos organicos no absorben. El
grupo de Ueno® llevd a cabo estudios con ciclodextrinas
monofuncionalizadas con un derivado de dansilo como sensores
fluorescentes capaces de detectar algunos compuestos organicos
como el ciclopentanol, ciclohexanol, ciclooctanol, alcanfor, 1-
adamantol o mentol. Este sensor también mostré sensibilidad a la
presencia de esteroides.

También han sido usados otros fluoréforos para formar
complejos de inclusién con la B-CD como el dimetilaminobenzoilo,®
naftilo’® 6 7-metoxicumarina’® entre otros.

Por otro lado, las estructuras del TATP y del DADP han sido
estudiadas por difraccion de rayos X. Debido a su tamafio y
comparandolo con el tamafo de la cavidad apolar de la B-
ciclodextrina, ambas moléculas en principio podrian ser albergadas en
el interior de ésta, permitiendo desplazar a un fluoréforo fuera de la

cavidad generando un cambio de fluorescencia.
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3.2 Objetivos

El objetivo global del presente capitulo es el disefio, sintesis y
evaluacion de un sensor quimico fluorescente para la deteccidn

directa de explosivos peroxidicos.

La estrategia se basara en detectar la presencia de los explosivos
peroxidicos mediante un cambio en la fluorescencia del sensor como
consecuencia de una reaccion de desplazamiento. Para ello se
propone la sintesis de una B-ciclodextrina funcionalizada con un grupo
dansilo y la evaluacién de su capacidad como sensor fluorescente de

TATP y DADP.
Los objetivos concretos que se plantean son:

Sintesis de los explosivos peroxidicos TATP y DADP.

Sintesis y caracterizacion de diversos derivados de
dansilamida con cadenas de grupos funcionales diferentes
para su anclaje a la B-ciclodextrina.

Sintesis y caracterizacion de la molécula sensor.

Ensayos de deteccién de TATP y DADP.

Estudio de los posibles interferentes.
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3.3 Resultados y discusién

3.3.1. Sintesis de los explosivos peroxidicos

El primer paso en este estudio consistié en la sintesis a
pequefia escala de los explosivos peroxidicos. Se decidid sintetizar en
el laboratorio, por separado, tanto el TATP como el DADP, ya que a
pesar de que el TATP es el compuesto que tiene mayor capacidad
explosiva, durante la sintesis de TATP siempre se obtienen en mayor o
menor grado impurezas de DADP vy, por lo tanto, nos interesaba
disponer de él para estudiar sus propiedades y su interaccion con las

sondas.

Sintesis de TATP

La sintesis de TATP se llevd a cabo optimizando

procedimientos ya conocidos.”?

En primer lugar, se hizo reaccionar cantidades equimolares de
acetonay peroxido de hidrégeno (35% v/v) en presencia de cantidades
cataliticas de un acido inorganico, para la obtencién TATP, como

producto mayoritario, y DADP, como producto minoritario.

Dado que el TATP es el producto cinético de la reaccion y el
DADP el producto termodinamico, la sintesis se llevé a cabo en frio (en

un bafo de hielo) para favorecer la sintesis de TATP.
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Para llevar a cabo la seleccion del acido se probd la reacciéon
con H,S04, HCI, y HNO3 obteniéndose rendimientos de 51 %, 21 %y 60
% respectivamente. Por ello, en todas las sintesis posteriores se utilizé

el HNOs; (Esquema 2).

Dado que en las muestras reales de TATP siempre hay
presencia de pequefias cantidades de DADP y que en las sintesis
realizadas siempre la cantidad de DADP estaba por debajo del 5%

(segiin RMN), no se purificd el crudo de la reaccion.

o
3)]\ + 3 Ho, —HNOz o i
0.

Esquema 2: Obtencion del TATP.

Sintesis de DADP

Aprovechando que el DADP es el producto termodinamico de
la reaccidn, su sintesis se llevd a cabo mediante la descomposicién de
TATP en un disolvente organico, en presencia de cantidades cataliticas

de &cido p-toluensulfénico. 72

Para ello se disolvié en DCM el TATP obtenido anteriormente
y se afadiod una cantidad catalitica de acido p-toluensulfénico y se dejé
a temperatura ambiente durante la noche. Tras este tiempo se obtuvo
DADP con un 95 % de pureza (el 5 % restante era TATP de partida) y

con un rendimiento del 39 % (Esquema 3).

41



c|) 0 >< HA Cl’ Cl’ . Q
> A
o CH,Cl, o O

Esquema 3: Obtencion del DADP a partir de TATP.

3.3.2 Estudios previos de complejacién de los explosivos

peroxidicos con ciclodextrina

Como paso previo necesitdbamos estar seguros de que la
ciclodextrina era capaz de albergar en su interior alguno de los dos
explosivos (TATP o DADP). Para ello se llevaron a cabo experimentos
de resonancia magnética nuclear de protdn en agua deuterada. En
primer lugar, se compararon los espectros en agua deuterada de 3-CD,
y de mezclas equimolares de B-CD y TATP y B-CD y DADP. Como el TATP
y el DADP no son solubles en disolucién acuosa, no muestran sefial de

'H-RMN en D,0 en ausencia de ciclodextrina.

En el espectro de 'H-RMN de la mezcla de TATP y B-CD no se
apreciaron apenas cambios respecto a la B-CD sola; sin embargo, en el
espectro de la mezcla de B-CD + DADP (Figura 19) si se observd un
cambio en los protones H-3 de la B-CD que se desplazan a campos mas
altos. También se observd la aparicion de dos nuevas sefales, que
fueron identificadas como los hidrégenos de los metilos axiales y
ecuatoriales del DADP. Cuando se repitié el experimento sonicando
previamente disolucidon de la mezcla de B-CD y DADP durante dos
minutos, se observé un mayor desplazamiento a campo alto del H-3
de B-CD (ca. 0.04 ppm), junto a un incremento de las sefiales

correspondientes a DADP. De la integracion de las sefales del espectro
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de RMN se pudo estimar una relacion B-CD/DADP de
aproximadamente 1,5, lo que sugiere la presencia de mezclas 1:1y 2:1

de complejos B-CD/DADP.

1)
H-3
h MLM
(h)
s sy )L-._Juﬁ ]
(ol
|
| T
| |
55 50 45 40 35 30 25 20 L5 1.0

Figura 19: Espectro de 'H-RMN (D;0, 500 MHz) de a) 8-CD ; b) 6-CD con DADP ; c) 8-

CD con DADP sonicado 2 minutos.

Acorde a estos resultados se concluyé que la B-CD se puede
utilizar para la deteccion del DADP a través de la formacion de

complejos host-guest.
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3.3.3 Disefio y sintesis de los quimiosensores fluorescentes

En vista de los prometedores resultados sobre Ia
encapsulacién de los explosivos en las ciclodextrinas se procedio a la
sintesis de los correspondientes sensores, incorporando un grupo
fluoréforo en la B-ciclodextrina, concretamente un grupo dansilo,
conectado a través de una cadena alquilica. Ademas, se decidid
ensayar dos longitudes de cadena distintas para evaluar cudl era la

longitud 6ptima de la cadena.

La estrategia principal consistié en la monofuncionalizacion de
B-ciclodextrina en uno de sus alcoholes primarios. Para ello era preciso
sintetizar primero la ciclodextrina con un grupo reactivo en dicha
posicién y por otro lado, sintetizar un compuesto con propiedades

fluorescentes capaz de entrar y salir de la cavidad de la B-ciclodextrina.

La primera aproximacion consistié en la sintesis de un
derivado de B-ciclodextrina con un buen grupo saliente en uno de sus
alcoholes primarios. Por otro lado, se sintetizd un derivado de
dansilamida como grupo fluorescente unido a un espaciador
terminado en un grupo amina que actuaria como nucleéfilo. Una
reaccion de sustitucion nucleofilica entre ambos compuestos

permitiria sintetizar el quimiosensor deseado (Esquema 4).

En un primer momento se propuso la obtencidon de los
compuestos 4 y 5 mediante una sustitucion nucleofilica a partir de un

derivado monoyodado de la ciclodextrina (Esquema 4).
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Esquema 4: Estrategia general para la sintesis de los quimiosensores 4 y 5.

Para llevar a cabo esta monofuncionalizacién se realizd en
primer lugar la tosilacién de uno de los hidroxilos primarios de la B-
ciclodextrina para obtener el compuesto monotosilado 7, empleando
para ello p-toluensulfonilimidazol como agente tosilante, siguiendo el
procedimiento descrito en la bibliografia,”® como se muestra en el

Esquema 5.

OTs

Esquema 5: Sintesis de la 8-ciclodextrina tosilada 7.

El paso de tosilacidn es el paso clave de la ruta sintética ya que
es el que permite obtener una ciclodextrina monofuncionalizada que
asegure que en el resto de las etapas solo sea reactiva la posicion

deseada y finalmente no se inserte ningun fluoréforo mas.

La B-ciclodextrina posee 3 tipos de grupos hidroxilos presentes
en las posiciones 2, 3 y 6 de cada unidad de glucopiranosa (Figura 16).

Los hidroxilos en la posicién 2 son los mas acidos mientras que los
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hidroxilos en la posicién 6 son los mas nucledfilos y los hidroxilos en 3

estan inaccesibles para reaccionar.

Por ello la mejor estrategia para la monofuncionalizacion de la
B-ciclodextrina es la sustitucidon de uno de los hidroxilos primarios en
la posicién 6 por un grupo tosilo. Este ultimo actua como buen grupo
saliente y puede ser desplazado por otros nucledfilos para dar lugar a

los derivados deseados.

Para llevar a cabo esta funcionalizacidn es necesario afiadir los
equivalentes necesarios de base para desprotonar uno de los
hidroxilos primarios. Debido a su mayor acidez, los alcoholes
secundarios en la posicidn 2 se desprotonan antes, de manera que hay
que anadir un exceso importante de base. Asi pues, se hicieron
reaccionar 8 equiv. de NaOH con un 1 equiv. de ciclodextrina y se dejo
reaccionar la mezcla hasta que la disolucidn cambié de una dispersion
blanca a una disolucién transparente. En ese momento se afiadié p-
toluensulfonilimidazol y se dejé la mezcla durante 60 min mas a
temperatura ambiente, tras lo cual se acidificé con HCl y se dejé toda
la noche precipitando en la nevera, obteniéndose la ciclodextrina

monotosilada 7 con un 30% de rendimiento.

La sintesis del ioduro 3 a partir del correspondiente derivado
tosilado es una sintesis con condiciones ampliamente estudiadas.’”
Para su obtencién se hizo reaccionar un exceso de 10 equivalentes de
Nal con 7 en DMF a 70°C durante toda la noche (Esquema 6). El
producto se purificé precipitdndolo en acetona, obteniéndose con un

rendimiento del 57 %.
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Esquema 6: Ruta sintética para la obtencion de la B-CD-I.

Una vez se obtuvo el ioduro 3 se procedid a la sintesis de los
croméforos basados en derivados de dansilo 1y 2, que contienen dos
espaciadores alquilicos de 3 y 5 atomos de carbono respectivamente y
un grupo amino terminal. Para ello se afiadié cloruro de dansilo sobre
una disolucion de la diamina correspondiente: propano-1,3-diamina
para 1 y pentano-1,5-diamina para la obtencion de 2. La mezcla de
reaccion se dejo durante 3 h a temperatura ambiente y después de las
correspondientes extracciones se purific6 mediante cromatografia de
columna. Los rendimientos obtenidos para ambas reacciones fueron
de 55 % para 1y 63 % para 2 (Esquema 7).

al HN/\[\/I/\NH,
n

o—=—s—o o=—s—o0

~ + HZN/*/l/n\NHz —_— A

_ CH,Cl, | P

PN PN

n=1 1 (R=55%)
n=3 2 (R=63%)

Esquema 7: Sintesis de 1y 2.

Una vez se obtuvieron las aminas derivadas de la dansilamida
1y 2 y la ciclodextrina iodada 3 se intentd llevar a cabo la
funcionalizacion de la ciclodextrina a través de una reaccién de

alquilacién de aminas. La sintesis se llevd a cabo como se encuentra
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descrita en la bibliografia para anélogos de los derivados de dansilo.”
Se hizo reaccionar 3 con el derivado de dansilo correspondiente con
agitacién durante 72 h a 60 °C no obteniéndose en ninguin caso el
compuesto deseado y recuperdndose siempre el producto de partida

inalterado.

Esquema 8: Sintesis de 4 y 5.

Se repitid la sintesis aumentando tanto el tiempo de reaccion,
como la temperatura. La sintesis se llevo a cabo también en presencia
de Et3N para intentar aumentar la nucleofilia de la amina. La reaccidn
tuvo lugar en un rendimiento tan bajo que no se logré aislar el

producto deseado.

A la vista de estos resultados se decidid llevar a cabo un
cambio de estrategia en la ruta sintética para la obtencion de los

sensores.

Con el fin de evitar la reaccidén de sustitucién nucleofilica, se
propuso una reaccion de tipo “click”. El término “click chemistry”,
introducido por el Dr. Sharpless en 2001,”® hace referencia a una
reaccidon quimica de alto rendimiento y amplio espectro, que genera
sustancias de forma rapida y con elevada economia atémica al unir
pequefias unidades sintéticas entre si. Entre la amplia gama de

reacciones perteneciente a esta quimica “click” en esta ruta sintética
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se empled la “joya de la corona” (en terminos del comité del Nébel)””
que es la reaccién de cicloadicion de azidas y alquinos catalizada por

cobre.”®

Esta reaccidn consiste en la reaccion de un grupo azida y un
triple enlace terminal en presencia de una sal de Cu (l) para dar lugar

a 1,2,3-triazoles (Esquema 9).

— cul) Ry
y >

R,

R. N
1 ™t
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|

Esquema 9: Reaccidn de cicloadicion entre un grupo azida y un triple enlace terminal

para dar lugar a 1,2,3-triazol.

Para llevar a cabo la reaccién primero se ha de sintetizar una
ciclodextrina funcionalizada con un grupo azida terminal (B-CD-Ns) y
un derivado de dansilamida que posea en la estructura de su cadena
un grupo alquino terminal como se muestra en el Esquema 10.

N, /V\NH

o=s$—/—o0
+ = | ——
A
S

N~y

%Y\/n\j ‘ P

Esquema 10: Esquema general para la click chemistry con CDs.
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El primer paso de esta ruta consistio en la sintesis de la B-CD-
Ns. Para ello se partié de B-ciclodextrina monotosilada 7 obtenida
previamente desplazando el grupo tosilo mediante una reaccion de
sustitucidn nucledfila con azida sddica en H,0, siguiendo el protocolo
descrito en la bibliografia.®® En este procedimiento, una vez finalizada
la reaccién la B-CD-Ns se precipitaba con acetona. Sin embargo, en
nuestro caso no se consiguio la precipitacion de la B-CD-Ns, a pesar de
que se llevaron a cabo pruebas con distintas proporciones de
disolventes y bajando la temperatura. Finalmente se consiguié la
precipitacion de la azida mediante la adicion de 1,1,2,2-
tetracloroetano” ya que éste forma un complejo con la B-CD-Ns

insoluble en H,0. (Esquema 11)

Esquema 11: Sintesis de 8, 8-CD-N3.

Una vez obtenida la correspondiente monoazida 8 se llevd a
cabo la sintesis del alquinil derivado de dansilamida. La primera
cadena que se intentd unir al cloruro de dansilo, para obtener el
espaciador, fue el 2-(2-aminoetoxi)etanol. El resto amino de esta
cadena permitiria unirse al cloruro de dansilo desplazando al
halégeno, mientras que el resto hidroxilo permite la posterior
incorporaciéon de un triple enlace por reaccién con bromuro de

propargilo (Esquema 12).
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= Et3N:
DCM THF

Esquema 12: Sintesis de 9y 10.

Para la sintesis de 9 se partio de una proporcion 1:3 de cloruro
de dansilo y 2-(2-aminoetoxi)etanol utilizando trietilamina como base
para evitar la desprotonacion del grupo hidroxilo. La adicidn se llevd a
cabo en un bafo de hielo y luego se dejo reaccionar toda la noche a
temperatura ambiente. El producto de reaccidon se obtuvo, sin
necesidad de purificar mediante cromatografia de columna, con un

rendimiento del 70 %.

Para llevar a cabo la reaccion para la obtencién 10 se utilizaron
dos equivalentes de base debido a que el primero se consume con el
hidrégeno de la sulfonamida, mas acido que el del hidroxilo debido al
efecto inductivo del grupo sulfonilo.. Precisamente debido a esta
acidez, el producto mayoritario obtenido fue el 11 (Figura 20) derivado

de una doble sustitucion.

/\N/\/o\/\o/\
o=s=o0
®
—
/N\

Figura 20: Compuesto 11.
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Para evitar este tipo de problemas se propuso la reaccién
entre cloruro de dansilo y una amina que ya contuviera un grupo
alquino terminal. Para ello se escogieron but-3-in-1-amina y pent-4-in-

1-amina, ambas comerciales.

N
Cl HN n

0=S=—0 0=—=S—0
/\i\/l//
X HN n | D
—_ =
= =
n=1,2
AN AN

n=112
n=213

12

o
o;Zi/\ Cu(OAc), N
e} OH

H n=114
OH n=215

Esquema 13: Sintesis de 14 y 15.

Para la obtencidn de 12 se hizo reaccionar cloruro de dansilo
con un exceso de but-3-in-l-amina en presencia de base, para
neutralizar el acido formado, y se dejé reaccionar durante 72 h a
temperatura ambiente, obteniendo un 63 % de rendimiento. Para su
andlogo 13, derivado de la pent-4-in-1-amina en iguales condiciones

de reaccion, el rendimiento fue del 17 %.

Una vez obtenidos 12 y 13 se llevé a cabo la sintesis de las
moléculas sensoras 14 y 15, empleando una reaccién click entre la 8-
CD-N3 8y los alquinos 12y 13 en presencia de Cu(l) y empleando DMSO

como disolvente. Para ello fue necesario el uso de cantidades
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estequiométricas de Cu(OAc); en lugar de cantidades cataliticas. Esto
se justifica porque los hidroxilos secundarios de la B-ciclodextrina
interaccionan con el cobre consumiendo éste del medio de reaccion.
Para reducir el cobre(ll) a cobre(l) se utilizé una disolucion acuosa de
ascorbato sédico (Esquema 13). La mezcla se dejo reaccionar durante
48 horas. Una vez acabado el tiempo de reaccién se eliminé el DMSO
y se redisolvio el crudo en amoniaco diluido para eliminar el cobre. El
producto se purificd por cromatografia en columna obteniéndose 14

con un rendimiento del 17 % y 15 con un rendimiento del 23%.

Las propiedades espectroscépicas de los quimiosensores 14 y
15 se evaluaron en mezclas H,0:MeOH, 95:5 (1 x 10 M). La razén de
afiadir un 5 % de MeOH fue para promover la solubilidad posterior del

TATP y DADP en los experimentos de titracién con ambos explosivos.

Ambos compuestos mostraron una banda de absorcién
alrededor de 340 nm en su espectro de UV-vis y una banda de emisidn
de fluorescencia a Amax = 518 nm cuando se excitaban a 340 nm. Estas
sefiales se corresponden a las esperadas para el fluoréforo de

dansilo.5469:80

También se determind el rendimiento cuantico obteniéndose

un valor de 0.18 (respectivo a la fluoresceina) para ambos compuestos.

3.3.4 Evaluacion de la sensibilidad y selectividad de los

guimiosensores en la deteccion de TATP y DADP
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Una vez obtenidos los sensores 14 y 15, se paso a evaluar su
capacidad para detectar los explosivos peroxidicos TATP y DADP

mediante cambios de fluorescencia.

Para ello se llevaron a cabo experimentos de titracion por
emisién de fluorescencia con disoluciones de 14 y 15 (1-10° M) en
H,0:MeOH (95:5) en presencia de cantidades crecientes de soluciones

metandlicas de TATP y DADP (0-6 uM).

En los experimentos preliminares a temperatura ambiente,
ambos compuestos mostraron una disminucion moderada de su
intensidad de fluorescencia (aproximadamente 3-6 %) en presencia de
los peroxidos explosivos, siendo este efecto mas fuerte para el DADP

que para el TATP en ambos compuestos.

Para mejorar la sensibilidad se repitieron los experimentos,
pero calentando la mezcla de sensor y explosivo de perdxido a 40°C
durante 10 min antes de medir sus espectros de fluorescencia. En estas
condiciones la sensibilidad hacia el TATP pudo ser mejorada, y por
ejemplo el sensor 14 experimentd una disminucién de su intensidad
de fluorescencia de alrededor de un 11 % en presencia de un exceso

de TATP y aproximadamente un 7 % en presencia de DADP (Grafica 1).
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Grdfica 1: (Derecha) Espectro de fluorescencia de 14 (10°° M) en H,0:MeOH (95:5)
con TATP (0-6 uM). (Izquierda) Espectro de fluorescencia de 14 (10° M) en H,0:MeOH
(95:5) con DADP (0-6 uM).

Cabe mencionar que los experimentos de valoracién con 14 en
presencia de cantidades crecientes de adamantano (que forma
eficaces complejos de inclusidn de B-ciclodextrinas) condujeron a una
disminucién similar (10-11 %) en su intensidad de fluorescencia

(Grafica 2).

Titracion de 14 con adamantano

~ Intensidad de fluorescencia (u.a)

8

450 500 550 600 650
A (nm)

Grdfica 2: Espectro de fluorescencia de 14 (106 M) en H,0:MeOH (95:5) con
adamantano (0-10 uM).

También se realizaron los experimentos con TATP y DADP con

el sensor 15 obteniéndose como respuesta una disminucién de su
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intensidad de fluorescencia de alrededor de 3,5 % en presencia de un
exceso de TATP y aproximadamente un 5 % en presencia de DADP

(Gréafica 3).

¢ Tritacién de 15 con TATP Titracién de 15 con DADP

A1y (%)

0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40 50
[TATP] pM [DADP] pM

Grdfica 3: (Derecha) Espectro de fluorescencia de 15 (10 M) en H,O:MeOH (95:5)
con TATP (0-23 uM). (Izquierda) Espectro de fluorescencia de 15 (10 M) en

H,0:MeOH (95:5) con DADP (0-40 uM).

Una posible explicacion a esta sensibilidad algo modesta hacia
el TATP y el DADP podria ser su muy baja solubilidad en soluciones
acuosas, lo que impide alcanzar concentraciones de los explosivos de
peréxido lo suficientemente altas como para observar un
desplazamiento mas significativo del fluoréforo dansilo por el huésped

explosivo.

Sin embargo, los experimentos de valoracidn realizados con
mezclas de disolventes menos polares, como MeOH:H.O 9:1 o
MeCN:H,0 9:1 mostraron una sensibilidad mucho menor, mientras
gue en el MeOH puro no habia ninguna sefial. Esto es debido a que en
estas mezclas de disolventes menos polares no favorecen la inclusidn

del grupo dansilo dentro de la B-ciclodextrina con lo cual el aumento
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de concentracidn de los explosivos no desplaza al grupo dansilo y no

se observa la disminucién de la fluorescencia.

Por ultimo, para estudiar la selectividad de estos sistemas, se
probaron distintos interferentes como disolventes comunes (acetona
y etanol) asi como azucar mediante espectroscopia de fluorescencia
siguiendo el mismo protocolo. Como se muestra en las 8 y 9 la

respuesta de 14 y 15 hacia el TATP o el DADP es superior a todos ellos.

100
90
80
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60
50
40
30
20
10

Sensor 14 con interferentes

% Intesidad relativa

Acetona Etanol Azucar TATP DADP

Grdfica 4: Sensibilidad sensor 14 con interferentes (10°¢ M) en H,0:MeOH (95:5).
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Grdfica 5: Sensibilidad sensor 15 con interferentes (10° M) en H,0:MeOH (95:5).

58






3.4. Conclusiones

En resumen, se han disefado y sintetizado dos moléculas
sensoras, basadas en una PB-ciclodextrina funcionalizada con un
derivado de dansilo, capaces de detectar TATP y DADP en medio
acuoso mediante cambios de fluorescencia del quimiosensor, aunque
con una sensibilidad moderada. Los compuestos son capaces de
discriminar entre explosivos peroxidicos e interferentes como puedan

ser acetona, etanol y azlcar.

En un futuro se deben realizar estudios adicionales a distintos
valores de pH, asi como probar otros posibles interferentes mas
complejos como pueden ser distintos cosméticos o productos
higiénicos.

También seria interesante la sintesis de un sensor de
fluorescencia basado en la y-ciclodextrina que posee una mayor

cavidad lipofilica con objeto de aumentar su capacidad para albergar

TATP en su interior.
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3.5. Procedimiento experimental

Todos los reactivos fueron adquiridos comercialmente y se
utilizaron sin purificacién. Los espectros H-NMR y 3C-NMR se
registraron en un espectrometro Bruker de 300 MHz. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm con tetrametilsilano
como patron interno. Los espectros de masas de alta resolucion se
registraron en el modo de iones positivos en un espectrometro de
masas VG-AutoSpec. Los espectros de absorcion UV-vis se registraron
utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud de paso en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2101PC. Los espectros de

fluorescencia se registraron con Fluoromax Horiba-MTB.

Sintesis de Mono-6-deoxi-6-(p-toluensulfonil)-B-ciclodextrina

(CDOTs) (7)

En un matraz de fondo redondo de una
boca de 250 mL provisto de agitacién magnética

se disolvid B-ciclodextrina (7 g, 6.2 mmol) en 75

mL de H,0. A la dispersidn blanquecina obtenida

se le afiadid NaOH. (2.5 g, 63 mmol) La dispersién pasdé a ser
transparente paulatinamente. Pasados 30 minutos se anadid p-
toluensulfonilimidazol (1.5 g, 6.8 mmol). La mezcla de reaccidn se dejé
reaccionar durante una hora. Pasado este tiempo se acidifico la mezcla
con acido clorhidrico concentrado hasta obtener pH=5 y se dejé

precipitar en la nevera durante una noche. El sélido obtenido se filtrd
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a vacio y se lavd con agua caliente, agua fria y acetona
respectivamente. Se secd a vacio y se obtuvieron 2.4 g de 7 (30 %

rendimiento) de un polvo blanco similar a la B-ciclodextrina de partida.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.43 (d,
J=8.1Hz, 2H), 5.88 — 5.55 (m, 14H), 4.80 (d, 6H), 4.53 — 4.25 (m, 7H),

3.64 (s, 26H), 3.29 (d, 16H), 2.43 (s. 3H)

Sintesis de Mono-6-deoxi-6-iodo-B-ciclodextrina (CDI) (3)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL |
de dos bocas provisto de agitacion magnética se @
disolvié 7 (0.309 g, 0.23 mmol)en 20 mL de DMF y
se afiadié Nal (0.368 g,2.3 mmol) bajo atmdsfera
de argon, la disolucién se torna amarillenta al afadir el Nal. Se calentd
la mezcla a 70°C y se dejo en agitacion durante toda la noche. Una vez
pasado el tiempo de reaccién se elimina la DMF a vacio. El aceite

obtenido se disuelve en H,O y se precipitd con acetona obteniendo

0.1315 g de 3 (57 % de rendimiento).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 5.76 (m, 14H), 4.85 (m, 7H),
4.50 (m, 6H), 3.81 —3.47 (m, 26H), 3.46 — 3.13 (m, 16H).
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Sintesis de N-(5-aminopentil)-5-(dimetilamino)naftaleno-1-

sulfonamida (2)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL

HN/\/\/\NH2
de tres bocas provisto de agitacién magnética se o=s=o
disolvi6 1,5-diaminopentano (0.5 mL, 3.9 mmol) || N
»Z
en 20 mL de DCM seco. A esta disolucién se le
N

afiadié cloruro de dansilo (0.357 g, 1,3 mmol) por

medio de un embudo de adicién compensada disuelto en 10 mL de
DCM seco, bajo argdn. La mezcla de reaccidn se dejd reaccionar
durante 3 horas a 0 °C en un bafio de hielo-agua y luego se dejo
reaccionar toda la noche con agitacién vigorosa a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo la mezcla de reaccion se lavé con NaOH
1 M vy luego dos veces con agua desionizada; se secé con MgSQO,
anhidrido y se elimind el disolvente a vacio.

La purificacion del producto se lleva a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria silica gel
y como eluyente una mezcla de DCM:MeOH 95:5 obteniendo 0.24 g
de 2 (55 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, CDCls) § 8.54 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 8.33 — 8.21
(m,J=17.6,8.0 Hz, 2H), 7.60 — 7.45 (m, J = 18.3, 9.7 Hz, 2H), 7.18 (d, J
= 7.6 Hz, 1H), 2.94 — 2.82 (m, 6H), 2.57 (t, 2H), 1.48 — 1.12 (m, 8H).
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Sintesis de N-(3-aminopropil)-5-(dimetilamino)naftaleno-1-

sulfonamida (1)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de e e N

o=—s—o0

tres bocas provisto de agitacion magnética se disolvid
1,3-diaminopropano (0.53 mL, 4.5 mmol) en 20 mL de E:@

DCM A esta disolucion se le afiadio cloruro de dansilo P

(0.418 g, 1.5 mmol) por medio de un embudo de adicion compensada
de disueltos en 10 mL de DCM seco. La mezcla de reaccion se dejo
durante 3 horas en un bafo de hielo bajo argén y luego toda la noche
con agitacion vigorosa a temperatura ambiente. Pasado este tiempo la

mezcla de reaccion se lavé con NaOH 1 M y luego dos veces con agua

desionizada, se secé con MgS0O, anhidrido y se elimind el disolvente.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente una mezcla de DCM:MeOH 95:5 obteniendo

0.29 g de 1 (63 % de rendimiento).
1H-NMR (300 MHz, DMSO) & 8.46 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.7 Hz,

1H), 8.09 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.67 — 7.53 (m, 8.1 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 7.5
Hz, 1H), 2.86 — 2.75 (m, 6H), 2.43 (t, 2H), 1.44 — 1.31 (m, 4H).
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Sintesis de Mono-6-deoxi-6-azido-B-Ciclodextrina (CD-Ns) (8)

En un matraz de fondo redondo de una

boca de 250 mL provisto de agitacion magnética se

disolvié 7 (0.813 g, 0.63 mmol) y NaNs (0.205 g,
3.15 mmol) en 150 mL de H,0 y se dejé reaccionar toda la noche a 86
°C. Pasado este tiempo se concentré a la mitad el volumen de la
disolucién. Se afadieron 9.5 mL de 1,1,2,2-tetracloroetano y se dejo
agitando 10 minutos. Una vez formado el complejo se separé el sélido
por centrifugacidn (10 minutos, 144 radianes y 25 °C). El precipitado
se filtré a vacio. Para eliminar el 1,1,2,2-tetracloroetano se disolvié en
agua y se calenté a 50°C durante una hora. Tanto el 1,1,2,2-
tetracloroetano como el agua se eliminaron a vacio obteniendo 0.4 g
de 8 (44 % de rendimiento). El producto se caracterizé por 'H-RMN. La
desaparicién del producto de partida se demostrd por la ausencia de
seflales en la zona aromética.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 5.72 (m, 14H), 4.85 (m, 7H),
4.63 —4.35 (m, 6H), 3.63 (m, 26H), 3.33 (m, 16H).

66



Sintesis de N-(but-3-in-1-il)-5-(dimetilamino)naftaleno-1-

sulfonamida (12)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de /\///

tres bocas provisto de agitacion magnética se disolvié 1- o=s=o

amino-3-butino (0.2 mL, 2.4 mmol) y trietilamina (0.33 | =
mL, 2.4 mmol) en 10 mL de DCM seco. A dicha mezcla se
le afiadio cloruro de dansilo (0.54 g, 2 mmol) por medio
de un embudo de adicion compensada, disuelto en 10 mL de DCM
seco. La mezcla de reaccidn se dejé durante 3 horas en un bafio de
hielo-agua bajo argén y luego, 3 dias con agitaciéon vigorosa a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo la mezcla de reaccidn se
lavé con NaOH 1 M y luego dos veces con agua desionizada. Se seco
con MgS0. anhidrido y se elimind el disolvente a vacio.

La purificacién del producto se lleva a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente una mezcla de DCM:MeOH 95:5 obteniendo 380

mg de 12 (63 % ).

H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8.56 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.33 —
8.18 (m, 2H), 7.61—7.48 (m, J = 8.6 Hz, 2H), 7.20 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.95
(t,J = 6.3 Hz, 1H), 3.06 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 2.89 (s, 6H), 2.33 — 2.25 (m, J
= 6.5 Hz, 2H), 1.90 (s, 1H).
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Sintesis de 5-(dimetilamino)-N-(pent-4-in-1-il)naftaleno-1-

sulfonamida (13)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL HN/\/\

provisto de agitacién magnética se disolvid 4-pentin-
1-amina (0.25 mL, 1.8 mmol) y trietilamina (0.25mlL, | P
1.8 mmol) en 10 mL DCM seco. A esta disolucidn se le N
afiadié cloruro de dansilo (0.404 g,1.5 mmol) por medio de un embudo
de adicion compensadade disueltos en 10 mL de DCM seco. La mezcla
de reaccion se dejé durante 3 horas a 0°C en un bafio de hielo-agua
bajo argdn y luego 3 dias con agitacidon vigorosa a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo la mezcla de reaccién se lavé con NaOH
1 M vy luego dos veces con agua desionizada. Se secé con MgSO,
anhidrido y se elimina el disolvente a vacio.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente una mezcla de DCM:MeOH 95:5 obteniendo

357,6 mg de 13 (75 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.55 (d, 1H), 8.35 — 8.16 (m, 2H),
7.54 (m, 2H), 7.19 (d, 1H), 4.75 (m, 1H), 3.03 (q, 2H), 2.89 (s, 6H), 2.1
(g, 2H), 1.86 (t, 1H), 1.69 (g, 2H).

68



Sintesis de Mono-6-[N-(but-3-in-1-il)-5-(dimetilamino)-naftaleno-1-

sulfonamida]-6A-deoxy-B-D-ciclodextrina (14)

En un matraz de fondo
redondo de dos bocas de 50 mL

provisto de agitacion magnética se

disolvio el alquino 13 (140 mg, 0.46
mmol) en 20 mL de DMSO y 8 (640
mg, 0.552 mmol). Una vez disueltos los reactivos, se afiadio el acetato
de cobre arrastrdndolo con unos mL de DMSO hasta un total de
volumen en la reaccién de 25 mL. Finalmente se afadid ascorbato
sodico (182 mg, 0.92 mmol) disuelto en 5 mL de H,0 y se dejd
reaccionar la mezcla de reaccién durante dos dias. Pasado este tiempo
se elimind la mezcla de disolventes a vacio. Una yez seco se disolvieron
en 30 mL de una disolucidn de hidréxido amdnicoal 8 % y se dejo tres
noches en agitacion para que se formase el complejo de Cu. Pasado
este tiempo se llevd a cabo una columna con DCM:MeOH 95:5 y las
fracciones que contienen el producto se juntan, se elimind el
disolvente, se redisolvié en acetato de etilo para eliminar el fluoréforo
en exceso, que se observaba en el *H-RMN, y finalmente se centrifugd.
El sélido se lavo con acetato de etilo y se secd a vacio. Obteniendo

0.114 g de 14 (17 % de rendimiento).
H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 8.46 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.28

(d,J=8.7 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.60 (m, 2H),
7.26 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.67 (m, 14H), 4.87 — 4.71 (m, 7H), 4.63 — 4.35
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(m,6H), 3.91 (t, 2H), 3.62-3.06 (m, 42H), 3.06 (s, 6H), 2.67 (t, 2H),
1.90 (s, 1H).

HRMS (El): m/z calculada para 16-Na (CssHs7NsO3sSNa)
(IM+Na]*) es de 1462.4900 . La masa obtenida es 1462.4890 ([M+
Na]’)

Sintesis de Mono-6-[N-(pent-4-in-1-il)-5-(dimetilamino)-naftaleno-1-

sulfonamida]-6A-deoxy-B-D-ciclodextrina. (15)

En un baldn de fondo

redondo de 50 mL con dos bocas

se disolvié el alquino 12 (94.83 mg,

0.3 mmol) y la monoazido-
ciclodextrina 8 (250 mg, 0.2 mmol)
en 20 mL de DMSO. Una vez la B-ciclodextrina esta disuelta se afade
acetato de cobre (59.8 mg, 0.3 mmol) arrastrandolo con unos mL de
DMSO hasta un total de volumen en la reaccion de 25 mL. Finalmente,
se afiadid ascorbato sddico (118.86 mg, 0.6 mmol) disuelto en 5 mL de
H,0. Se dejo reaccionar durante dos dias. Pasado este tiempo se
elimind la mezcla de disolventes. Una vez seco se disolvieron en 30 mL
en una disolucién de hidréxido amdnico al 8 % y se dejé pasar tres
noches para que se forme el complejo de Cu. Pasado este tiempo se
llevé a cabo una cromatografia de columna con DCM:MeOH 95:5 y las
fracciones que contienen el producto se juntan, se elimind el
disolvente, se redisolvieron en acetato de etilo para eliminar el

fluoréforo en exceso que se observa en el *H-RMN, y finalmente se
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centrifugd. El sdlido se lavd con acetato de etilo y se secd a vacio.

Obteniendo 68 mg de 15 (23 % de rendimiento).

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.31 (d,
J = 8.6 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.70 — 7.50 (m, 3H), 7.25 (d, J =
7.3 Hz, 1H), 5.77 (s, 14H), 5.03 (s, 2H), 4.79 (d, J = 38.5 Hz, 7H), 4.47 (s,
6H), 3.94 (s, 2H), 3.63- 3.08 (m, 42H) 2.83 (s, 6H), 1.66 (s, 2H), 1.90 (s,
1H).

HRMS (ElI): m/z calculada [M*Na]* para 15-Na
(CsgHsoaNsO36SNa): 1498.36; la obtenida es 1498.52 [M*Na]* .

Sintesis de los explosivos peroxidicos

Los explosivos peroxidicos tienen caracter de explosivos
primarios y son muy sensibles. Por ello la sintesis del TATP y del DADP
requieren un manejo cuidadoso y unas medidas de seguridad

adicionales.

Sintesis de triperoxido de triacetona (TATP)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL ><
, , (o} O/0
provisto de agitacién magnética se mezclaron acetona JJ °\c><
(1 mL, 13.5 mmol) y perdxido de hidrogeno (32% v/v)
(1.16 mL, 13.5 mmol). La mezcla de reaccidén se enfrié a 0°C en un bafio
de hielo-agua y se afaden muy lentamente 0.23 mL de HNO;

concentrado. La disolucién resultante se agitdé a temperatura

ambiente durante 24 h. Pasado este tiempo precipitd un sélido que se
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aislé por filtracion, se lavdé con H,O desionizada y se secd al aire,

obteniéndose 0.52 g de TATP (52 % de rendimiento).

Del espectro de RMN de protén se dedujo que la relacién entre

TATP:DADP es 95:5.
'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 1.46 (s, 18H)

Sintesis del diperoxido de diacetona (DADP)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL de una boca

provisto de agitacion magnética se disolvido TATP (0.5 g, 2.25 T c|’

o} (o]
mmol) en 10 mL de DCM seco y se le afiadieron cantidades ><
cataliticas de acido p-toluensulfénico. La mezcla de reaccidn se dejd
agitando a temperatura y presion ambientes durante una semana.
Pasado este tiempo se elimind el disolvente con flujo continuo de
argon. El sélido se redisolvié en DCM vy se lavd el medio de reaccidn
con H;O fria para eliminar el acido p-toluensulfénico. Una vez aislado
el disolvente volvid a eliminarse con un flujo continuo de argdn,

obteniéndose 132 mg de DADP (39 % de rendimiento). El producto se

caracteriza por *H-RMN de protén.

Del espectro de RMN de protén se deduce que la relacion

entre DADP:TATP es 95:5.
'H-NMR (300 MHz, CDCls) 6 1.79 (s, 6H), 1.35 (s, 6H).
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Capitulo 4:

Quimiodosimetro para deteccion
fluorogénica de monoxido de carbono,
basado en una reaccion de
carbonilacién catalizada por paladio






4.1 Introduccion

4.1.1 Deteccidon de monodxido de carbono

Después del descubrimiento de que el CO podia actuar como
neurotransmisor, surgieron nuevas lineas de investigacion centradas
en la deteccion en tiempo real de CO en células y tejidos vivos. La
mayoria de las sondas desarrolladas para la deteccion éptica de CO,
tanto en aire como en células, se basan en complejos de metales de
transicion, debido a su capacidad para formar carbonilos metalicos con

el CO asi como a sus propiedades cromogénicas o fluorogénicas.

Por ejemplo, Dunbar et al® desarrollaron un sensor
cromogénico basado en un complejo de rodio (I) que lleva a cabo una
reaccion reversible con el CO para dar lugar a especies dicarbonilicas

(Esquema 14).

\ o |
-
O -+ O 1+
(0] ) .
J/ Ar Ar
P//Ar' P//Ar'
| +CO /O
O—Rh—CO OC—Rh—CO
7 -co
P P
Ar N Ar'— N
Ar' A Ar'/ Ar
19 MeO 20

MeO

Esquema 14: Reaccion reversible del complejo de rodio con CO. 8!

Por otro lado, Zheng et al.®2 han desarrollado un método de

deteccion fluorogénica de mondxido de carbono basado en un
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complejo de paladio ciclometalado con una unidad fusionada de
carbazol y cumarina que en presencia de CO sufre la desapariciéon de
la sefal de TPA permitiendo obtener imagenes del mondxido de

carbono en tejidos vivos (Esquema 15).

\ / |

N
N\Pd/m h

9% \d 9

co
1) Pd(OAC),
O 2) LiCl O
56 57

Esquema 15: Reaccion del CO con el complejo de paladio desarrollado por Zeng et al.

82

4.1.2. Cumarinas

Las cumarinas son un conjunto de compuestos que tienen
como nucleo base una benzopiran-2-ona (Figura 21). Muchos de estos
compuestos son productos naturales, metabolitos secundarios,
procedentes de la ruta biosintética del acido shikimico, habiéndose
aislado hasta el momento mas de 1000 cumarinas de 800 especies
vegetales diferentes.® El primer representante de esta familia fue
aislado por Vogel en el afio 1820, del haba de la tonka, cuyo nombre
comun en Caribe es cumaru, de ahi el nombre que se le dio a esta
familia de compuestos.?* La diversidad estructural de los compuestos
derivados de las cumarinas permite su clasificacion en cumarinas

simples (con diferente sustitucion sobre los anillos), o bien en
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cumarinas mas complejas, en general, condensadas con otros
heterociclos: furanocumarinas, piranocumarinas, biscumarinas,

cumarinolignanos y triscumarinas.®

5 4

6 XN 3
2
7
0 o]

8
Figura 21: Estructura y numeracion de las cumarinas.

Las excelentes propiedades fotofisicas de estos compuestos
han hecho que sean ampliamente utilizados como agentes colorantes
de laseres, sondas fluorescentes para especies bioldgicamente
importantes, marcadores bioldgicos para supervisar la actividad de
enzimatica asi como detectores de propiedades farmacoldgicas y

88 E| rendimiento cuantico de

farmacocinéticas  precisas.
fluorescencia (¢) de estos colorantes suele ser muy alto, a menudo
cerca de la unidad. Estas sustancias sufren cambios sustanciales en sus
momentos dipolares en estado excitado, lo que causa grandes
desplazamientos de Stokes entre sus espectros de absorcion y
fluorescencia,®” que son extremadamente sensibles a la polaridad del
disolvente utilizado. Ademas, muchos derivados de cumarinas
presentan el fendmeno de la absorcién de dos fotones (TPA, del inglés
“two-photon absorption”), por el cual la molécula es capaz de
absorber simultdneamente dos fotones (de igual o distinta energia),
pasando del estado fundamental al estado electrénico excitado, a
través de un estado virtual, y posteriormente emitir fluorescencia con
una energia mayor (menor longitud de onda) que la de cualquiera de

los dos fotones excitatorios. 8&8°
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El TPA es un proceso éptico no lineal y se rige por reglas de
seleccidn diferentes a las de los procesos de absorcién de un solo
fotdn.®° Esta propiedad optoelectrénica hace de las cumarinas unas

excelentes sondas fluorescentes.

4.1.2.1. Aplicaciones de cumarinas como sondas fluorescentes.

En los dltimos afios, la investigacion sobre sondas
fluorescentes, en general, y aquellas derivadas de cumarinas, en

particular, ha sido uno de los temas candentes. %!

Solo parailustrar el alcance de estos estudios vamos a mostrar

algunos ejemplos.

En muchas ocasiones las cumarinas actian como unidades
sefalizadoras en sistemas que contienen unidas covalentemente las
unidades de reconocimiento. Algunos de estos sistemas han sido
utilizados para la deteccion selectiva de cisteina (Cys), homocisteina
(Hey) y glutation (GSH).*? Asi, por ejemplo, Guo et al.>® han disefiado
una cumarina funcionalizada con un tioéster que es capaz de
discriminar Cys sobre Hcy y GSH basandose en una reaccidn en cascada

de ciclacién inducida por Cys, como se muestra en el Esquema 16.
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Esquema 16: Mecanismo de deteccion de cisteina.

Ademads, se estudid este sistema en lineas celulares de
carcinoma de rifidon humano 786-0 que no presentan fluorescencia en
el canal azul, mientras que cuando son incubadas con el sensor, son

capaces de detectar la presencia de cisteina intracelular (Figura 22).

-

Figura 22: Imagen de la cisteina intracelular en linea celular de carcinoma de rifion
humano 786-0, antes y después de ser incubada con el sensor. 93
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En la bibliografia aparecen dos referencias sobre el uso de
derivados de cumarinas para la deteccion de CO. Ambas se basan en
el mismo principio, la capacidad del CO de reducir el Pd(ll) a Pd(0) y la

catalisis de esta especie en distintos procesos.

Dhara et al. desarrollaron el sensor que se muestra en el
Esquema 17.%* La sonda mostré una fluorescencia muy débil (¢ = 3.4
1073) ya que el grupo hidroxilo de la cumarina fue funcionalizado por
derivados alilicos de carbamatos, sin embargo, se transformd en un
resto cumarina libre altamente fluorescente (b = 4.467 10?%) en
presencia de CO y Pd(PPhs)4. La propuesta de mecanismo de deteccién
esta basada en un proceso de ciclacidn eliminacidn que se inicia por la

presencia de especies de Pd(0).

Q Pd(il) Pd(0)
P )j\ /\/'l‘ 0. 0. o co m
o™ N \n/ : : NN o. _o
ras AANGe1
pH 8 >
Fluorescencia OFF l
° ° ° N/ rll ('0 0. o
O o — SO
Fluorescencia ON

Esquema 17: Propuesta de mecanismo para el sensor de Dhara.%*

Finalmente, para visualizar los niveles de CO en células vivas
se estudiaron células de carcinoma de pulmdén humano A549, que se
incubaron con la sonda molecular y CORM-3 (como fuente de CO) en

presencia de PdCl,. Las sondas no mostraron ningun efecto citotéxico
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significativo y la deteccién de CO intracelular fue evidente mediante el

uso de microscopia confocal.

4.1.2.2 Sintesis de cumarinas mediante reacciones de
carbonilacion

La sintesis de cumarinas y de sus derivados es un drea de gran
interés por el inmenso nimero de compuestos de esta familia y el
amplio espectro de actividades bioldgicas que presentan, tal y como
se ha descrito anteriormente. Hay mucha bibliografia sobre
procedimientos cldsicos de sintesis entre los que podemos destacar las
reacciones de condensacion de Pechmann, Perkin, Knoevenagel,
Reformatsky o Wittig.%®

Sin embargo, dado nuestro interés en el desarrollo de un
dosimetro para la deteccion de CO, decidimos centrar nuestra
atenciéon en métodos de sintesis de cumarinas que implicaran en
reacciones de carbonilacion.®®

En 1993, Kalck et al. describieron un interesante proceso de
carbonilacion a partir de orto-alquenilfenoles, catalizado por Pd (11)*’
desde entonces, distintas variantes de este procedimiento han sido

utilizadas en muchas ocasiones (Esquema 18).
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a) Alper: Ciclocarbonilacién oxidativa catalizada por Pd

Pd(OAc),, ligando
CO (20-100 psi) SN
—oxidante 4, R
OH C]—[3CN 110 °C

b) Iwasawa: Carbonilacion catalizada por Pd

Pd(OAc),, (5 mol %)
COZ (1 alm) base H;0" X
—» R
Dlgllma 100°C 0
¢) Mascarenas y Gulias: Ciclocarbonilacion oxidativa lizada Cp*Rh(I1I)
R
[Cp*Rh(III)] (5 mol %)
CO balloon A
Oxldame R
CH;CN, 110 °C O ¢]
d) Kalck: Ciclocarbonilacion oxidativa lizada Cp*Co(III)
R' Cp*Co(CO)I, (10 mol %) R
Cu(OAc), H,0 (1.0 equivalente)
Ag,CO; (1.0 equivalente) A
R CO balon TR
OH O-xilene, 30°C O O

Esquema 18: Sintesis de cumarinas partiendo de alquenilfenoles.

Alper et al. realizaron este proceso de carbonilacién utilizando
CO bajo presiones relativamente elevadas,®® pero también puede
realizarse con C0,.*° Por otro lado, Mascarefias y Gulias utilizan

Cp*Rh(Ill) como catalizador,*®

mientras que Kalck et al. utilizan el
mismo catalizador pero de cobalto.!® Parece que las mejoras que se
van introduciendo implican unas condiciones mas suaves de reaccién
por lo que cada vez mas grupos funcionales son capaces de tolerarlas.
Es importante destacar que la presidon de un globo lleno de CO es
suficiente para mantener una alta reactividad, como se observa en los
dos ultimos procedimientos descritos en el Esquema 18. En todos los

casos se proponen ciclos cataliticos oxidativos como se muestra en el

Esquema 19. Segun describen los autores,’® el mecanismo de la
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ciclocarbonilacion oxidativa de 2-vinilfenoles catalizada por Pd(ll) se
iniciaria por la formacién de un fendxido de Pd(ll) a través de una
reaccion de intercambio de ligando entre el fenol y uno de los acetatos
unidos al paladio, con pérdida de acido acético. Este complejo
reacciona con CO formandose un nuevo complejo en el que el
mondxido de carbono estd unido al metal. Posteriormente se produce
una transposicion del mondxido de carbono y éste se inserta en el
enlace Pd-O del fendxido para dar una especie de fenoxicarbonil
paladio (Il). A continuacidon se produce la insercidn del grupo vinilo en
el enlace Pd-CO dando lugar a una especie intermedia de alquilpaladio
que finalmente experimenta una reaccion de B-eliminacién de hidruro
para dar lugar a la cumarina y a una especie de Pd(0) que se reoxida

en presencia de aire de nuevo a Pd(ll).

L HX, ox
-HX \Pdo
L\ X /_~ / Oxidacién
Pd (D t L X
/\, \ /
\/ Pr.l m)

B-H eliminacién
\g on

K o @(ﬁ;\_}
C
©§W

[e]
X
an/

\ 0—Pd—L

co
an/
—Pd—L
\ \
X

L

Esquema 19: Mecanismo propuesto por Alper et al.
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Se han descrito procedimientos similares de inserciéon de CO
para la formacidn de &-lactonas desde o-arilfenoles'®'% |o que indica

la amplitud de la metodologia.
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4.2 Objetivos

El objetivo global del presente capitulo es el disefio, sintesis y
evaluacion de un quimiodosimetro para la deteccién fluorescente de

monoxido de carbono.

La estrategia se basara en detectar la presencia del mondxido
de carbono mediante la aparicion de fluorescencia debida a la
generacion in situ de cumarinas fluorescentes, a través de una

reaccion de carbonilacidén de un 2-alquenilfenol en presencia de Pd(ll).

Los objetivos concretos que se plantean son:

Sintesis y caracterizacidn de 2-alquenilfenoles
Preparacion y evaluacion de quimiodosimetros basados en 2-
alquenilfenoles y Pd(ll) para la deteccidn fluorescente de CO a

través de la formacion de una cumarina.

86



87



4.3 Resultados y discusion

Como se ha mencionado anteriormente, dadas las
interesantes propiedades fotofisicas de las cumarinas y la posibilidad
de prepararlas por una reaccién de carbonilacién catalizada por Pd(ll)
a partir de 2-alquenilfenoles, se decidid disefiar un quimiodosimetro
para la deteccion fluorescente de mondxido de carbono empleando
un alquenilfenol adecuado en presencia de Pd(ll). EIl mecanismo de

deteccidon se muestra en el Esquema 20.

R R'
Pd(II) S
R R
OH co o o
No fluorescente Florescente

Esquema 20: Mecanismo deteccion

4.3.1 Sintesis de 2-vinilfenoles
Para la sintesis de los 2-vinilfenoles decidimos basarnos en el

trabajo publicado por Alper et al.®® en el que sintetizan cumarinas a
partir de 2-vinilfenoles, mediante una reaccion de ciclocarbonilacion
oxidativa catalizada por Pd (ll) y en presencia de aire como oxidante

(Esquema 21).

Pd(OAc),, ligando
CO (20-100 psi)

- X
R oxidante R
OH CH;CN, 110 °C o o

Esquema 21: Sintesis de cumarinas partiendo de 2-alquenilfenoles.

Como 2-vinilfenol para el disefio del quimiodosimetro nos
propusimos sintetizar el compuesto 23, que en presencia de Pd(ll) y de

CO, conduciria a la cumarina 17 conocida como Cumarina-481 o
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Cumarina-35. (Figura 23) Esta cumarina fue escogida debido a sus
excelentes propiedades fluorescentes descritas en la bibliografia
(Esquema 22).% Sin embargo, para poner a punto el sistema decidimos
ensayar en primer lugar, la obtencidn de la cumarina 16 a partir del 2-
vinilfenol 18, CO y Pd (ll), por ser ésta una de las cumarinas sintetizadas

en el trabajo de Alper.%®

¢
L

18 16
CF; CF,
co o=
E—
N OH N o [¢]

L. N

Esquema 22: Deteccion de las cumarinas 16 y 17 a partir de los 2-vinilfenoles 18 y 23

Sintesis de 2-(1-fenilvinil)fenol 18
Se propuso la obtencién del 2-alquenilfenol 18 por

deshidratacién del alcohol 22 (Esquema 23), que a su vez se podria
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obtener por adicion de exceso de bromuro de fenilmagnesio a 2-

hidroxiacetofenona.

Esquema 23: Andlisis retrosintético para el precursor 18.

Asi pues, se hizo reaccionar 2-hidroxiacetofenona con 2
equivalentes de bromuro de fenilmagnesio en THF seco a 0 °C,
afiadiendo posteriormente acido sulfurico para llevar a cabo in situ la

deshidratacion del alcohol terciario 22 (Esquema 24).2%

MgBr

o
© dk
THF
OH

Esquema 24: Sintesis del compuesto 18.

Dado que la reaccién daba lugar a una mezcla muy dificil de
separar y muy poco producto deseado, acorde a las sefiales de *H-RMN

se decidid realizar la deshidratacion en una etapa posterior a la
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reaccion de adicidn al carbonilo. De esta forma se pudo aislar el diol

22 con un 53 % de rendimiento.

Para llevar a cabo la deshidratacion del alcohol terciario se

probaron dos estrategias distintas.

En primer lugar, se intentd la deshidratacién con H,SO,, pero
se obtuvieron varios productos secundarios, que no lograron
separarse satisfactoriamente mediante cromatografia de columna.
Por ello se decidié llevar a cabo la deshidratacién haciendo uso de
yodo como oxidante en atmodsfera de argdn, a reflujo en tolueno

durante 5 horas (Esquema 25).1%

Esquema 25: Sintesis de 18 con |, como oxidante.

En este caso se pudo obtener el alqueno 18 sin necesidad de

purificacién y con un rendimiento del 58 %.

Sintesis del vinilfenol 23
El segundo 2-vinilfenol elegido para la preparacién del
quimiodosimetro fue el compuesto 23, que en presencia de CO y Pd(ll)

daria lugar a la cumarina 17 .

17 23

Figura 23: retrosintesis de la cumarina 17.
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Para la sintesis del 2-vinilfenol 23, se planteé la retrosintesis
gue se muestra en el Esquema 26. Asi, 23 se obtendria por una
reaccion de Wittig a partir de la cetona 24, la cual se prepararia

mediante una acilacion de Friedel-Craft sobre 3-dietilaminofenol.

S
S S

24

Esquema 26: Retrosintesis del precursor 23.

En primer lugar, se llevé a cabo la proteccién del hidroxilo

fendlico en el 3-dietilaminofenol para obtener el acetato 25 (Esquema

o
k /©\ o L OWP L /@\ )]\
—_—
)N OH DCM )N 0

(CF3C0),0
Et,0

[o] o
L /@f - = L /d CF3
—_—
N )\ THF N H
26

27).

Jo J

Esquema 27: Sintesis del compuesto 24.

Una vez protegido el alcohol, se obtuvo la trifluorometilcetona
26 con un 56 % de rendimiento, por reaccién del compuesto 25 con

anhidrido trifluoroacético en éter a reflujo durante 3 horas.
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Una vez obtenido el compuesto 26 se procedié a la
desproteccidon del grupo alcohol mediante tratamiento con acido
clorhidrico 2 M. Tras este paso el compuesto se purific6 mediante
cromatografia en columna, obteniéndose 24 con un 82 % de

rendimiento.

Una vez obtenido el compuesto 24 se procedié a sintetizar el
algueno 23 mediante una reaccion de Wittig. Para ello, se prepard
primero el correspondiente iluro de fdésforo por reaccién de
CH3P(Ph)sBr con NaH en THF y a continuacion se ainadid el compuesto
24 (Esquema 28). Se ensayaron distintos tiempos de reaccién, con el
fin de optimizar el rendimiento. El mejor rendimiento (50 %) se obtuvo

tras dejar reaccionar 24 y el iluro de fésforo durante 3 dias.

(¢}
—_—
)N OH NaH N H

24 23

Esquema 28:0Obtencion del compuesto 23 a partir de una reaccion de Wittig.

4.3.1 Estudio del empleo de los 2-vinilfenoles 18 y 23 y Pd(ll)
como posibles sondas para la deteccién de CO.

Una vez sintetizados los 2-vinilfenoles 18 y 23 se procedié a
ensayar su uso, en presencia de Pd(ll), para la deteccién fluorogénica
de CO, mediante la formacidn de las respectivas cumarinas. Tal y como
describen Ferguson et al., para que la reaccién funcione se necesita la

presencia de un ligando que coordine al Pd(ll). La 1,10-fenantrolina
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(Phen) es uno de los ligandos que da mejores resultados vy, por ello, se
decidio utilizarlo en los ensayos, en una relaciéon equimolecular
Pd/Phen. Para llevar a cabo los primeros ensayos se introdujo en un
baléon de reaccién una disolucién de compuesto 18, Pd(OAc); y
fenantrolina en acetonitrilo. Posteriormente se burbujeé CO de una

bala con una concentraciéon de 1000 ppm (Esquema 29).

En el 'H-RMN se observé que la reaccién no funciond y ademés

se observé un posible deterioro del producto de partida.

OH

Ph Ph

Esquema 29: Reaccion directa de 18 con paladio para dar lugar a la cumarina 16.

Con objeto de emplear una mayor concentracién de CO, para
llevar a cabo pruebas cualitativas de deteccion, se decidid generarlo a
partir de la reaccidn entre acido féormico y 4cido sulfurico (Esquema

30).

Q H,S0,
—» Co+H,0
H OH

Esquema 30: Obtencion de CO a partir de dcido férmico.

El CO desprendido en la reaccion se recogiéo en un baldn,
previamente purgado a vacio, de donde se extrajo el volumen deseado
de gas con una jeringa para llevar a cabo los experimentos de

deteccion.
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Asi pues, se hizo reaccionar una mezcla del 2-vinilfenol 16,
Pd(OAc), y fenantrolina en acetonitrilo, con CO generado como se ha
indicado anteriormente. Sin embargo, el andlisis del espectro de H-
RMN del crudo no mostrd la presencia de la cumarina deseada. Con
objeto de intentar detectar la formacidn de la cumarina, aunque fuera
en muy baja concentracion, se decidid utilizar una técnica mucho mas
sensible, como es la espectroscopia de emisién de fluorescencia. Sin
embargo, cuando se registrd el correspondiente espectro de
fluorescencia, no se observé la banda correspondiente a la cumarina

en el espectro de emision.

Tras esta prueba se decidié cambiar el disolvente y se escogio

MeOH debido a que en la bibliografia se utiliza habitualmente.1%®

0,5
w— Reactivo 18

0,4 — ReaCtivo + CO
>
E 0,3
©
£
202
<

0,1

0 e —
200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Grdfica 6: Espectro UV-Vis de la reaccion de 18 con CO para la obtencion de 16. Linea
azul: 18 + fenantrolina + Pd(ll). Linea roja una vez afiadido el CO.
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En el espectro de UV-Vis (Grafica 6) se pudo observar ahora la
aparicion de una banda cerca de 300 nm que puede corresponder a la

formacion de la cumarina 16.

Para obtener informacion adicional, se realizd también un

espectro de IR (Figura 24):
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Figura 24: Espectro IR de la reaccion de 18 con CO para la obtencion de 16.

En el espectro se seguia observando la banda correspondiente
al hidroxilo del producto de partida, pero también se pudo ver la
aparicion de una banda sobre 1700 cm™ caracteristica del grupo

carbonilo, que corresponderia a la cumarina formada.

De igual manera, se decidio estudiar mediante UV-Vis e IR la
formacién de la cumarina 17 a partir del 2-vinilfenol 23 empleando las

condiciones anteriores (Esquema 31).
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OH o]
Pd(OAc),, fenantrolina, CO |
CF3 _— CF;
MeOH

" "
23 17

Esquema 31: Reaccion directa de 26 con paladio para dar lugar a la cumarina 17.

Como se observa en la Grafica 7 el espectro de UV-Vis de 23 y
Pd(ll) en presencia de un exceso de CO mostré la presencia de un
nuevo pico sobre 400 nm en la zona en la cual absorbe la cumarina

17.5

0,7

e Reactivo23
0,6
e Reactivo 23 + CO

0,5
0,4

0,3

Absorbancia

0,2

0,1
=

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Grdfica 7: Espectro de UV-Vis del compuesto 23 con CO para la obtencion de 17 Linea
azul: 23 + fenantrolina + Pd(ll). Linea roja una vez afiadido el CO.
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La aparicion de la banda correspondiente al car

bonilo en su

espectro de IR también confirmd la presencia de cumarina (Figura 25).
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Figura 25: Espectro de IR de la reaccion de 23 con CO para la obtencidn de 17.

En este caso, dado que esta descrito que la cumarina 17
presenta una fluorescencia intensa a 512 nm, se procedid a registrar
el espectro de emision de fluorescencia del producto de la reaccidn,
que se muestra en la Gréfica 8. El maximo de emision de esta cumarina
en MeOH, irradiando a 400 nm, se observé a 514 nm, que coincide con
el mdximo de emision en este mismo disolvente descrito en la
bibliografia.?” Asi pues, pudimos comprobar que en MeOH nuestro
quimiodosimetro era capaz de detectar la presencia de CO mediante

cambios de fluorescencia.
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Grdfica 8: Espectro fluorescencia de la cumarina 17 obtenida a partir de 23

Con la finalidad de poder cuantificar de forma mas exacta la
cantidad de CO detectada por nuestro quimiodosimetro, se intentd
hacer uso de moléculas que, en determinadas condiciones, liberan CO
en disolucidn, también conocidas como CORM de sus siglas en inglés
CO-releasing molecules. En concreto, decidimos ensayar el empleo de
CORM-3 [Ru(CO)sCl(glicinato)] (Figura 26) que es soluble en agua y con
una liberacidn lenta y controlada de CO, en la reaccién con 23 y
Pd(Il)/Phen para obtener la cumarina 17. Estas reacciones se llevaron
a cabo directamente en las cubetas de fluorescencia. Para ello se
introdujeron todos los reactivos excepto el CORM-3 que se afiadié en
ultimo lugar y se termostatizd la reaccion a 37°C, midiendo Ia
fluorescencia de la mezcla tras 12 horas. Sin embargo, ninguna de las

reacciones llevadas a cabo (se probaron distintas concentraciones de
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CO: de 50 a 100 pM) con CORM-3 (103 M en H,0) dio lugar a la

cumarina esperada.

fo 8

ocll,(,Rlu«:

oc? L o
o)

Figura 26: Estructura de CORM-3.

4.3.2 Segunda aproximacién al disefio de un quimiodosimetro de
CO: Empleo de un complejo preformado entre el 2-vinilfenol,

Pd(ll) y fenantrolina.

Para poder llevar a cabo la reaccién de deteccién de CO de una
manera mas sencilla, e intentar mejorar la sensibilidad, se propuso
sintetizar y aislar previamente el complejo formado entre el

correspondiente 2-vinilfenol, Pd(ll) y fenantrolina.

Esquema 32: Complejo preformado entre el 2-vinilfenol, Pd(ll) y la fenantrolina.
Este tipo de complejos intermedios de Pd(ll) se postulan en la
reaccién de carbonilacién descrita por Ferguson.®® Por otro lado, en la
bibliografial® se describe el aislamiento de algunos complejos

intermedios semejantes.
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4.3.2.1 Sintesis de los complejos

En un primer lugar se intenté realizar la sintesis de los
complejos de Pd(ll) correspondientes mediante una ruta sintética de
dos pasos.”® Asi, por ejemplo, para la sintesis del complejo entre el
vinilfenol 18 y Pd(ll), en el primer paso de reaccion se formaria el
compuesto 27 con dos moléculas de DMSO coordinadas al Pd(Il), que
se aislariay caracterizaria para posteriormente sintetizar el compuesto
28, reemplazando las dos moléculas de DMSO por una molécula de
fenantrolina (Esquema 33). Sin embargo, debido a la imposibilidad de

aislar el compuesto 27, se llevaron a cabo las dos reacciones

DMSO\ /DMSO

OH Pd 4

N N /
\Pd
o~ o”
Pd(OAc), Fenantrolina |
—_— —_—
DMSO pn  DCM Ph
28

sucesivamente.

18 27

1) Pd(OAc), DMSO

2) Fenantrolina, DCM

Esquema 33: Primera aproximacion de sintesis del complejo 28.

Asi pues, se hizo reaccionar el compuesto 18 en DCM con un
equivalente de Pd(OAc), y 2 equivalentes de DMSO. Transcurridos 40
min se afiadid un equivalente de fenantrolina. El complejo de paladio
correspondiente se aislé por filtracién a vacio con un 78 % de

rendimiento.
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Una vez obtenido el complejo 28 se procedid a sintetizar el
complejo correspondiente entre el vinilfenol 23, Pd(Il) y fenantrolina
siguiendo el mismo procedimiento, obteniéndose el producto deseado
29 con un rendimiento del 80 %. Ambos compuestos fueron

debidamente caracterizados mediante espectroscopia de *H-RMN.

OH \ N/ N\ /
1) Pd(OAc), DMSO Npd”
_— o~
2) Fenantrolina, DCM \
/\N Fy
/\N

23 29

Esquema 34: Sintesis del complejo 29.

4.3.2.2 Ensayos del empleo de los complejos 28 y 29 como
posibles sondas para la deteccién fluorescente de CO.

Los experimentos para evaluar la eficacia de los complejos 28
y 29 como sensores de CO se realizaron de manera semejante a los
empleados previamente con la mezcla de los vinilfenoles 18 o 23, Pd(ll)

y fenantrolina.

Asi pues, se hizo reaccionar el complejo correspondiente,
disuelto en DCM y a temperatura ambiente, con un exceso de CO
obtenido directamente de una bala de 1000 ppm. Tras 10 minutos, se
evaporé el disolvente y el crudo se redisolvié en MeOH para llevar a

cabo las medidas de fluorescencia.

102



Cuando se ensayd el complejo 28, el correspondiente espectro
de UV-Vis no mostré ninguna variacion significativa en las bandas del

complejo con lo cual no se pudo extraer informacion.

Cuando se realizé el mismo experimento empleando el
complejo 29, se pudo observar claramente en el espectro de UV-Vis la
aparicion de una nueva banda a alrededor de 400 nm correspondiente
a la formacién de la cumarina correspondiente (Grafica 9). Ademads, en
el espectro de IR se observé también la aparicién de la banda

correspondiente al carbonilo (Figura 27).

m——  COMpuesto 29

a——  COMpuesto 29 con CO

Absorbancia

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Grdfica 9: Espectro de UV-Vis de la reaccion del complejo 29 con CO.
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Figura 27: Espectro de IR de la reaccién del complejo 29 con CO.

Para evaluar el comportamiento del complejo 29 como
guimiodosimetro para la deteccion fluorescente de CO, se registré el
correspondiente espectro de fluorescencia en metanol. (Grafica 10),
observandose el maximo de emisiéon a 514 nm (irradiando a 400 nm

caracteristico de la cumarina 17).

~ Intensidad fluorescencia (u.a.)
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Grdfica 10: Espectro de fluorescencia de la reaccion de 29 con CO.
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Ademas, en este caso el cambio de fluorescencia era visible a
simple vista bajo una lampara de UV a 254 nm, como se muestra en la

Figura 28.

Figura 28: Cambio de fluorescencia (10°M y 10* M de 23 en MeOH) antes y después
de la exposicion a CO

Por ultimo, para estimar de manera mas precisa la respuesta
de los quimiodosimetros frente al CO y evaluar la sensibilidad del
método, se decidié utilizar un caudalimetro, disefiado por el IDM, el
cual nos permitié burbujear sobre las disoluciones de los complejos 28

y 29 concentraciones bien definidas de CO.

El sistema en cuestidn que se utilizd es un sistema consistente
en dos caudalimetros controlados por medio de una aplicacién
informatica. Uno de los caudalimetros se encuentra conectado a la
bala de CO de 1000 ppm de concentracidn, y otro conectado a una bala
de nitrégeno puro para diluir el gas. La salida de ambos caudalimetros
estd conectada a un recipiente de mezcla de gases con tres olivas. La
tercera oliva se conecta a una aguja que permite burbujear el gas en

la solucién deseada(Figura 29).

105



Figura 29: Sistema de caudalimetro empleado en las medidas con gases.

Asi pues, para comparar la sensibilidad a la detecciéon de CO
por parte de los complejos 28 y 29, se hizo reaccionar una disolucion
de cada complejo en MeOH (10* M) con 800 ppm de CO durante 10
min y se registraron los correspondientes espectros de emisién de
fluorescencia. Este experimento dio lugar a mejores resultados por
parte del complejo preformado 29, siendo su fluorescencia y por tanto
su capacidad para detectar CO, 3 veces mayor (Grafica 11). Por ello se

decidié continuar los estudios Unicamente con este compuesto.
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Compuesto 29

Compuesto 28

Intensidad fluorescencia (u.a.)
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Grdfica 11:Espectros de fluorescencia de la reaccion de 28 y 29 con CO en MeOH.
Aexc= 400 nm.

Para determinar el tiempo de espera tras burbujear el CO en
la disolucidn para llevar a cabo la medida y obtener una fluorescencia
maxima se realizaron una serie de cinéticas a distintos tiempos y se
observé que el tiempo éptimo para las medidas era de 60 minutos. Asi
pues, para realizar cada una de las medidas, se burbujeé CO a través
de la disolucion metandlica del complejo en la cubeta durante 10
minutos y, al acabar este tiempo, se procedié a enrasar de nuevo con
mas disolvente el volumen de la disolucion hasta el volumen original.
Se tapd la cubeta y pasados 60 minutos se realizé la medida de emisidn
de fluorescencia en el fluorimetro con una longitud de onda de
excitacion de 400 nm registrando los espectros de fluorescencia a

distintas concentraciones de CO.
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Grdfica 12: Medidas fluorescencia complejo 29 con CO.

Como se observa en la Grafica 12 el quimiodosimetro 29 es
capaz de detectar la presencia de CO a concentraciones por encima
de 50 ppm. Por falta de tiempo no se pudo hacer un mayor nimero

de medidas para estimar el limite de deteccién.
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4.4 Conclusiones

En este capitulo se ha abordado el disefio de un dosimetro
para la deteccidn fluorescente de CO en estado gaseoso, empleando
una reaccidn de carbonilacidon de 2-vinilfenoles, catalizada por Pd(ll),
que da lugar a la formacion de cumarinas fluorescentes. Para ello se
han empleado dos aproximaciones, una de ellas empleando como
quimiodosimetro una mezcla de 2-vinilfenol y fenantrolina, en
presencia de una cantidad catalitica de Pd(Il) y otra en el que se ha

sintetizado un complejo entre el 2-vinilfenol, Pd(Il) y fenantrolina.

Este ultimo dosimetro ha permitido la deteccidn fluorescente
de CO tanto mediante el empleo de un fluorimetro, como a simple

vista bajo una [dmpara de UV-Vis.

Para futuras investigaciones se deben realizar los
experimentos pertinentes para evaluar el limite de deteccién del
dosimetro, asi como experimentos de selectividad con otros gases que

pudieran actuar como interferentes.
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4.5 Procedimiento experimental

4.5.1 Sintesis de moléculas precursoras

Obtencidn de 2-(1-hidroxi-1-feniletil)fenol (22)

En un balén de fondo redondo de 100 HO OH

mL de 2 bocas bajo atmdsfera de argén y

provisto de agitacion magnética se disolvio 2- O O
hidroxiacetofenona (3.6 mL, 30 mmol) en 50 mL de THF seco. Se enfrio
la mezcla con ayuda de un bafo de hielo y, una vez fria, se le afiadié
bromuro de fenilmagnesio (20 mL, 60 mmol). Se dejoé la mezcla de
reaccidn en agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se afiadié cloruro aménico saturado, se evapord
el THF y se redisolvid la mezcla resultante en éter para lavarla con H,0.

La fase orgdnica se secé sobre MgS0,4anhidrido, se filtrd y se evapord

el disolvente a vacio.

El producto se purificd6 por cromatografia de columna
cromatografica, utilizando silica gel como fase estacionaria y como
eluyente una mezcla de hexano/éter dietilico 7:3, obteniendo
finalmente 3.38 g del alcohol 22 (53 % de rendimiento). El producto se

caracterizé por *H-RMN.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) 6 = 8.36 (s, OH), 7.39-7.43 (m, 2H),
7.28-7.37 (m, 3H), 7.16-7.22 (m, 1H), 6.99 (dd, J = 8.0 Hz, 1.6 Hz, 1H),
6.80-6.88 (m, 2H), 2.84 (s, OH), 2.00 (s, 3H)
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Obtencidn de 2-(1-fenilvinil)fenol (18)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL OH
de 2 bocas provisto de agitacidon magnética se
disolvié 22 (3.06 g, 14.29 mmol) en 15 mL de O O
tolueno seco. Una vez disuelto,se afiadié yodo (14 mg, 0.055 mmol).

La reaccion se dejo a reflujo en atmdsfera de argdon durante 5 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se dejo enfriary se llevo a cabo
el tratamiento de la reaccidn, en la cual se hicieron dos lavados con
Na,S;05 y uno con NaCl en un embudo de decantacién y se recoge la
fase orgénica, la cual se secé con MgSO, anhidrido, se filtro y se llevé
a sequedad con ayuda del rotavapor. Se obtuvo el producto puro sin

necesidad de pasar por columna con un rendimiento del 58 % (1.64 g).

H-RMN (300 MHz, CDCls) & = 7.27-7.32 (m, 5H), 7.20 (ddd, J =
8.2 Hz, 7.3 Hz, 1.8 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 7.5 Hz, 1.7 Hz, 1H), 6.85-6.91
(m, 2H), 5.81 (s, 1H), 5.37 (s, 1H), 5.12 (s, OH).

3C-RMN (75 MHz, CDCls) & = 153.52, 145.69, 139.92, 130.68,
129.38, 128.60 (2C) , 128.35, 127.94, 127.05 (2C) , 120.25, 116.53,
115.93.
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Obtencion de 3-(dietilamino)fenil acetato (25)

En un matraz de fondo redondo de 2 o
bocas de 100 mL provisto de agitacion L /@\ )]\
magnética y bajo atmdsfera de argdn se )N ©
disolvié 3-dietilaminofenol (4.26 g, 25 mmol)

en 50 mL de DCM seco y seguidamente se adicié anhidrido acético.
(3.8 mL, 46 mmol) Tras 15 minutos se anadi6 DMAP (155 mg, 152

mmol) y, 15 minutos después, se afiadié trietilamina (4.2 mL, 30 mmol)

y se dejé reaccionar toda la noche.

Una vez transcurrido el tiempo se llevd a cabo su extraccion
con NaHCOs saturado y salmuera. Se secé la fase organica con MgS0,

anhidrido, se filtré y se elimind el disolvente a vacio.

Para su purificacion se llevd a cabo una cromatografia de
columna usando como fase estacionaria silica gel y como fase movil
una mezcla de hexano/ éter dietilico 7:3, obteniendo 2.91 g de 25 (56

% de rendimiento).

1H-RMN (300 MHz, CDCI3) 6 = 7.13-7.27 (m, 1H), 6.54 (ddd, J
= 8.5 Hz, 2.3 Hz, 1.1 Hz, 1H), 6.32-3.40 (m, 2H), 3.33 (q, J = 7.1 Hz, 4H)
,2.28 (s, 3H), 1.17 (t, ) = 7.1 Hz, 6H).
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Obtencion de 1-(4-(dietilamino)-2-hidroxifenil)-2,2,2-trifluoroetan-1-

ona (26)

En un matraz de fondo redondo de o]
100 mL de dos bocas provisto de agitacién CF,
magnética se afladié compuesto 25 (3 g, 14.07 k
mmol) disuelto en 30 mL de dietiléter seco y )N o
seguidamente se afiadié de TFAA (5 mL, 35.20

mmol). Se dejd la reaccidn en agitacion y bajo atmédsfera de argdén

durante 5 horas.

Transcurrido este tiempo, se elimind y se redisolvid el
compuesto 26 en 40 mL de THF en un matraz de dos bocas de 100 mL
provisto de agitacion magnética y se afiadié 20 mL de HCl 2 M. Se dejo
la mezcla de reaccion a temperatura y presion ambientes durante toda

la noche.

Se eliminé el THF a vacio, se redisolvieron en éter dietilico y se
llevd a cabo extracciones con agua y salmuera. Tras esto, se secd la
fase organica con MgS0O,anhidrido, se filtré y se elimind el disolvente
con rotavapor. Se obtuvieron 3.04 g de 24 puro sin necesidad de llevar

a cabo una separacion cromatografica ( 82 % de rendimiento).
'H-RMN (300 MHz, CDCl3) & = 11.83 (s, OH), 7.57 (dq, J = 9.4

Hz, 2.4 Hz, 1H), 6.27 (dd, J = 9.5 Hz, 2.6 Hz, 1H), 6.12 (d, ] = 2.6 Hz, 1H),
3.44 (q, ) = 7.2 Hz, 4H), 1.23 (t,J = 7.1 Hz, 6H).
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Obtencion de 5-(dietilamino)-2-(3,3,3-trifluoroprop-1-en-2-yl)fenol
(23)

En un matraz de fondo redondo de 3
bocas de 100 mL provisto de agitacidén CF,
magnética y bajo atmodsfera de argéon se OH

L

N

afiadié de NaH (60 %) (1.16 g, 29.12 mmol) y )
(Ph)sPCH3Br (5.20 g, 14.56 mmol), y se disolvieron en 40 mL de THF
seco. Esta mezcla se dejo reaccionar durante 1 hora en un bafio de
hielo. Una vez transcurrido este tiempo, se quito el bafo de hielo y se
afiadié el compuesto 24 previamente disuelto en éter dietilico seco. Se
dejé la mezcla de reaccion durante 3 dias. Pasado este tiempo se
afiadié NH4Cl y se generaron gases. Una vez dejo de burbujear, se
elimind el THF y se realizd una extraccién con Et;0. La fase organica se

secé con MgSQOsanhidrido, se filtré y se elimind el disolvente a vacio.

Para su purificacidon se realizd una cromatografia con silica gel
como fase estacionariay empleando una mezcla de hexano/AcOEt 7:3

como eluyente, obteniéndose 950 mg de 23 (50 % de rendimiento).
H-RMN (300 MHz, CDCl3) § = 7.05 (d, J =9.5 Hz, 1H) , 6.22-6.29
(m, 2H), 5.69 (s, 1H), 6.14 (s, 1H), 3.34 (g, ) = 7.1 Hz, 4H), 5.13 (sa, OH),

1.17 (t,J = 7.1 Hz, 6H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl3) 6 =154.59, 149.75, 130.57, 125.10,
122.95, 121.46, 106.90, 104.36, 98.41, 44.45 (2C), 12.72 (2C).
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Obtencidn del complejo 28

En un matraz de fondo redondo de 3

bocas de 50 mL provisto de agitacion magnética

y bajo atmdsfera de argdn se aiadié 18 (165 mg, N AN

Pd
0.84 mmol), disuelto en 5 mL DCM y se afiadié de o~ |
Pd(OAc), (180 mg, 0.84 mmol) y DMSO (0.12 mL, Ph

1.68 mmol). Esta mezcla se dejé reaccionar

durante 40 minutos para formar un pre-complejo con DMSOy, una vez
transcurrido este tiempo, se afadid fenantrolina (151 mg, 0.84 mmol)
para la formacion del complejo final. Se dejé la reaccién en agitacion

durante la noche.

Para el aislamiento de este complejo, se llevé a cabo una
filtracidn a vacio lavando con éter dietilico, obteniendo 314 mg de un

sélido de color naranja (78 % de rendimiento).

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d®) & =9.38 (dd, J = 4.3 Hz, 1.2 Hz,
1H), 9.31(d, J = 5.1 Hz, 1H), 8.88-8.94 (m, 2H), 8.23-8.29 (m, 3H), 8.06-
8.08 (m, 1H), 7.38-7.43 (m, 2H), 7.28-7.33 (m, 3H), 7.03-7.06 (m, 1H),
6.93-6.99 (m, 1H), 6.76 (dd, J = 8.0 Hz, 1.4 Hz, 1H), 6.46 (s, 1H), 6.31-
6.36 (m, 1H),
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Obtencidn del complejo 29

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 50 mL provisto
de agitacion magnética y bajo atmadsfera de

argdén se afiadié 23 (123 mg, 0.47 mmol)) — —

disueltos en 5 mL en DCM y a continuacion \ N/ \N /
~. 7
se anadio Pd(OAc), (106 mg, 0.47 mmol) y _Pd

DMSO (0.07 mL, 0.94 mmol). Se dejo
reaccionar la mezcla durante 40 minutos y,
a continuacién, se afiadié fenantrolina (85
mg, 0.47 mmol), dejando la reaccidn en

agitacién durante la noche.

Al dia siguiente se pard la reaccién y se aislé el complejo
mediante filtracidon a vacio lavando con éter dietilico, obteniendo 188

mg de un sélido de color rojo 29 (80 % de rendimiento).

H-RMN (300 MHz, DMSO-d®) & = 9.04 (ddd, J = 12.6 Hz, 5.1 Hz,
1.3 Hz, 2H), 8.69 (d, 8.2 Hz, 2H), 8.01-8.07 (m, 3H) , 7.93 (dd, J = 8.2
Hz, 5.2 Hz, 1H), 7.13 (dd, J = 8.9 Hz, 2.3 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.28 (d, J
= 2.7 Hz, 1H), 6.02 (dd, J = 9.0 Hz, 2.7 Hz, 1H), 3.35 (g, J = 7.0 Hz, 4H),
1.15 (t, J = 7.0 Hz, 6H).
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4.5.2 Procedimiento para la generacion de CO

La generacién de CO (g) en el laboratorio se llevé a cabo a

partir de la siguiente reaccion:

H,SO,
HCOOH ——— CO + H,O
Para ello, se realizé un montaje (iError! No se encuentra el
origen de la referencia.) con dos matraces de fondo redondo de 250

mL como el que se muestra en la Figura 30.

~
o
(@]

Figura 30:Montaje para la formacion de CO.

En primer lugar, se hizo el vacio en ambos matraces. Una vez
hecho el vacio, en el matraz B del montaje, el cual estaba provisto de
un agitador magnético se afiadieron 0.83 mL (15 mmol) de H,S0, (96
%) y 0.6 mL (15 mmol) de HCOOH (95 %) y se calentd a 70 °C. Se dejd
reaccionar unos minutos para que se generase CO. Para llevar a cabo

la recogida del CO, se abrid la llave para permitir que el CO pase al
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matraz A. A continuacidn, se cerro la llave y se recogio el CO generado

con ayuda de una jeringuilla.

4.5.3 Ensayos de deteccion de CO

Deteccion de CO a partir de la mezcla de 18 y 23, Pd(ll) y

fenantrolina

Se disolvieron 18 o0 23 (50 mg, 0.255 mmol) en 50 mL de DCM
en un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto de agitacidon
magnética, y se afiadié una cantidad catalitica (10 %) de Pd(OAc), y de
fenantrolina. A continuacidn, a la mezcla de reaccién se le burbujeé
CO en exceso de una bala de CO de 1000 ppm de concentracion
durante un tiempo adecuado y se dejo en agitacién durante toda la
noche. Una vez transcurrido este tiempo, se secé el disolvente a vacio
y, a continuacion, se le anadio Et,O debido a que las cumarinas son
solubles en él mientras que los complejos de Pd no lo son. Se traspasd
al matrazy se volvio a llevar a sequedad. Por ultimo, el crudo obtenido
se disolvié en MeOH vy se llevd a cabo su estudio por espectroscopia
UV-Vis e infrarroja. En el caso del vinilfenol 23, se registré el estudio
mediante espectroscopia de emisién de fluorescencia. Para ello, el
crudo de reaccidn obtenido directamente se filtré y se diluyé con

MeOH.

En base a la capacidad fluorescente de este compuesto y a su
gran interés, se vuelve a realizar la reaccion de deteccion de CO, pero
esta vez el crudo de reaccion obtenido se filtré y se diluyé con MeOH

para ser directamente estudiado por espectroscopia de fluorescencia.
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Deteccién de CO a partir de los complejos 28 y 29

Para los experimentos de deteccion de CO mediante
espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia se prepararon disoluciones
de 28 y 29 en MeOH de concentracion 10° M en cubetas de
fluorescencia.

Una vez preparada la disolucidon se burbujed la cantidad
necesaria de CO con el caudalimetro y se dejé reaccionar durante 10
minutos. A continuacidn, se registraron los correspondientes

espectros de absorcién UV-vis y emision de fluorescencia.
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Capitulo 5: Quimiosensores para la
deteccion colorimétrica de serotonina
basados en nanoparticulas de oro
funcionalizadas con ciclodextrinas






5.1. Introduccion

El disefio de sensores cada vez mas eficaces se esta apoyando
mucho en el desarrollo de materiales novedosos que mejoren los
procesos de reconocimiento y transduccion. Los nanomateriales, que
son materiales con un tamafio normalmente en el rango de 5-100 nm,
presentan propiedades fisicoquimicas Unicas que pueden ser de gran
utilidad para esta finalidad. Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son un
tipo de nanomateriales con unas propiedades fisicas y quimicas que
las convierten en excelentes soportes para la fabricaciéon de nuevos
sensores quimicos y bioldgicos (Figura 31).108-110

Las AuNPs pueden sintetizarse de manera sencilla y tienen
una estabilidad relativa bastante elevada.

Poseen propiedades optoelectrénicas Unicas que se pueden
ajustar facilmente variando su tamafio, forma y entorno quimico.

Proporcionan una alta relacion superficie/volumen con una

excelente biocompatibilidad si se utilizan los ligandos apropiados.
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Figura 31: Propiedades fisicas de las AuNPs y una ilustracion esquemdtica del
proceso de deteccion.

Las AuNPs pueden ser funcionalizadas con una amplia gama
de ligandos orgéanicos para la unién selectiva y la deteccion de
moléculas pequefias y dianas bioldgicas. Una de las propiedades mas
utilizadas en deteccidn es la variacion de la banda de plasmén de
superficie que se produce en procesos de agregacion, como se
comentarad a continuacion. Todas y cada una de estas propiedades han
permitido a los investigadores desarrollar estrategias de deteccion

novedosas con una sensibilidad, estabilidad y selectividad mejoradas.
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5.1.1. Sintesis y funcionalizacién de las AuNPs

Se han publicado numerosos métodos de preparacién de
AuNPs, incluidos los enfoques que se han denominado “top-down”
(manipulacién fisica) y “bottom-up” (transformacién quimica).
Durante las ultimas dos décadas, se ha realizado un esfuerzo
considerable para la sintesis de AuNPs, centrandose en el control del
tamafio, la forma, la solubilidad, la estabilidad y la funcionalidad. Vale
la pena sefialar que los términos coloide y racimo se usan
indistintamente con frecuencia; el primero se refiere generalmente a
particulas que tienen didmetros superiores a 10 nm, mientras que el
ultimo se refiere comunmente a particulas mas pequefias. Los
métodos mas extendidos para generar AuNPs son principalmente dos,
ambos de ellos empleando una sal de Au(lll) como fuente de oro:
Aquellos basados en el empleo de citrato como agente reductor y
estabilizante, que permite la obtencion de dispersiones coloidales
estables en medio acuoso y los basados en la reduccién con NaBH, en
un medio bifasico y posterior estabilizacidn de las particulas de oro con
tioles organicos, que forman dispersiones estables en medios
organicos, aunque en la actualidad existen numerosas variantes de

ambos métodos.

Métodos basados en la estabilizacién con citrato

La primera sintesis preparativa de lo que se denomind oro

coloidal se remonta al trabajo de Michael Faraday en 1857, mediante

126



la reduccion de una solucidon acuosa de cloroaurato con fésforo
disuelto en disulfuro de carbono.

En 1951, Turkevich et al. desarrollaron un método sintético
para crear AuNPs mediante el tratamiento de tetracloroaurato de
hidrégeno (HAuCls) con acido citrico en agua hirviendo, donde el

1 Frens

citrato actia como agente reductor y estabilizador.!!
perfecciond aln mds este método cambiando la proporcion
oro/citrato para controlar el tamafio de las particulas.''? Este
protocolo se ha empleado ampliamente para preparar suspensiones
coloidales diluidas de AuNPs esféricas moderadamente estables con
didmetros de 10 a 20 nm, aunque también se pueden preparar AuNPs
mas grandes (por ejemplo, 100 nm). Estas AuNPs estabilizadas con
citrato se pueden funcionalizar después con diversas moléculas
organicas, mediante un proceso de intercambio de ligandos,
empleando ligandos tiolados que se unen fuertemente a la superficie
de las nanoparticulas a través de la formacién de enlaces Au-S.
Durante este proceso, las AuUNPs pueden sufrir agregacion irreversible;
por ello se han desarrollado varias estrategias para superar este
problema, incluido el uso de un tensioactivo, Tween 20, antes de la
modificacién para evitar la agregacion, o el uso de 4cido lipoico como
intermedio mediante una funcionalizacién en dos pasos (Esquema

35).113
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Esquema 35: Sintesis de AuNPs basadas en el método de Turkevich.

Métodos basados en la reduccion con borohidruro sodico vy
estabilizacién con tioles

Después del intento inicial de Giersig y Mulcaney!** de
estabilizar las AuNPs con alcanotioles, Brust y Schiffrin!'> lograron un
avance significativo en el campo de la sintesis de AuUNPs en 1994. Estos
autores publicaron una estrategia sintética de dos pasos, utilizando las
fuertes interacciones tiol-oro para proteger las AuNPs con ligandos de
tiol. En este método, se transfiere la sal AuCls; de la fase acuosa a
tolueno usando bromuro de tetraoctilamonio (TOAB) como

tensoactivo, y luego se reduce con borohidruro de sodio (NaBH,) en

f

s

NaBH,/TOAB v

H/-\|_]C|4 L} S/"M
HS A~~~ /\/_/,/-/5 s &

|

Esquema 36: Sintesis de AuNPs por el método de Brust y Schiffrin.

presencia de dodecanotiol (Esquema 36).
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Al anadir NaBH,, en la fase organica tiene lugar un rapido
cambio de color de naranja a marrdn oscuro. Las AuNPs se generan en
tolueno con didmetros controlados en el rango de 1,5 a 5 nm. Estas
AuNPs protegidas con tiol presentan una muy buena estabilidad en
medio organico y se pueden manipular, caracterizar y funcionalizar
facilmente. Las nanoparticulas se pueden secar completamente vy
luego volver a dispersar en disolventes orgdnicos sin que se observe

ningun proceso de agregacién o descomposicion.

5.1.2. Propiedades de las nanoparticulas de oro.

Una de las propiedades optoelectronicas mas interesantes de
las nanoparticulas de oro, especialmente relacionada con su empleo
en deteccidn, es la llamada “resonancia de plasmodn superficial
localizada” (LSPR de sus siglas en inglés). Cuando una nanoparticula de
un metal noble (como el oro) es irradiada con luz de longitud de onda
comparable o mayor al tamafio de la nanoparticula, los electrones de
la banda de conduccidon del metal experimentan una oscilacion
colectiva, absorbiendo luz (Figura 32). Ello da lugar a la aparicion de
una banda de absorcién intensa en la zona del visible, conocida como

banda LSPR,116:117,118
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Figura 32:Representacion esquemadtica de la oscilacion de los electrones de
conduccidn a través de las nanoparticulas en el campo electromagnético de la luz
incidente

La posicion e intensidad de esta banda LSPR depende de la
composicion, forma y tamafio de las nanoparticulas, el disolvente y la
temperatura, asi como de la distancia interparticula. Las AuNPs
esféricas en disolucion acuosa exhiben un rango de color que puede ir
desde el rojo al violeta, a medida que el tamafio del nicleo aumenta
de 5 a 50 nm, con maximos de absorcidn entre 500 y 550 nm. En la
siguiente tabla se muestran las longitudes de la banda de superficie de

plasmdn en funcién del tamafio de las nanoparticulas.'!®

Didmetro (nm) | A (nm)
8.9 517
14.8 520
21.7 521
48.3 533

Tabla 2: se muestran las longitudes de la banda de superficie de plasmén en funcion
del tamafio de las nanoparticulas.
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Como se ha comentado anteriormente, la posicion de la banda
LSPR no solo depende del tamafio sino también por la forma de la
nanoparticula y de la proximidad de otras nanoparticulas.?® La
agregacion de nanoparticulas da como resultado un desplazamiento
significativo hacia el rojo de la frecuencia de la banda de LSPR, asi
como un ensanchamiento de la banda y el consecuente cambio del
color de la solucién de rojo a azul debido al acoplamiento del plasmdén
entre particulas.’?! Este fendmeno constituye la piedra angular para

muchas de las aplicaciones de estas nanoparticulas de oro en campos

122 123 125

como: medicina,*?? imagen,'® catalisis,'?* liberacion de farmacos,

biosensores!?®

y deteccién colorimétrica.??”:128

Para la aplicacion de AuNPs en disolucion, no es una tarea
trivial determinar sus concentraciones. Los coeficientes de extincion
de AuNPs con diferentes tamafios y ligandos de proteccidon también se
han medido experimentalmente.’”® Se ha observado una relacién
lineal entre los logaritmos neperianos del coeficiente de extincion

molar (g) y del didametro del nucleo (d), independientemente de los

ligandos y disolventes:

donde k=3.32yc=10.8 (A=506 nm). Por lo tanto, las concentraciones
de nanoparticulas se pueden deducir facilmente de la Ley de Beer-
Lambert una vez que se conoce el tamafio de las nanoparticulas (a
través de imagenes del TEM). Segun la ecuacion indicada, se estima
que las AuNPs de 20 nm de didmetro tienen un coeficiente de
extincion molar de 10° M* cm™. Este valor es al menos tres drdenes

mas alto que el de los colorantes organicos comunes (10%-10° Mt cm-
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1), lo que indica que las AuNPs pueden servir como excelentes

colorantes. 139131

5.1.3. Aplicaciones de las AuNPs en deteccion colorimétrica.

Como ya hemos indicado, la agregacién de AuNPs de tamafio
apropiado (diametro > 3,5 nm) induce una variacién en la resonancia
de plasmédn superficial, lo que da como resultado un cambio de color
visible de rojo a azul.’®? El cambio de color durante la agregacién de
AuNPs (o la redispersion de un agregado) proporciona una plataforma
practica para la deteccion colorimétrica. En general, para
desencadenar este proceso de agregacién, lo que se hace es
funcionalizar la superficie de las AuNPs con moléculas orgdnicas que
interaccionen especificamente con el analito que se quiere reconocer.
De esta manera, en presencia de dicho analito se produce una doble
interaccion entre analito y receptores pertenecientes a dos
nanoparticulas distintas, provocando asi la agregacion de las AuNPs
con el consiguiente desplazamiento de la banda SPR y cambio de color
de rojo a azul. Otra aproximacion podria ser partir de AuNPs agregadas
debido a algun tipo de interaccidn interparticula, y que la presencia del
analito rompiera ese tipo de interaccion produciendo la redispersion

de las nanoparticulas y el cambio de color en este caso de azul a rojo.
De entre los muchos ejemplos que ya existen en la literatura,

vamos a describir algunos ejemplos desarrollados en nuestro grupo de

investigacion y otros relacionados también con nuestro trabajo:
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El 6xido nitrico (NO) es uno de los pocos neurotransmisores
gaseosos y juega un papel muy importante en el sistema nervioso. Por
ejemplo, estimula la produccién de monofosfato de guanosina ciclico
(cGMP), que actlia como mensajero secundario. La deteccién de este
gas se ha llevado a cabo utilizando AuNPs funcionalizadas que se
agregan a través de una reaccidn de cicloadicién alquino-azida
catalizada por cobre(l), o “reaccidn click", inducida por el NO.'* Para
detectar el analito, se sintetizaron nanoparticulas de oro
funcionalizadas con un alquino terminal y una azida. El mecanismo de
deteccion se muestra en el Esquema 37. La disolucién acuosa inicial
gue contiene una mezcla de AuNPs funcionalizadas con azida y alquino
terminal permanece dispersa en presencia de Cu (ll), con su
caracteristico color vino tinto. Cuando se agrega NO a la solucién, el
Cu (1) se reduce a Cu (), lo que provoca que se produzca la reaccion
click entre las nanoparticulas para dar lugar a una triazina y como
consecuencia, tiene lugar la agregacidn con el subsiguiente cambio en

el color de la disolucion.

Esquema 37: Mecanismo de deteccion de NO con AuNPs.
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La dopamina, la catecolamina biogénica mas simple, es un
neurotransmisor importante de los sistemas nerviosos central vy
periférico. Se ha desarrollado un sistema para la deteccion
colorimétrica de dopamina utilizando AuNPs funcionalizadas con 4-
amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol  (Esquema 38). La
dopamina indujo la agregacién de las AuNPs a través de interacciones
por enlace de hidrégeno.’®* Cada molécula de dopamina tiene tres
grupos capaces de formar enlaces de hidrégeno (el grupo amino y
ambos grupos hidroxilo del catecol). Por otro lado, el 4-amino-3-
hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol presenta dos a&tomos aceptores de
enlaces de hidrégeno que pueden interactuar con la molécula diana
induciendo agregaciéon con el consiguiente cambio de color. Se
probaron epinefrina, norepinefrina, como posibles interferentes. Los
tres compuestos, aunque interactian con la sonda, mostraron

respuestas de menor intensidad que la dopamina.
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Esquema 38: Sistema de deteccion de dopamina con AuNPs funcionalizadas.

HaN

Siguiendo el mismo enfoque, se ha publicado el empleo de
varias AuNPs para la deteccion de dopamina en medios

bioldgicos.13>13¢

En nuestro grupo de investigacion también nos interesamos
en la deteccidn de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT). Este es un
neurotransmisor que no solo juega un papel clave en la regulacién de
diversas funciones bioldgicas, sino que también puede usarse para
detectar la presencia de tumores carcinoides. Se ha publicado una
sonda selectiva y sensible para detectar la serotonina basada en
AuNPs.** En este caso, las AuNPs se bifuncionalizaron con dos tioles
incorporando distintos grupos funcionales terminales para su

interaccidn especifica con el analito: propionato de succinimidilo (DSP)
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y con N-acetil-L-cisteina (NALC). DSP reacciona con el grupo amino de
la serotonina formando un enlace amida y NALC ademas de estabilizar
las AuNPs debido a su carga negativa a pH neutro, es capaz de
interactuar con el grupo hidroxilo de la serotonina a través de
interacciones electrostaticas y formacién de enlaces de hidréogeno
(Esquema 39). En presencia del analito, tiene lugar la agregacidn de las
nanoparticulas y el color de la solucién cambia de rojo a azul, siendo
este cambio observable a simple vista.
ﬁo o=
N o} NH
s

o
s Ne

Esquema 39: Deteccion de serotonina.

Se determind un limite de deteccion de 0.1 uM en agua

tamponada a pH 7 mediante valoraciones UV-Vis. Se observd una
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respuesta similar de la sonda a 5-HT en suero sanguineo simulado, con
un limite de deteccién de 0.12 uM, y una respuesta lineal dentro del
rango de concentracién de 0-3 uM, que esta dentro del rango de las

concentraciones de serotonina de interés clinico.

Las ciclodextrinas, compuestos de los que se hablé en el
primer capitulo, han sido utilizadas junto a las AuNPs ampliamente
debido a su capacidad para llevar a cabo interacciones host-guest.

|.138 consistente en

Un ejemplo es el desarrollado por Yang et a
un sensor de nitritos en el cual se han anclado a las AuNPs
ciclodextrinas funcionalizadas con el indicador Rojo Neutro (Esquema
40). En presencia de los iones nitrito el sensor cambiaba sus

propiedades fluorescentes.

(a) microwave
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Esquema 40: Representacion esquemdtica de la sintesis del sensor desarrollado por
Yang et al. 138
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5.2 Objetivos

El objetivo general del trabajo desarrollado en este capitulo
era la preparacién de nanoparticulas de oro funcionalizadas con
ciclodextrinas para evaluar si su interaccion con distintos
neurotransmisores monoamina (indolaminas y catecolaminas) inducia
cambios en sus propiedades O&pticas a través de procesos de

agregacion interparticula.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon como objetivos

especificos:

Sintesis de nanoparticulas de oro funcionalizadas con distintas
ciclodextrinas.

Evaluacion de la capacidad de dichos materiales para detectar
colorimétricamente la presencia de diferentes

neurotransmisores monoamina.
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5.3 Resultados y discusién

Acorde a lo expuesto en la introduccién se planteé disefiar y
sintetizar un quimiosensor basado en nanoparticulas de oro
funcionalizadas con ciclodextrinas. Este quimiosensor en presencia de
neurotransmisores producird un encapsulamiento que provocara la
agregacion de las nanoparticulas y, por tanto, el desplazamiento de la
banda de plasmdn con el consiguiente cambio de rojo (hanoparticulas

dispersas) a azul (nanoparticulas agregadas).

5.3.1 Funcionalizacién de las ciclodextrinas

El objetivo final de la funcionalizacidn de las ciclodextrinas era
el poder unirlas a la superficie de nanoparticulas de oro. Por ello,
teniendo en cuenta la gran afinidad del oro por el azufre, se decidié
introducir funciones azufradas terminales (tioles, sulfuros o disulfuros)
sobre las ciclodextrinas. La primera aproximacion que se planted fue
la sustitucidn de los grupos hidroxilo de la cara primaria de las CDs por
grupos tiol. Puesto que existian en la bibliografia varias referencias en
las que se describia esta sustitucion a partir del correspondiente
haloderivado, la ruta sintética disefiada constaba de dos etapas,
ambas basadas en reacciones de sustitucion: la obtencidn de
haloderivados a partir de las CDs de partida y su posterior

transformacidn en los correspondientes tioles (Esquema 41).
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an=6Pfn=7 yn=8 X = halégeno

Esquema 41: Retrosintesis propuesta para la obtencion de las moléculas objetivo.

Debido a la mayor disponibilidad en el laboratorio de la a-CD
se decidi6 comenzar a trabajar con ella, explorando diferentes
metodologias y condiciones que pudiesen ser extendidas

posteriormente a las B y y-CDs. En la bibliografia estan descritos

139,140 141,142

procedimiento para peryodar o perbromar a-CD en posicion
6. Siguiendo el procedimiento general descrito para estas reacciones,
se empled una disolucion de trifenilfosfina y yodo o bromo molecular
en DMF, a la que se adiciond la a-CD y la mezcla se calentd la mezcla a
80°C con agitacién durante 18 horas. Sin embargo, los resultados
obtenidos no fueron los esperados ya que en ambos casos se recuperd

inalterado el producto de partida.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidio
probar un procedimiento alternativo de halogenacion que sustituia el
iodo o el bromo molecular por la correspondiente N-
halosuccinimida®® pero tampoco asi se consiguié obtener el producto

previsto.

Ya que ni la peryodacidn ni la perbromacion habian dado lugar
a los productos esperados se decidié probar otro procedimiento de
cloracidn de ciclodextrinas descrito en la bibliografia.1** Para ello, se

tratd una disolucion de a-CD en DMF seco con cloruro de mesilo
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(MsCl), manteniendo la reaccién a 65°Cy agitando durante 3 dias. Bajo
estas condiciones la reaccion se produjo en la forma esperada
obteniéndose la a-CD perclorada en la posicién 6 con un rendimiento
moderado (Esquema 42). Cuando la sintesis se llevd a cabo partiendo
de la B-CD o la y-CD los resultados fueron similares, obteniéndose en

cada caso el producto deseado.

n MsCI

DMF seco, 65°C, 3 dias

X = halégeno

Esquema 42: Preparacion de a-,8 -, y-CD percloradas.

La transformacion del cloruro en el correspondiente tiol se
intentd siguiendo dos vias alternativas. La primera de ellas fue la
reaccion directa con hidrégeno sulfuro de sodio mientras que en la
segunda se empled, tiourea siguiendo los procedimientos descritos en
la bibliografia.’®>14° Desafortunadamente, ninguno de los dos
procedimientos ensayados condujo la sustitucion del cloro,
recuperandose en todos los casos los productos de partida

inalterados.

Dado que los intentos de conversién de los alcoholes primarios
en tioles habian resultado infructuosos se decidié funcionalizar las
ciclodextrinas con disufuros terminales a través de la formacion de los

correspondientes ésteres con el acido lipoico (AL) (Esquema 43).
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Esquema 43: Andlisis retrosintético para la preparacion de ésteres del dcido lipoico.

El 4cido lipoico o acido tidctico contiene en su estructura un
anillo 1,2-ditiolano y su quimisorcidn sobre la superficie de AuNPs ha

sido demostrada en diferentes publicaciones.'#14°

Para alcanzar este fin, se emplearon distintas metodologias. La
primera de ellas fue llevar a cabo la esterificacién de uno de los
hidroxilos primarios de la a-CD en medio acido, siguiendo un articulo
publicado en el que conseguian la monoesterificacion directa de la B-
CD vy diferentes acidos de interés.!*® Sin embargo, la utilizacién de
acido sulfurico concentrado y las altas temperaturas requeridas dieron

como resultado la descomposicién de la a-CD.

Con el fin de utilizar condiciones de reaccién mas suaves, se
decidid transformar el acido lipoico en el correspondiente cloruro de
acido y hacerlo reaccionar con la a-CD en tolueno seco, en atmdsfera

de argdn y a temperatura ambiente.
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Esquema 44: Esterificacion de a-CD con el cloruro del dcido lipoico.

En estas condiciones, la reaccion tuvo lugar y la formacién de
los ésteres se confirmd mediante espectroscopia FTIR, ya que aparecia
la banda caracteristica del carbonilo de éster alrededor de 1740 cm™.
Sin embargo, el producto obtenido era insoluble en numerosos
disolventes organicos, incluidos DMSO y DMF, lo que suponia un
problema de cara a la posible funcionalizacién de las nanoparticulas

de oro.

Hornig et al. en el afio 2007 llevaron a cabo la esterificacién
de la B-CD con dos unidades de acido lipoico y el producto aislado
resulté ser insoluble tanto en DMSO como DMF. Por ello, vy

basandonos en estos resultados concluimos que la insolubilidad del
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derivado obtenido era probablemente debida a una excesiva e
incontrolada esterificacién de los alcoholes primarios y secundarios de

la a-CD, provocada por la alta reactividad del cloruro de acido 30.

En el articulo citado anteriormente, los autores llevaban a
cabo la esterificacion directa de B-CD con acido lipoico mediante la
activacion in situ del acido carboxilico utilizando un agente de
acoplamiento, concretamente el N,N’-carbonildiimidazol (CDI). Por
ello, se decidié probar dichas condiciones, pero modificando el
numero de equivalentes de acido lipoico empleados por unidad de
glucosa para evitar una excesiva esterificacidon que originara productos

insolubles.

La sintesis se llevd a cabo en DMSO, a 80°C durante 24 horas,
utilizando tan sélo 1 equivalente de 4acido lipoico por unidad de
glucosa en la ciclodextrina. De nuevo, se trabajé en primer lugar con
a-CD, y sélo cuando se confirmé la formacién del derivado 31, el
mismo procedimiento se extendié para B y y-CD, obteniéndose

satisfactoriamente los derivados 32 y 33 respectivamente.
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Esquema 45: Preparacion de ésteres de CD.

La formacién de los enlaces éster fue confirmada utilizando
espectroscopia FTIR, encontrando la sefial del carbonilo de éster
alrededor de 1740 cm™ en los tres casos (Figura 33). Estos derivados
no presentaban la insolubilidad observada anteriormente en H,O y
DMSO. El grado de sustitucidn, es decir, el nimero de enlaces éster
formados por ciclodextrina, se calculé mediante el analisis elemental
de cada una de las muestras y posteriormente, estos resultados se

confirmaron mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF).
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Figura 33: Espectro de IR del compuesto 31.

Es necesario aclarar que los derivados 31, 32 y 33 son los
productos mayoritarios de cada una de las reacciones, pero que
también se obtenian pequefias cantidades de las ciclodextrinas de
partida, asi como cantidades minoritarias de ciclodextrinas con mayor
o menor grado de funcionalizacion. Sin embargo, no se llevd a cabo
ninguna purificacidon, puesto que la separacién de mezclas tan
complejas de ciclodextrinas y derivados mediante técnicas

convencionales no es sencilla.

Por otro lado, el trabajar con estas mezclas no suponia ningln
problema para nuestro objetivo. La funcionalizacion de las AuNPs sdlo
se produciria con los derivados que hubieran reaccionado con el 4cido
lipoico. Las CDs de partida no intervendrian en esta reaccion y serian
eliminadas en la etapa de purificacion como se indicara en posteriores

apartados.
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5.3.2 Sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas de oro

La sintesis de AuNPs se llevé a cabo mediante el método de
Turkevich-Frens, que permite la obtencién de nanoparticulas con
didmetros de entre 10 y 20 nm.!'%!1? Este método emplea agua a
reflujo como disolvente, acido clorodurico (HAuCls;) como fuente de

atomos de oro y citrato sédico como reductor y estabilizante:
HAUC|4+ Na3CeHsO; —» Au + Na;CsHeOs + NaCl + HCl + CO,

Los cationes de Au®* son reducidos por el citrato (que se oxida
a acetona dicarboxilato y CO,) a 4&tomos neutros de oro, que tras un
proceso de nucleacién y posterior crecimiento van dando lugar a las
nanoparticulas de oro. En este punto, el citrato cubre la superficie de
estas nanoparticulas y las estabiliza, ayudando a definir su tamano e
impidiendo que se sigan agregando entre si, gracias a la repulsidn

entre los grupos carboxilato (Figura 34).

NUCLEACION  CRECIMIENTO

agente y O X
re?iu:tcr Qe 2 Fa '--\Cﬁ]
HAuCI, o O— o Q R R
H,0 .0 @ \}Q\;L?
v o b
atomos de disolucion coloidal de
oro libres nanoparticulas de oro

Figura 34: Esquema de la sintesis de nanoparticulas de oro.

La evolucién de la reaccidn se puede seguir a simple vista.
Inicialmente, la disolucion de HAuCl, es ligeramente amarilla y se
vuelve incolora cuando se adiciona el citrato. Unos segundos después

la disolucién se va obscureciendo, hasta que transcurridos unos
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minutos adquiere el color rojo caracteristica de las disoluciones de
nanoparticulas de oro dispersas, esféricas y de alrededor de 15 nm de

didmetro (Figura 35).

Figura 35: Cambios de color observados en el curso de la reaccion de preparacion de
las nanoparticulas de oro.

Una vez obtenidas las nanoparticulas (segun el primer método
descrito), en un segundo paso, se produce una reacciéon de
intercambio de ligandos: el citrato es desplazado de la superficie de las
nanoparticulas, normalmente por una mezcla de acido tidctico (que
contribuye a estabilizar las dispersiones coloidales) y los diferentes
ligandos que se quieran introducir. En cada caso es necesario optimizar
la relacién molar ligando/ac. tidctico para mejorar la estabilizacion de

las nanoparticulas, asi como la respuesta con respecto al analito.?%14%

151

Como alternativa, se puede realizar un protocolo de tres pasos
para la funcionalizacion de AuNPs en el que primero el citrato se
desplaza por TA y las AuNPs cubiertas con TA resultantes se agitan en
presencia del ligando para una segunda reaccidén de intercambio de
ligando. Sin embargo, el grado de funcionalizacién con este método

suele ser mucho menor.*?
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En este trabajo, la funcionalizacion de la superficie de las
AuNPs estabilizadas con citrato previamente sintetizadas, se llevo a
cabo mediante el método de intercambio de ligando. En este
procedimiento, la gran afinidad que existe entre el oroy el azufre actua
como fuerza motora de la reaccion. En las condiciones de reaccidn, el
enlace disulfuro del anillo 1,2-ditiolano del acido lipoico unido a las
ciclodextrinas se abre, se convierte en un ligando bidentado, que se
une covalentemente al oro a través de los dos dtomos de azufre.’ La
gran afinidad de azufre por el oro hace que al adicionar el ligando a la
dispersion de AuNPs, parte de las moléculas de citrato de la capa
protectora se vean sustituidas por el ligando lo que origina la

funcionalizacion deseada.

El primer paso para llevar a cabo la funcionalizacidon es
establecer las condiciones mas adecuadas para la reaccién, ya que
adicionar demasiada cantidad de ciclodextrina puede provocar la
desestabilizacion del sistema y la agregacién de las AuNPs. Este
comportamiento se debe a que la estabilizacién de las nanoparticulas
depende de las moléculas de citrato que las recubre y que a lo largo
del proceso este va siendo parcialmente sustituido por las
ciclodextrinas funcionalizadas con tidctico. Como las AuNPs se
mantienen dispersas en agua gracias a la repulsidn entre los grupos
carboxilato del citrato que las recubre, es necesario estudiar la
estabilidad de la dispersion en distintos medios, generalmente

basicos.

Teniendo en cuenta estas premisas se llevaron a cabo

reacciones de funcionalizacidn con varias concentraciones de

150



ciclodextrina funcionalizada con el éster del 4cido tidctico y en medios

de distinta basicidad (

Tabla 3). Se prepararon por triplicado 6 viales en los cuales se
afiadieron distintos volimenes de NaOH 0.5 M y distintas cantidades
del compuesto 31. Para estudiar su estabilidad las disoluciones se
dejaron agitando toda la noche (alrededor de 15 horas) y se comprobo
que transcurrido este tiempo las nanoparticulas de las reacciones en
las que no se habia afiadido NaOH 0,5M se encontraban agregadas
mientras que aquellas en las que se habia afiadido NaOH 0,5 M seguian
dispersas. Por tanto, el medio basico (NaOH) aseguraba que los
carboxilatos permanecieran desprotonados y consecuentemente las

AuNPs se mantuvieran dispersas.

Vial 1 | Vial 2 | Vial 3 | Vial 4 | Vial 5 | Vial 6

AuNPs ImL|ImL|{1ImL|1ImL|1ImL | 1ImL

NaOHOS5M | 10 puL | 10puL | 10pL | OpL | OpL | OpL

310,01M 10puL | 20wk | 40 pL | 10 pL | 20 L | 40 pL

Estabilidad
(15
horas Si Si Si No No No

después)

Tabla 3: Condiciones de reaccion empleadas en la funcionalizacion de
las nanoparticulas y estabilidad de estas.

Como en el vial 3 no se producia agregacién y era la que

contenia una mayor concentracion de ligando, estas fueron las
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condiciones empleadas para llevar a cabo la funcionalizacién con los

ligandos 31, 32 y 33 y obtener las sondas AuNP-a,, AUNP- y AUNP-y.

Una vez preparadas las sondas (AuNP-o, AUNP-[3 y AuNP-y), se
procedio a su caracterizacidn. Para ello, en primer lugar, se registraron
los espectros de UV-vis. En ellos se observa que la banda de LSPR en
los tres casos se encuentra a una longitud de onda de alrededor de 525

nm, lo que es coherente con los datos de la bibliografia (Gréfica 13).1>*

AuNPs a

AuNPs B3

03
Au NPsy

Absorbancia

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Grdfica 13: Espectro UV-Vis de las dispersiones AuNP-a, AuNP-8 y AuNP-y.

El tamafio de las nanoparticulas, asi como su morfologia se
estudid mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). Las
nanoparticulas preparadas eran esféricas y se encontraban dispersas
(Figura 36). El didmetro se midié en 15 dreas diferentes de la muestra,

obteniendo una media de 11.4 nm para las AuNP-a.
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Figura 36: Imagen de TEM de AuNP-a.

Por ultimo, se calculé la concentracion de nanoparticulas en la
disolucidn. Este célculo se realizo siguiendo la metodologia descrita en
la bibliografia.'?® En dicho trabajo de describe la existencia de una
relacidn lineal entre el logaritmo del coeficiente de extincion molary

el logaritmo del didmetro de las nanoparticulas.

Siendo € es el coeficiente de extincién molaren M ecm?y D el
didmetro de las nanoparticulas expresado en nm. De este modo,
puesto que se conoce el diametro de las nanoparticulas que ha sido
estimado mediante las imagenes del TEM, puede calcularse el
coeficiente de extincidn molar. En nuestro caso, este resultd ser de

1,59 x 108 Mt cm™.
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Por tanto, haciendo uso de la ley de Lambert-Beer,

donde A es la absorbancia, C la concentracién (M) y L la longitud del
paso optico (cm), con el coeficiente molar calculado, sabiendo que la
longitud del paso éptico era de 1 cm y con los maximos de absorbancia
obtenidos del espectro UV-Vis, se calculé la concentracion de
nanoparticulas en la cubeta de medida. Los valores obtenidos fueron
2,83:10° M (AuNP-a), 2,95-:10° M (AuNP-B) y 2,89-:10° M (AuNP-y).
Teniendo en cuenta las diluciones llevadas a cabo para efectuar las
medidas se concluyé que las concentraciones de las disoluciones de
partida eran 1,45-10% M (AuNP-a), 1,47-10% M (AuNP-B) y 1,44-10% M
(AuNP-y).

5.3.3 Estudio de la interaccién de las AuNPs con neurotransmisores

A continuacidn, se evalué la posible interaccidn de los sistemas
preparados con distintos neurotransmisores monoamina. En concreto
se estudiaron los compuestos que aparecen recogidos en la fFigura 37.
Para ello, se estudié si la adicidn de dichos compuestos en exceso a las
dispersiones de las nanoparticulas preparadas inducia su agregacion,
provocando un cambio de color en la disolucidn. Para ello a una
disolucién de 200 pL de AuNPs funcionalizadas se le afiadieron 200 uL
de la disolucién del neurotransmisor (0.01 M). La mezcla se dejé a
temperatura ambiente durante un periodo entre 10 miny 1 horay se

estudioé su agregacién de manera visual.
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Figura 37: Estructuras de los neurotransmisores evaluados.

Los resultados observados se encuentran resumidos en la

Tabla 4.

AuNP-a

AuNP-B

AuNPs-y

Adrenalina

No agregacion

Agregacién

No agregacion

Noradrenalina

No agregacion

Agregacién

No agregacion

Dopamina No agregacién | No agregacion | No agregacién
Histamina No agregacién | No agregacion | No agregacién
Serotonina Agregacién Agregacién No agregacion

Tabla 4: Resultados de la evaluacion preliminar de la capacidad sensora de nuestros
sensores.

Para el sistema AuNP-a sélo se producia agregacion en
presencia de serotonina y en el caso de AuNP-B ademas de con
serotonina, también se observaba agregacién en presencia de
adrenalina y noradrenalina. Por el contrario, en el sistema AuNP-y no
se daba la agregacion con ninguno de los neurotransmisores
estudiados. La no agregacién de las nanoparticulas funcionalizadas

con y-CD puede estar relacionada con el mayor tamafio de la cavidad
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de ciclodextrina, que induciria interacciones débiles con los
neurotransmisores y, por lo tanto, no modificarian el estado de
agregacion. Una situacion mas interesante se produce en el caso de
AuNP-a y AuNP-B. En el caso de la dopamina, esta descrito que tanto
la oa- como la B-CD forman complejos 1:1 con este
neurotransmisor’®>1*® |0 que no propiciaria la agregacién de las
nanoparticulas, que requiere de la formacién de complejos 2:1
CD/neurotransmisor. En relacion con la adrenalina y la noradrenalina,
los resultados observados podrian estar relacionados con el hecho
descrito®” de que la interaccién de algunos neurotransmisores con
l[dminas de oro funcionalizadas con 3-CD y estabilizadas con ascorbato,
da lugar a la formacidn de complejos 1:1 mediante la tipica interaccion
hidrofébica dentro de la cavidad de ciclodextrina e interacciones
adicionales con los restos de ascorbato. En nuestro caso, la presencia
de los grupos hidroxilo de la cadena lateral de la adrenalina y la
noradrenalina podrian originar este tipo de interacciones que
desestabilizarian las suspensiones de nanoparticulas propiciando su

agregacion.

De cualquier modo, de todos los neurotransmisores
estudiados, la serotonina es la que presenta una mayor selectividad ya
que es el Unico neurotransmisor que da respuesta con AuNP-a.. Por
esta razon se centraron los estudios posteriores en la evaluacién del

comportamiento de AuNP-a en presencia de serotonina.

Los estudios iniciales se llevaron a cabo mediante
espectroscopia UV-Vis utilizando AuNP-a y serotonina (25 mM en

H,0) con las mismas cantidades que en los experimentos anteriores.
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En el espectro UV-Vis (Grafica 14) se observd el caracteristico
desplazamiento del maximo de absorcidén de la banda del plasmdn
desde 524 nm a 565 nm, correspondiente al color azul de las

nanoparticulas agregadas.
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Grdfica 14: (Izquierda) Espectro de UV-Vis mostrando el desplazamiento de la banda
de plasmon del sistema AuNP-a en presencia de una concentracion de serotonina (5-
HT) de 25 mM. (Derecha) Cambio de color observado a simple vista.

Con el fin de comprobar la respuesta de AuNP-a frente a los
distintos neurotransmisores en diferentes condiciones de medida se
hizo un estudio empleando diferentes medios y diferentes valores de
pH. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5 y como puede
verse la selectividad observada para la serotonina se mantiene en un
amplio rango de pH. Se puede observar en la tabla que a pH

ligeramente basico no discrimina entre la dopamina y la serotonina
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mientras que a pH ligeramente acido y en agua si es selectivo con la

serotonina.

No | No | No | Si
No | No | No | No
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si
No | No | No | Si

Tabla 5: Respuesta de AuNP-a frente a los distintos neurotransmisores en diferentes

condiciones de medida. D (dopamina), A (adrenalina), N (Noradrenalina); H
(histamina) y S (serotonina). Si: si agregan, No: no agregan.
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Los cambios de color que se producen en presencia de
serotonina son observables a simple vista (Figura 38). El resto de los
neurotransmisores ensayados no inducen cambios de color mientras
gue la serotonina si lo hace. Ademas, cuando se prepara una mezcla
de todos los posibles interferentes juntos no se observa ningun
cambio, a no ser que se adicione a dicha mezcla serotonina disuelta en

H20.

Blanco

Dopamina
Histamina

Noradrenalina

= Adrenalina

Absorbancia

Serotonina

Todos los posibles

interferentes
Todos los posibles

interferentes + serotonina

400 500 600 700
A (nm)

Figura 38: (superior) Cambios en la banda de plasmdn de AuNP-a con los
interferentes estudiados y con serotonina. (inferior) Eppendorfs que contienen mezcla
de AuNP-a + NT.

Los cambios en la banda de plasmdén se pueden atribuir a

cambios en el tamafio y grado de agregacion de las AuNPs, por lo que
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para comprobar que dicha agregacidn se producia, en nuestro caso, se
registraron imagenes de TEM de la muestra libre y en presencia del
analito. Las imagenes claramente indican que en presencia de

serotonina se produce la agregacion de las nanoparticulas (Figura 39).

Figura 39: Imagen A: aspecto de las AuNPs a dispersas en ausencia de serotonina.
Imagen B: apariencia de las AuNPs a agregadas en presencia de serotonina (25 mM).
Ambas imdgenes se encuentran en una escala de 400 nm.

Una vez establecidas las mejores condiciones para el
reconocimiento, asi como la selectividad de AuNP-o con respecto a
serotonina, se decidié evaluar la sensibilidad del quimiosensor. Para
ello se llevd a cabo la titracién de la dispersidon de las nanoparticulas
de oro con cantidades crecientes de serotonina. Los resultados se

muestran en la Grafica 15.
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Grdfica 15: Cambios en la banda de plasmdn de AuNP-o en presencia de cantidades
crecientes de serotonina.

Como puede verse en la Grdafica 15 a partir de una
concentraciéon de serotonina 3 mM se empieza a observar el
desplazamiento del mdximo de absorcion de la banda del plasmdn.
Con el fin de conocer si la temperatura a la que se realiza el
experimento influye en el resultado, se llevaron a cabo dos
experimentos paralelos, uno de ellos a temperatura ambiente y el otro
a 40°C. Como puede verse en la Grafica 16 y Grafica 17 los resultados

fueron analogos a las dos temperaturas estudiadas.
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Grdfica 16: Valoracion de AuNP-a con serotonina a 40°C a distintas concentraciones.
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Grdfica 17: Valoracion de AuNP-a con serotonina a 25°C a distintas concentraciones.

Atendiendo al resultado de las medidas a estas dos
temperaturas se decidio trabajar a temperatura ambiente. Para ello se
hizo una titracién con distintas concentraciones de serotonina (0 a 10

mM) disueltas en H,O a temperatura ambiente.
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El cdlculo del limite de deteccidn se realizé utilizando Ia
Ecuacidn 3, en la que S}, es la desviaciéon estandar del blanco y m la
pendiente de la recta de calibrado que corresponde al intervalo de
linealidad en la valoracién. La desviacidn estandar se estimé midiendo
10 veces el blanco y resultdé ser 0.0011. Teniendo en cuentas estos

valores, el limite de deteccidn calculado resultd ser de 0.26 mM.
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5.4 Conclusiones

Las conclusiones de este capitulo pueden resumirse en los

siguientes puntos:

Se ha logrado llevar a cabo la funcionalizacidon de los tres
principales tipos de ciclodextrinas (a, B, y y) con acido lipoico, a través

de la formacion de los ésteres correspondientes.

Se han preparado y caracterizado nanoparticulas de oro

funcionalizadas con a-, 8-, y y-CDs.

Las nanoparticulas preparadas son capaces de reconocer
neurotransmisores monoamina en distintos medios acuosos. Las
AuNP-a presentan una marcada selectividad en el reconocimiento de
serotonina frente a otros neurotransmisores relacionados. Mientras
que las AuNP-B se agregan en presencia de la mayoria de los
neurotransmisores, y las AuNP-y no se agregan en presencia de

ninguno de los neurotransmisores estudiados.

El reconocimiento origina la agregacién de las AuNP dando
lugar al tipico cambio de color de rojo a azul que puede ser observado

a simple vista.

El limite deteccidn del sensor AUNP-a para la serotonina es de

0,26 mM.
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5.5 Procedimiento experimental

Todos los reactivos comercialmente disponibles fueron usados
sin purificacion adicional. El tolueno se secd mediante destilacién con
CaCl, y la DMF fue adquirida comercialmente anhidrida (99,98%).
Ambos disolventes se almacenaron en botellas con tamices
moleculares previamente activados, con un tamafio de poro de 4 A,
para garantizar su sequedad. Se utilizé H,O mili-Q y todo el material
para la sintesis de nanoparticulas de oro y posteriores ensayos con
estas fue lavado previamente con agua regia (HCI/HNOs, 3:1). Los
espectros de H-RMN y 3C-RMN se registraron en un espectrémetro
Bruker de 300 MHz. Los desplazamientos quimicos se indican en ppm
con relacién al tetrametilsilano como estandar interno. Los espectros
de absorcidn se registraron utilizando un espectrofotémetro Shimadzu
UV-2600 en cubetas de plastico BRAND® UV cuvettes micro, con un
paso dptico de 1 cm. Los espectros de masas se registraron en un 5800
MALDI TOFTOF (Sciex). Los espectros de infrarrojo fueron adquiridos
con un total de 20 barridos por muestra, en un Cary 630 FTIR. Las
imagenes de microscopia electrdnica se obtuvieron con un JEOL-1010

Microscopio electrénico de transmision que funciona a 100 kV.
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5.5.2 Sintesis

Sintesis del cloruro de acido lipoico (30)

En un matraz de fondo redondo de o
100 mL de 2 bocas provisto de agitacidn WCI
magnética y bajo atmdsfera de argdn, se
adiciond cloruro de tionilo (0.3 mL, 3.6 mmol) disuelto en 5 mL de
tolueno seco. El balén se enfrié en un bafio de hielo y sobre la
disolucién se afiade gota a gota acido lipoico (0.5 g, 2.4 mmol) disuelto

en 15 mL de tolueno seco, durante 1 hora.

Cuando finalizo la adicién se dejé en agitacidon a temperatura
ambiente durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, el disolvente se
elimind a presidn reducida en un rotavapor, obteniéndose 0.54 g de

un aceite de color marrdn oscuro (100 % de rendimiento).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm) 3.59 — 3.54 (m, 1H), 3.23 -
3.08 (m, 2H), 2.91 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.53 — 2.42 (m, 1H), 1.97 — 1.86
(m, 1H), 1.81 — 1.65 (m, 4H), 1.58 — 1.49 (m, 2H).
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Sintesis del compuesto 31

En un matraz de fondo
redondo de 2 bocas de 50 mL

provisto de agitacion magnética, se

disolvié a-CD (0.5 g, 0.51 mmol) en
10 mL de DMSO. Sobre esta disolucidn se afiadié acido lipoico (0.63 g,
3.06 mmol) y CDI (0.48 g, 3.06 mmol) disueltos en 5 mL de DMSO. La
disolucién se calentd a 80°C y se dejéo en agitacion 24 horas.
Trascurrido este tiempo, se dejo enfriar a temperatura ambiente y la
mezcla de reaccidn se vertid sobre 200 mL de 2-propanol,
originandose un precipitado de color blanquecino. La suspension se
centrifugé durante 8 minutos a 11000 rpm y el disolvente se elimind
por decantacién. El sélido resultante se lavd con 2-isopropanol, tras lo
que se secd en una bomba a vacio durante 2 horas, obteniéndose un
sélido amarillento. El producto 31 se obtuvo como producto
mayoritario junto con pequefias cantidades de ciclodextrina de partida
y ciclodextrinas con mayor grado de funcionalizacién. La formacidn de
31 se confirmdé mediante espectroscopia FTIR y MS-MALDI-TOF. No fue
posible calcular el rendimiento debido a la compleja mezcla obtenida
y dado que el producto se haria reaccionar con las nanoparticulas de

oro, se procedid a su uso sin purificacidn previa.
IR (cm-): 3300 (OH), 1740 (RCOOR’).

MS-MALDI-TOF: m/z calculada para Cs4H7203:5,-Na ([M+Na]*)
1183.35; encontrada 1183.38.
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Sintesis del compuesto 32

En un matraz de fondo
redondo de 2 bocas de 50 mL

provisto de agitacion magnética, se

disuelvié B-CD (0.5 g, 0.44 mmol) en
10 mL de DMSO. Sobre esta disolucidn se afadio de acido lipoico (0.65
g, 3.08 mmol) y CDI (0.49 g, 3.08 mmol) disueltos en 5 mL de DMSO.

La disolucidn se calientd a 80°C y se dejé en agitacion 24 horas.

Trascurrido este tiempo, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y la mezcla de reaccidén se vertid sobre 200 mL de 2-
propanol, origindndose un precipitado de color blanquecino. La
suspension se centrifugd durante 8 minutos a 11000 rpm vy el
disolvente se elimind por decantacion. El sélido resultante es lavado
con 2-isopropanol, tras lo que se secé en una bomba a vacio durante
2 horas, obteniéndose un aceite amarillento. El producto 32 se obtiene
como producto mayoritario de una mezcla de compuestos y se
confirma mediante espectroscopia FTIR y MS-MALDI-TOF. No fue
posible calcular el rendimiento debido a la compleja mezcla obtenida
y dado que el producto se hara reaccionar con las nanoparticulas de

oro, se procedio a su uso sin purificacidn previa.
IR (cm+): 3300 (OH), 1740 (RCOOR’).

MS-MALDI-TOF: m/z calculada para CaaH7203152-Na ([M+Na]"):
1346.29; encontrada 1346.32.
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Sintesis del compuesto 33

En un matraz de fondo
redondo de 2 bocas de 25 mL

provisto de agitacion magnética, se

disolvié y-CD (0.2 g, 0.15 mmol) en
5 mL de DMSO. Sobre esta disolucién se afiadié acido lipoico (0.25 g,
1.2 mmol) y CDI (0.2 g, 1.2 mmol) disueltos en 5 mL de DMSO. La

disolucién se calientd a 80°C y se dejo en agitacidn 24 horas.

Trascurrido este tiempo, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y la mezcla de reaccidén se vertid sobre 100 mL de 2-
propanol, origindndose un precipitado de color blanquecino. La
suspension se centrifugd durante 8 minutos a 11000 rpm vy el
disolvente se elimind por decantacion. El sélido resultante fue lavado
con 2-isopropanol, tras lo que se secé en una bomba a vacio durante
2 horas, obteniéndose un aceite amarillento. El producto 33 se obtiene
como producto mayoritario de una mezcla de compuestos que se
confirmé mediante espectroscopia FTIR y MS-MALDI-TOF. No fue
posible calcular el rendimiento debido a la compleja mezcla obtenida

y se procedid a su uso sin purificacién previa.
IR (cm+): 3300 (OH), 1740 (RCOOR’).

MS-MALDI-TOF: m/z calculada para CaaH7203152-Na ([M+Na]*):
1509,23; encontrada 1509,26.
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5.5.3 Sintesis de nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato
(AuNPs)

Todas las reacciones se llevaron a cabo con material de vidrio
previamente limpiado con agua regia. En un matraz de fondo redondo
de 250 mL de dos bocas provisto de agitacion magnética se afiadié 100
mL de una disolucion acuosa de HAuCl; 1 mM vy se calento a reflujo. Al
empezar la ebullicion, se afiadié 10 mL (38.8 mM) de una disolucion
acuosa de citrato de sodio y la disolucidn resultante se calento a reflujo
con fuerte agitacion durante 30 minutos, momento en el que el color
de la disoluciéon se volvid rojo, indicando la formacion de las
nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato. Finalmente, la

disolucién se dejé enfriar a temperatura ambiente.

5.5.4 Procedimiento general de funcionalizacién de las AuNPs

A 5 mL de disolucion de AuNPs, se le afiadid bajo agitacién 50
pL de una disolucion de NaOH (0.5 M). Transcurrido un minuto, se
afiadié 200 pL de la disolucién de la ciclodextrina funcionalizada con
acido lipoico correspondiente (31, 32 y 33), que ha sido preparada de
una concentracidon aproximada de 0.01 M en DMSO. La mezcla de

reaccion se agita durante toda la noche.

Transcurrido este tiempo y para eliminar el exceso de ligando
gue no habia reaccionado, asi como otras impurezas presentes en la

mezcla (ciclodextrinas de partida), la disolucién se centrifugd a 11000
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rpm durante 18 minutos. El sobrenadante, que contiene las impurezas,
es eliminado con cuidado recogiéndolo con una micropipeta. Las
AuNPs se redisolvieron en el mismo volumen de agua miliQ. Este

proceso se repite una vez mas.

5.5.5 Ensayos de reconocimiento y deteccion

Las disoluciones de neurotransmisores usadas en los
experimentos de reconocimiento y deteccion se prepararon con una

concentracion de 10 mM en 1 mL de agua desionizada.

En los ensayos de deteccion visual, sobre 100 pL de las AuNPs
funcionalizadas se adicionan 100 uL de cada una de las disoluciones de
neurotransmisores, de forma que en la mezcla de reaccién la

concentracion de analito sea de 5 mM.

5.5.5.1 Preparacion de disoluciones para medidas UV-Vis

Para todos los experimentos espectroscdpicos, sobre 100 plL
de las nanoparticulas AuNPs funcionalizadas se adicionan 100 pL de
cada una de las disoluciones de neurotransmisores, que han sido

preparadas utilizando agua MiliQ como disolvente.

La reaccién se incuba a temperatura ambiente durante 10

minutos. Posteriormente, al momento de realizar la medida en el UV,
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se adicionan 300 pL de agua MiliQ para tener un volumen final de 500

ML.

Para los blancos, es decir, aquellas medidas en las que no hay
analito, sobre 100 pL de las nanoparticulas funcionalizadas se
adicionan 100 pL de agua MiliQ. Igualmente se incuba la mezcla 10
minutos y al momento de realizar la medida, se adicionan otros 300 pL

de agua d MiliQ para tener un volumen final de 500 pL.

5.5.5.2 Ensayos con otros disolventes y medios tamponados

Para 1 mL de la disoluciéon de las nanoparticulas AuNP-a se
centrifugd a 11000 rpm durante 18 minutos y estas se redisolvieron en

el mismo volumen del correspondiente disolvente.

En los ensayos, sobre 200 uL de las AuNPs funcionalizadas se
adicionan 200 pL de cada una de las disoluciones de
neurotransmisores (disueltos en agua MiliQ) y se dejo incubar la

mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se procedid exactamente del mismo modo para las
nanoparticulas redisueltas en medios tamponados (Tabla 5). Los
tampones utilizados fueron preparados en agua MiliQ, con una

concentracion de 0.01 M.
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Capitulo 6:Deteccidn fluorogénica de
catecolaminas empleando derivados
de BODIPY






6.1. Introduccion

Las moléculas pequefias fluorescentes son unas herramientas
indispensables actualmente para el estudio de procesos bioldgicos y
tienen muchas aplicaciones en deteccidn, bioimagen, dispositivos
electroluminiscentes, materiales optoelectrénicos, etc,'*® Dentro de
este grupo de compuestos, destacan especialmente los
borodipirrometenos (BODIPYs). Su sintesis se publicd por primera vez
en 1968 por Treibs y Kreuzer, pero no fue hasta los afios 90 del siglo
pasado cuando se reconocié su potencial como fluoréforos!®. Desde
entonces, el nimero de publicaciones de investigacién y patentes ha
aumentado de manera muy significativa. Este éxito creciente se puede
explicar debido a sus excelentes propiedades fotofisicas, como
longitudes de onda de excitacion/emision en el rango del visible
(aproximadamente 500 nm), elevados coeficientes de absorcién molar
(g) y rendimientos cuanticos (&), el tiempo de vida fluorescente (t) en
el rango de nanosegundos vy la insignificante formacién de estados
triplete.®® Los BODIPYs son relativamente poco sensibles al pH vy
presentan buena solubilidad, resistencia a la autoagregacidon en
solucién y robustez frente a la luz y los productos quimicos.®?> Ademas,
los perfiles espectroscopicos y fotofisicos se pueden cambiar
introduciendo diferentes grupos electron donantes o electrdn

atrayentes en las posiciones apropiadas del nicleo BODIPY.

176



6.1.1. Estructura y sintesis de BODIPYs

Los BODIPYs son derivados de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diazo-s-indaceno (Esquema 46). Todas las posiciones del BODIPY son

susceptibles de funcionalizacién.

meso

N B
T =t SQE
2 A\
\ NH N~ \ N\@/N\ss <:I
3 B
dipirrometeno F/4\F@ ‘ a s-indaceno

Esquema 46: Estructura del BODIPY y numeracion de sus posiciones.

El nucleo de BODIPY es relativamente facil de preparar a partir
de pirroles disponibles comercialmente, a menudo con alto
rendimiento y en cantidades de varios gramos. Se han descrito
diferentes aproximaciones para la sintesis estos compuestos que

podemos agrupar en 3 grupos:

Sintesis a partir de pirroles y aldehidos

La condensaciéon de aldehidos con pirroles, catalizada por
acidos, produce dipirrometanos, que se utilizan inmediatamente
después de su preparacion ya que son sensibles a la luz, el aire y los
acidos. La oxidacidn del dipirrometano produce un dipirrometeno.
Esta oxidacién se puede realizar con 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-
benzoquinona (DDQ) o 2,3,5,6-tetracloro-p-benzoquinona (p-
cloranilo). El puente de difluoruro de boro se introduce mediante
tratamiento con trifluoruro de boro eterato (BFs-Et,0), en presencia

de una base (Esquema 47).163716

177



— YT —
NH N= BF;Et,0
Base

Esquema 47: Sintesis de BODIPYs a partir de pirroles y aldehidos.

Sintesis desde pirroles y cloruros de dcido o anhidridos

Otra ruta es la condensacion de pirroles con un equivalente de
un derivado de acido. El acilpirrol intermedio reacciona en condiciones
acidas con un exceso de pirrol para formar un dipirrinio. Nuevamente,
el tratamiento con un exceso de base y BFs-Et,0 produce el nucleo
BODIPY.%® |a ventaja particular de este enfoque radica en la
posibilidad de la sintesis de BODIPYs asimétricos, porque el acilpirrol
aislado se puede combinar con un resto pirrol diferente en una
condensacién en medio acido (Esquema 48). Se han descrito sintesis

utilizando cloruros de &cido,*” anhidridos'®® u ortoésteres.®®

(o}
R
R R3 ¢
- -
NH + Ra X _— NH
Ry R;
R4 X =Cl, Br, R4
OCOR, RC(OR")2

N

PR
Rs

R; Ra

Rs
BF;Et,0 X
R

Base N NH N=

Esquema 48: Sintesis de BODIPYs desde pirroles y derivados de dcidos.
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Sintesis desde acilpirroles

Esta ruta es una alternativa descrita por Wu y Burgess,*’° que
consiste en la condensacién de un acilpirrol con otro pirrol, en
presencia de oxicloruro de fésforo. No siempre se requiere un segundo
equivalente de otro pirrol ya que puede promover la condensacién del
pirrol-2-carbaldehido consigo mismo. Como en los demds casos, el
dipirrometeno puede someterse a una complejacidon con un exceso de
base y BFs-Et;0 para producir el BODIPY simétrico (Esquema 49). Los
productos son obtenidos en un proceso “one pot” requieren una
purificacion menor, y generalmente se obtienen con altos

rendimientos.

R1 o] R1 R1
\\ H  Ppocl, S N\
NH NH N
Ry Rz R,

R, FF R

Esquema 49: Sintesis de BODIPYs a partir de acilpirroles.

La adaptabilidad sintética del cuerpo del BODIPY juega un
papel importante en el disefio de nuevos colorantes. Los avances en la
quimica de BODIPYs hacen posible la construccién de numerosos
compuestos mediante la post-funcionalizacidn del nucleo de BODIPY

en lugar de, partir de pirroles apropiadamente sustituidos que no
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siempre son asequible. Incorporando grupos con la densidad

electrénica adecuada en las distintas posiciones del nicleo BODIPY, se
pueden ajustar sus perfiles espectroscopicos y fotofisicos, lo que los

hace sistemas muy versatiles.

SpAr
Acoplamiento Cruzado Liebeskind
Derivados del CF,
Acoplamiento cruzado de Pd
Sustituciondirecta de H

Acoplamiento cruzado de Pd Halogenacién
Sustituciondirecta de H S, Ar
Halogenacion
SeAr
Acoplamiento cruzado de Pd
S,Ar
Sg con NBS T
¢ S, con O o C nucleofilicos S,Ar tiol-halogenos

Reaccién de Knoevenagel AR
g Estirilacion directa

Sustituciondirecta de H

Figura 40: Reactividad del nucleo de BODIPY.

Las posiciones 3 y 5 (Esquema 46) pueden sufrir sustitucién
nucleofilica aromatica (SnAr), sustituciones directas de hidrégeno,
estirilacion directa y acoplamiento cruzado catalizado por Pd o
sustitucion electrofilica con NBS y reaccidnes tipo Knovenagel en
grupos metilo (Figura 40).7>'7> Es posible realizar sustituciénes
electrofilicas aromaticas (SeAr), sustituciones directas de hidrégeno y
acoplamiento cruzado catalizado por Pd en las posiciones 2,6.84176-178
Las posiciones 1,7 pueden halogenarse, dar reacciones de
acoplamiento cruzado catalizadas por Pd o SyAr.17° En la posicion meso
pueden darse reacciones de SyAr, acoplamiento cruzado de Liebeskind
o la incorporacién de un grupo meso-CFs.18%182 Ademds, se han
reportado sustituciones nucleofilicas de fldor por nucledfilos de

oxigeno o carbono en el centro de boro.'#18>
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6.1.2 Aplicaciones de derivados de BODIPY en deteccidn

Ademas de la gran variedad de reacciones quimicas que
pueden experimentar, los BODIPYs, presentan muchas propiedades
fisico-quimicas interesantes. Presentan una gran estabilidad térmicay
fotoquimica y en un amplio rango de pH y buena solubilidad en un
amplio rango de disolventes organicos. Su estabilidad en entornos
fisioldgicos los convierte en una opcidn privilegiada para técnicas de
imagen y etiquetado de proteinas. Las aplicaciones de estos
compuestos son muy variadas. Concretamente, el uso del nucleo
BODIPY como una subunidad de sefalizacion en quimiosensores

186-188 | 95 beneficios de emplear

Opticos estd muy extendido.
guimiosensores Opticos en deteccidn frente a los clasicos métodos
analiticos son particularmente atractivos porque:
Requieren instrumentacion facil, de bajo costo vy

ampliamente utilizada.

Ofrecen la posibilidad de detectar la molécula diana "a
simple vista"

Son métodos no destructivos

Requieren pequefias cantidades de muestra

Permiten realizar una deteccidon rapida del analito en

cuestion

Permite el seguimiento en tiempo real

Solo para ilustrar las muchas posibilidades que ofrecen estos
compuestos, vamos a describir algunos ejemplos recientes. Aunque

estan descritos muchos derivados de BODIPYs para la deteccion de
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cationes y aniones, hemos escogido unos ejemplos para la deteccion
de moléculas neutras que es lo que mas nos interesaba para este
trabajo.

Nuestro grupo de investigacidon ha publicado varios trabajos
sobre la deteccién de simulantes de agentes de guerra quimica
mediante el uso de sistemas basados en BODIPYs.'®1%1 Destacaremos
uno de ellos que permite discriminar entre DFP (sarin) y DCNP
(tabun).’? Se estudi6 el comportamiento cromogénico del compuesto
que se muestra en el Figura 41 en acetonitrilo. La adicién de DCNP
indujo una marcada disminucién en la banda centrada en 591 nm, y la
aparicién de nuevas bandas a 515 y 560 nm, observando un cambio de
color de rosa brillante a naranja. Por el contrario, se observd una
respuesta cromogénica muy diferente cuando el DFP reacciond en las
mismas condiciones. En este caso, se observé un cambio batocromico
importante de la banda de absorcién visible de 590 a 715 nm. Este

cambio batocrémico se reflejo en una modulacion de color de rosa

brillante a azul claro.

18 + DFP
18 1\

18 + DCNP

Figura 41: Discriminacion entre DFP y DCNP con un derivado de BODIPYs.

182



La diferente respuesta cromogénica observada tras la adicion
de DCNP y DFP estaba relacionada con la liberacion de aniones CN'y F-
, tras la fosforilacion del resto fenol. El cianuro (el subproducto Unico
del DCNP (simulante de Tabun) reaccioné con el grupo carbonilo en la
posicidon 3 del nicleo BODIPY para producir un resto cianohidrina rico
en electrones. Por su parte, el fluoruro (el subproducto Unico del
simulante de sarin y soman DFP) indujo la hidrélisis del grupo
protector TIPS. La reaccidén de desproteccidon generd un ion fendxido
que se muestra como fuerte donante de transferencia de carga
intramolecular (ICT) en conjugacién completa con el ntcleo BODIPY y
dio como resultado un gran desplazamiento hacia el rojo en la

absorbancia.

Nuestro grupo también ha estudiado la deteccidn otptica de
ciertos neurotrasmisores empleando BODIPYs como sensores. En ese
sentido se preparé el derivado de BODIPY que se muestra en la Figura

3 Este sistema, en

42 para detectar mondxido de nitrégeno.®
acetonitrilo, mostré una banda de absorcién intensa a 500.5 nm (log €
= 7.6) y una banda de emision intensa a 520,5 nm (Aexc = 478 nm, ® =
0,570). Se observd quenching de la fluorescencia del compuesto
cuando se afadié Cu?, lo que se atribuye a la coordinacion del catidn
con el grupo bipiridina. Por el contrario, Cu* no indujo ninglin cambio
en la fluorescencia. El mecanismo de deteccion se basé en la capacidad
conocida del NO para reducir Cu?* a Cu*. Por tanto, el analito redujo el

catidn con la consiguiente descomplejacion y la recuperacién de la

fluorescencia del ligando. La capacidad de detecciéon fluorogénica de
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la sonda también se observd a simple vista. En particular, se observo
claramente una emision de color verde brillante cuando las soluciones
del complejo con NO se iluminaron con una lampara UV convencional
a 254 nm. Finalmente, también se llevaron a cabo con éxito estudios

de deteccion de NO en células.

350

Emission (a.u.)
NN w
&

8

8-cu' 8
Non fluorescent Fluorescent Wavelength (om)

540 560 580 600

Figura 42: Complejo de Cu?* para la deteccion de NO.

En 2011, Chang et al. describen el Unico BODIPY que se ha

publicado como sensor de dopamina (Figura 43).29
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Figura 43: Quenching de la fluorescencia observada por la interaccion con dopamina.

Dentro del estudio de una libreria de BODIPYs y su interacciéon
con distintas biomoléculas en medios fisiolégicos, observaron que el
BODIPY que se muestra en la figura interaccionaba con dopamina,
provocando un quenching de la fluorescencia a 562 nm, con una
constante de disociacion de 0.49 um. Este comportamiento es
atribuido a la interaccién del grupo catecol con el acido bordnico que
contiene el BODIPY. Es de suponer que el resto de las catecolaminas
también se comportarian de igual manera aunque los autores no

hacen referencia a ese estudio.

Por ultimo, se puede destacar el trabajo publicado por Sankar

et al.»® que disefian un BODIPY con un anillo aromatico polifluorado
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en posicién meso que les permite discriminar entre aminas primarias,

secundarias y terciarias (Figura 44).

Absorcién (agua/DCM)
mas

= ' -
B .

Emisién (agua/DCM)

Figura 44: Respuesta colorimétrica y fluorimétrica del Sistema dibromo polifluorado
con metil amina, dietilamina y trietilamina.

La importante deficiencia electrénica que provoca el anillo
polifluorado en posicién meso, permite que los dtomos de bromo de
las posiciones 3 y 5 del BODIPY puedan sufrir reacciones de SyAr por
las aminas. Los efectos electrénicos de los sustituyentes en el &tomo
de nitrogeno aminico son los responsables de la discriminacidon

selectiva entre las aminas alifaticas.
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6.2 Objetivos

El objetivo principal de este capitulo es el disefio y sintesis de
un quimiodosimetro cromo/fluorogénico, basado en un nucleo de

BODIPY, para la deteccidn selectiva de catecolaminas.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Disefio, sintesis y caracterizacion de derivados de BODIPY
incorporando en su estructura grupos funcionales capaces de
interaccionar especificamente con las catecolaminas.

Evaluacién de la capacidad de las moléculas sintetizadas para
actuar como quimiodosimetros para la deteccidn dptica de las

distintas catecolaminas.
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6.3 Resultados y discusion

6.3.1 Disefio del dosimetro

Los neurotransmisores que van a ser objeto de estudio como
analitos para nuestro dosimetro pertenecen a la familia de las aminas
bidgenas, concretamente al grupo de las catecolaminas, las cuales se
caracterizan por albergar grupos amina y catecol en su estructura
(Figura 45). Para llevar a cabo el disefio de un quimiodosimetro capaz
de detectar este tipo de moléculas, se necesita funcionalizar la unidad
sefializadora (el ndcleo de BODIPY) con las unidades receptoras mas
adecuadas para el reconocimiento molecular de los dos grupos
funcionales presentes en estos neurotransmisores (el grupo catecol y
el grupo amino o beta-aminoalcohol).

OH OH
H0:©/\/NH2 HO NH, HO ~
HO HO HO
Dopamina Norepinefrina Epinfrina

ZT

Figura 45: Catecolaminas.

Es conocido que el grupo catecol interacciona de manera
selectiva con acidos bordnicos para formar ésteres bordnicos, tal y

como podemos observar en el Esquema 50.

OH HO o
/ 4
OH HO (¢]

Esquema 50: Reaccion de formacion de un éster bordnico.
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Por lo tanto, la interaccion entre estos dos grupos funcionales

permitiria la deteccion selectiva del grupo catecol.

Por otro lado, para reconocer (y en la medida de lo posible diferenciar)
los grupos amino o aminoalcohol presentes en los tres analitos
estudiados, se decidié hacer uso de la reaccidon entre estos grupos
funcionales y un aldehido, ya que el producto de reaccién resultante
en cada caso presentaria caracteristicas distintas y nos permitiria
discernir entre las tres estructuras formadas (Figura 46). La dopamina
daria lugar a una imina, o a una tetrahidroisoquinolina a través de una
reaccion de ciclacién de Pictet-Spengler, mientras que la reaccidn con
norepinefrina (noradreanalina) o epinefrina (adrenalina) podria dar

lugar a oxazolidinas.

~ HO. N R
N
HO R
HO R
L | A o 1
HO. NH, R H HO. NH
> R M,
HO HO R
OH H 0/<
N—
HO N__ Ho:©/‘\/
HO Y, HO

Figura 46: Interacciones entre las catecolaminas y un grupo aldehido.

Asi pues, se decidié disefiar un dosimetro consistente en un
nucleo de BODIPY funcionalizado con un grupo acido bordnico para la

interaccidn con el grupo catecol y un grupo aldehido para reaccionar
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selectivamente con los grupos amino y aminoalcohol de los analitos.
Ambos grupos receptores deberdn estar separados la distancia

apropiada para permitir la interaccidon simultanea con los dos grupos

funcionales de las catecolaminas.

BODIPY

Figura 47: Estrategia para el disefio de un quimiosensor dptico para catecolaminas
basado en un BODIPY funcionalizado.

5.3.2 Primera aproximacion

El primer quimiodosimetro que nos planteamos sintetizar se
muestra en la Figura 48, y consisti6 en un nucleo de BODIPY
funcionalizado con un grupo aldehido unido directamente a la posicién
3 del BODIPY y un derivado del acido fenilbordnico en la posicion 5 del

BODIPY.
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Figura 48: Primera aproximacion.

Para abordar la sintesis del sensor se planteé el andlisis
retrosintético que se muestra en el Esquema 51. El grupo fenilbordnico
podria introducirse en el BODIPY por una reaccién de Knoevenagel
sobre el metilo de la posicion 5 con un aldehido aromatico que
contuviese el acido bordnico en una disposicion adecuada. Por otro
lado, el metilo de la posicion 3 deberia ser oxidado selectivamente a
aldehido. Finalmente, el BODIPY 35 podria construirse a partir del

pirrol correspondiente y benzaldehido por métodos bien conocidos.

Esquema 51: Retrosintesis primera aproximacion.
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En primer lugar, se sintetiz6 el BODIPY 35 que incorpora un
grupo fenilo en la posicion meso, metilos en los carbonos 1,3,5y 7y
grupos etilo en 2 y 6 bajo las condiciones descritas en la introduccidn
para la sintesis de BODIPYs a partir de pirroles y aldehidos. Para ello,
se hizo reaccionar 3-etil-2,4-dimetilpirrol con benzaldehido en
presencia de acido trifluoroacético para formar el correspondiente
dipirrometeno, llevando a cabo en el mismo matraz de reaccién su
posterior oxidacién con DDQ y la formacion del puente de difluoruro
de boro mediante la adicién de BFs-Et;0 y posterior tratamiento con
trietilamina. DE esta manera se obtuvo el compuesto 35 con un

rendimiento del 13.6 %.

Esquema 52: Sintesis del compuesto 35.

La razén de introducir los dos grupos etilo en las posiciones 2
y 6 del BODIPY, fue para evitar que en la posterior etapa de oxidacién
selectiva del metilo en posiciéon 3 (6 5) del BODIPY para obtener el
grupo aldehido, se produjera también la oxidacidn indeseada de

dichas posiciones.
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Una vez obtenido 35 se decidié probar la oxidacidn del metilo
en la posicion 3 para generar el aldehido 34. Este paso se llevé a cabo
haciendo uso de DDQ como oxidante y una mezcla THF/agua como
disolvente, lo que permitid obtener regioselectivamente el BODIPY
con un grupo aldehido unido directamente en la posicidon 3, con un

rendimiento del 48 % (Esquema 53).

DDQ
THF/H,0

Esquema 53: Obtencion compuesto 34.

Una vez sintetizado el compuesto 34 y antes de intentar
introducir el grupo fenilborénico en el sensor, se decidié evaluar la

reactividad del grupo aldehido con las distintas catecolaminas.

En primer lugar, se hizo reaccionar el compuesto 34 en etanol
con norepinefrina a temperatura ambiente durante 30 minutos
(Esquema 54). Después de analizar la mezcla de reaccién mediante
resonancia magnética nuclear de protdn, se observaron ambos
productos de partida inalterados, indicando que no habia tenido lugar

ninguna reaccion.
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HO.

35 HO

Esquema 54: Reaccion de norepinefrina con 34.

Se realizaron varios ensayos cambiando el pH del medio para
ver si se incrementaba la reactividad. Se emplearon tanto medios
basicos (NaOH o trietilamina como bases) como ligeramente acidos
(AcOH) y distintas mezclas de disolventes (EtOH, CH3CN/H,0), pero en
todos los casos, los analisis de los crudos de reaccion mediante RMN

mostraron que se recuperaban los productos de partida inalterados.

Debido a la baja reactividad que mostraba la norepinefrina, se
decidié cambiar de analito y evaluar la reactividad del compuesto 34

frente a dopamina (Esquema 55).

NH,

HO

34

Esquema 55: Reaccion de dopamina con 34.
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La reaccidn con dopamina se llevé a cabo utilizando como
disolvente una mezcla de MeOH:H,0 (1:1). Sin embargo, el andlisis de
la mezcla de reaccién mediante resonancia magnética nuclear de
protén, de nuevo mostrd Unicamente la presencia de los productos de
partida inalterados. Se repitié la reaccidon utilizando tolueno como
disolvente y con un montaje Dean-Stark para la eliminacion
azeotrdpica del H,0 formada pero tampoco se obtuvo el producto de
reaccién. De igual modo, se traté de utilizar acido acético glacial para
aumentar la reactividad de la mezcla de reaccidn sin éxito. Se probaron
distintas condiciones de reaccidn no obteniéndose los resultados
positivos en ninguno de los casos. Se probaron distintos disolventes y
tampones como EtOH, MeCN:H,0, MeOH:HEPES (0.05 M), Tolueno y
CHCl; y tampoco se obtuvieron buenos resultados. También se
probaron distintas bases: NaOH (1 eq), EtsN (1 eq), glicina y sacarosa
en cantidades cataliticas y, también, acido acético glacial con MgS0,

anhidrido. En ninguno de los casos se obtuvo el compuesto deseado.

Con el objetivo de simplificar estructuralmente el nucledfilo de
la reaccion y poder atribuir la falta de reactividad al grupo aldehido se
hizo reaccionar el BODIPY con bencilamina, pero de nuevo se

recuperaron los productos de partida.

Una posible explicacion para la baja reactividad observada
podria ser que al estar el aldehido del compuesto 34 directamente
unido al nucleo del BODIPY hubiera efectos estéricos o electrénicos
desfavorables. Asi pues, se decidid disefiar un nuevo dosimetro

separando el grupo aldehido del nucleo del BODIPY.
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6.3.3 Segunda aproximacién: empleo de espaciadores entre el
grupo aldehido y el ntcleo de BODIPY

Para intentar minimizar los posibles efectos estéricos
producidos el cuerpo del BODIPY, se ensayaron distintos espaciadores
intentando extender la conjugacién del BODIPY al grupo aldehido para

que la interaccién con el analito diera lugar a un cambio colorimétrico.
Empleo de estireno como espaciador.
Se planteé en primer lugar utilizar un derivado del

tereftaldehido como espaciador entre el cuerpo del BODIPY y el grupo

aldehido, tal y como se muestra en la Figura 49.

Figura 49: Seqgunda aproximacion.

Como se muestra en el Esquema 56, se decidid utilizar
reacciones de condensacidon de Knoevenagel entre los metilos de la
posicion 3 y 5 del nucleo de BODIPY y los aldehidos

correspondientes.'%®
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35

Esquema 56: Andlisis retrosintético de la sequnda aproximacion.

Para ello, se hizo reaccionar el compuesto 35 con aldehido
tereftdlico en presencia de piperidina y dcido acético en tolueno, en
las condiciones cldsicas para este tipo de reacciones, utilizando un
montaje de Dean-Stark con el objetivo de retirar el agua generada
durante la reaccion. Se dejo reaccionar 14 horas a reflujo, siguiendo la
reaccion mediante cromatografia de capa fina (CCF). Tanto la CCF
como el posterior analisis del crudo de reaccidn mostraron que la
reaccion no habia tenido lugar, recuperandose los productos de

partida inalterados (Esquema 57).
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olieno

Esquema 57: Reaccion de Knoevenagel entre el compuesto 35 y tereftaldehido.

Para intentar poner a punto las condiciones de esta reaccion,
se decidid trabajar con un BODIPY mas sencillo (el compuesto 38, que
se muestra en la Figura 50) sin los grupos etilo en las posiciones 2y 6
porque no se someterd el sistema a ningln proceso de oxidacidén y su

sintesis es menos costosa.

Figura 50: Compuesto 38.

Para sintetizar el compuesto 38 se hizo reaccionar 2,4-
dimetilpirrol con benzaldehido en presencia de acido trifluoroacético
para formar el dipirrometeno, llevando a cabo in situ su oxidacién con
DDQYy posterior formacion del puente de difluoruro de boro mediante
tratamiento con BF3-Et,0 y trietilamina obteniéndose asi el BOSIPY 38

con un rendimiento del 20 %.
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Por otro lado, se decidid proteger uno de los grupos aldehido
del aldehido tereftalico como acetal, para convertirlo en un
compuesto menos electron atrayente. Asi mismo, se quiso ensayar la
reaccidon con el aldehido isoftalico (con los dos grupos aldehido en
meta) que proporcionaria también un receptor adecuado para las

catecolaminas.

La proteccion de ambos dialdehidos se llevé a cabo haciendo
uso de etilenglicol como grupo protector en presencia de acido p-
toluensulfénico (Esquema 58). Los aldehidos monoprotegidos se

obtuvieron sin dificultad con rendimientos del 27 % (meta) y 13%

(para).
H o} O, H
TsOH
HQ, OH
H
(o} \)0
39: meta
40: para

Esquema 58: Proteccion tereftaldehido y isoftaldehido.

Sin embargo, todos los intentos de realizar la reaccidon de
Knoevenagel entre ambos aldehidos monosustituidos y el compuesto
38 no condujeron al producto de reaccién deseado, en ninguna de las
condiciones de reaccion empleadas (distintas temperaturas y tiempos

de reaccion) (Esquema 59).
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38

39: meta 41: meta o
40:para 42. para \)
O,

Esquema 59: Intento de sintesis de los compuestos 41 y 42.

Se probd también a realizar la reaccion de Knoevenagel entre
el BODIPY 38 y 4-(hidroximetil)benzaldehido 43, por si la presencia del
grupo acetal pudiera estar afectando a la reaccidon. El compuesto 43 se
obtuvo facilmente, con un 43 % de rendimiento, por reduccién del
aldehido tereftdlico con borohidruro sédico a temperatura ambiente

(Esquema 60).

43

Esquema 60: Reduccion de tereftaldehido.
Sin embargo, el andlisis del crudo de la reaccion entre el
BODIPY 38 y el compuesto 43 mostraba Unicamente la presencia de

los reactivos de partida.

Debido a la dificultad de utilizar la reaccién de Knoevenagel

como estrategia para unir ambas partes del dosimetro, se decidid
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cambiar la metodologia sintética y utilizar una reaccion de Wittig

197

entre el aldehido 34 previamente preparado y un iluro de fésforo

apropiado, como se observa en el Esquema 61.

Esquema 61: Intento de reaccion de Wittig entre 34 y 45.

El compuesto 45 posee un grupo éster que posteriormente

podria reducirse a aldehido. Para sintetizarlo se hizo reaccionar

trifenilfosfina y 4-(bromometil)benzoato de metilo obteniéndose la sal

correspondiente 47, con un rendimiento del 54 %, seguido de reaccidn

con NaOH para dar lugar al iluro de fésforo (Esquema 62).

®
Br PPh,Br )Pha
PPh, NaOH
— —
0] ClJ o] ClJ o] (l)
47 45

Esquema 62: Obtencion del iluro de fdsforo.
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Sin embargo, todos los intentos de realizar una reaccién de
Wittig entre el aldehido 34 y el iluro 45, bajo diversas condiciones,
condujeron o bien a productos de partida o a mezclas dificiles de

resolver en las que no se detectaba el producto deseado.

Empleo de alquenilpiridina como espaciador.

Se intentd también realizar la reaccién de Knoevenagel
sustituyendo el anillo de benceno por un anillo de piridina como
espaciador (Esquema 63). Con ello se pretendia también favorecer la
interaccion del dosimetro con las catecolaminas a través de posibles
enlaces de hidrégeno entre el grupo amino y el par de electrones libres

de la piridina.

Esquema 63: Retrosintesis de 48.
Para llevar a cabo la sintesis de este compuesto, se decidio
llevar a cabo una reaccién de Knoevenagel entre el BODIPY 35y 2,6-
diformilpiridina 51. Previamente, el compuesto 51 se sintetizd con

buen rendimiento (17 %) en dos etapas a partir del dicloruro de acido
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correspondiente (compuesto 49) por reaccién con pirrolidina para

obtener la correspondiente diamida 50 (82 % de rendimiento), seguido

de reduccién con LiAlH4 (Esquema 64).

H
N
| LiAIH,
cl N I — Gn N D-» H H
o] o o o o o
49 50

A 7

51

Esquema 64: Sintesis compuesto 51.

De la misma manera que se hizo con los aldehidos tereftalico
e isoftalico, se decidid proteger uno de los dos grupos aldehidos como

acetal del etilenglicol para evitar una doble reaccién de Knoevenagel o

posibles reacciones de polimerizacion (Esquema 65).

0. H
| X
OH N7
H N/ H +HO/\/ — |

O. =

bt &

51 (o]
52

Esquema 65: Sintesis compuesto 52.
Sin embargo, de nuevo todos los intentos de reaccién del

BODIPY 35 con el aldehido 52, en condiciones de Knoevenagel,

condujeron a la recuperacién de los productos de partida inalterados.
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6.3.4 Tercera aproximacion: Funcionalizacion del BODIPY con un
éster de N-hidroxisuccinimida para la formacidon amidas con las

catecolaminas

Debido al fracaso en los intentos de reaccién de Knoevenagel
entre los 3,5-dimetil BODIPYs 35 y 38 y los distintos aldehidos
aromaticos ensayados, se decidié cambiar la estrategia y ensayar la
deteccion de catecolaminas a partir de la formaciéon de una amida
entre el grupo amino de los neurotransmisores y un derivado de acido
activado, unido al BODIPY. Concretamente un éster de N-

hidroxisuccinimida (NHS).

Para la obtencién del correspondiente BODIPY funcionalizado
con un éster NHS, se decidid emplear una reaccién de formacion de
hidrazonas, que ya se habia empleado previamente en nuestro grupo
de investigacion, entre el aldehido 34 y el acido 4-hidrazinobenzoico.
El grupo acido carboxilico puede posteriormente transformarse en un
éster de N-hidroxisuccinimidilo, por reaccidon con N-hidroxisuccinimida
y un agente de condensacion. Asi pues, se planted la sintesis del
compuesto 53 tal y como se muestra en el Esquema 66, el éster 53 se
obtendria a partir del acido 54 por reaccidn con N-hidroxisuccinimida.
A su vez el compuesto 54 se obtendria de la reaccién entre el
compuesto 34 sintetizado previamente y el acido 4-hidrazinobenzoico,

disponible comercialmente.
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Esquema 66: Retrosintesis cuarta aproximacion.

La hidrazona 54 se obtuvo con un 75 % de rendimiento

(Esquema 67).
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OH

34 55 54

Esquema 67: Sintesis del compuesto 54.

Una vez obtenida la hidrazona 54, se procedié a la sintesis del
N-hidroxisuccinimidil ester 53 por reaccion de ésta con N-
hidroxisuccinimida en presencia de EDC y DMAP en DCM, con un 9 %

de rendimiento (Esquema 68).

Esquema 68: Sintesis del compuesto 53.

208



Estudios de la respuesta de la sonda 53 frente a las catecolaminas

Llegado a este punto se llevaron a cabo estudios de UV-Vis y
fluorescencia con el compuesto 53 en ausencia y en presencia de un
exceso de dopamina, para evaluar su capacidad como grupo sensor de

las catecolaminas.

Bodipy con 1000 eq de
dopamina

- Badipy

Bodipy en MeOH H2O con
dopaminz

Intensidad de Auorescenda (u.a,)

(=i &350 700 a0 BOD

Longitud de ondajnm)

Grdfica 18: Espectros de fluorescencia del compuesto 53 (10> M en metanol)

En la Grafica 18 se muestran los espectros de emisién de
fluorescencia del compuesto 53 disuelto en MeOH en ausencia y
presencia de dopamina. El compuesto 53 presenta un maximo de

emision de fluorescencia alrededor de 625 Nm (Aexc= 365 nm).

Si se analiza la gréfica se puede observar que el maximo de
emisiéon es practicamente el mismo en presencia y ausencia de
dopamina, no se da variacién (linea azul). Se afiade un gran exceso de
disolucién de dopamina (linea gris), pero el Unico efecto que se
observa es la disminucién de la sefial relacionada con el efecto del

agua en el BODIPY. A tenor de estos resultados se puede concluir que,
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de haber interaccion entre el compuesto 53 y la dopamina, esta
interaccion no da lugar a un cambio de las propiedades fluorescentes

del quimiodosimetro.

Estos resultados parecen apoyar la necesidad de que el
BODIPY interaccione también con el grupo catecol de la catecolamina
por medio del acido borodnico. Ello deberia inducir cambios
importantes en la rigidez del dosimetro lo que se traduciria en un

cambio en su intensidad de fluorescencia.

6.3.5 Ensayos de funcionalizacién del BODIPY con un acido
fenilbordnico

Una vez funcionalizado el ntcleo de BODIPY en la posicion 3-
con un éster de NHS capaz de interaccionar con los grupos amino y
aminoalcohol de los analitos, se decidié ensayar la incorporacién de
un derivado del 4cido fenilbordnico en el extremo opuesto del BODIPY
(posicidn 5-), para interaccionar selectivamente con el grupo catecol

de los analitos.

Para ello, se decidid llevar a cabo previamente el estudio de
las condiciones Optimas de reaccidn para incorporar el acido
fenilbordnico empleando como reactivo de partida el BODIPY 35
previamente sintetizado y utilizando de las condiciones clasicas de la

reaccion de Knoevengel para la obtencién de derivados estirénicos.
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En un primer momento se penso sintetizar el bromoderivado
57 a partir de 35 y posteriormente obtener el acido bordnico 56 a

partir de una reaccién de borilacién de Miyaura con el compuesto 57.

56 57

Esquema 69: Sintesis 56.

Para ello se partié de p-anisaldehido, que se hizo reaccionar
con bromo en DCM, con lo que se obtuvo tanto el producto
monobromado 58 como el dibromado 59, con rendimientos del 41 %

y 16 % respectivamente (Esquema 70).

H o} H o] H o]
—_ +
Br Br Br
~ o o
58 59

Esquema 70: Sintesis del compuesto 58.

De nuevo se intentd llevar a cabo una condensacion de
Knoevenagel, entre el aldehido del 58 y el BODIPY 35, pero se volvieron

a recuperar los productos de partida.
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Por si el problema se derivara de la presencia del bromo, y
dado que en el grupo se habian llevado a cabo satisfactoriamente
reacciones de condensacién entre el metilo en la posicién 3 de
derivados de BODIPY y 5-iodovainillina o sustratos parecidos, se
decidio llevar a cabo la reaccién de Knoevenagel entre el compuesto
35y 5-iodovainillina en presencia de piperidina y 4cido acético. En este

caso si pudo obtenerse el compuesto 60, aunque con un rendimiento

muy bajo.

60

Esquema 71: Sintesis del compuesto 60.

El siguiente paso era hacer reaccionar el compuesto 60 con
Bis(glicolato de neopentilo)diboro en presencia de una cantidad
catalitica de Pd(0), para la introduccidn del acido bordnico (borilacion
de Miyaura). Como la cantidad obtenida del compuesto 60 era muy
pequefia se decidid llevar a cabo primero la reaccién con 5-
iodovainillina comercial para buscar las condiciones de reaccién mas
adecuadas. Se encontré finalmente que Ila reaccién entre

iodovainillina y diborano en presencia de acetato potasico y PdCl; en
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DMSO durante 16 horas (Esquema 72) permitié la obtencion del

boronato 61, aunque con un rendimiento muy bajo (4 %).

Os__H 0 o O« _H
\
>CO/B_ <o><
" Meo B~
MeO ! PdCl, , CH;COOK © I
OH OH O
DMSO

61

Esquema 72: Sintesis compuesto 61.

A pesar de ello, se intentd hacer reaccionar el BODIPY 60 con
diboro glicolato de neopentilo, en las mismas condiciones que la
reaccién anterior para intentar obtener el compuesto 61 (Figura 51),
pero no se obtuvo el producto deseado y tampoco pudo recuperarse
el reactivo de partida, observandose una mezcla muy compleja de

productos que no pudo identificarse.

Figura 51: Compuesto 62.
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6.3.6 Cuarta aproximacion: Introduccién de un acido

fenilbordnico en la posicion meso del nicleo de BODIPY

Dadas las dificultades encontradas en todos los intentos de
funcionalizar las posiciones 3 o 5 del BODIPY con un 4&cido
fenilbordnico, se decidi6 cambiar el paradigma y disefiar un
guimiodosimetro donde el acido bordnico estuviera unido al cuerpo
del BODIPY a través de la posicién meso y el aldehido se encontrara
directamente unido al cuerpo del BODIPY en la posicién 2. Para ello se
decidid sintetizar los compuestos 63 y 64 (Figura 52) que se diferencian
entre si por la posicién del acido bordnico respecto al cuerpo del

BODIPY.

Figura 52: Estructura compuestos 63 y 64.

En primer lugar, se llevé a cabo la sintesis del compuesto 63.
Este aldehido podria obtenerse por formilacién del correspondiente
BODIPY 65, obtenido a su vez mediante el procedimiento general para
la sintesis de BODIPY anteriormente citado, utilizando dimetilpirrol y
el acido 4-formilfenilborénico. Asi, se hizo reaccionar acido 4-

formilfenilbordnico con el pirrol correspondiente en THF seco. Pasados
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30 minutos se afiadié TFA y DDQ. Tras dejar reaccionar esta mezcla se
afiadié BF3-OEt; y trietilamina y se dejd reaccionar hasta obtener el

compuesto 65, con un rendimiento del 20 %.

o}
N
HO HN THF
I
OH
BFy Oty
DDQ Et;N

Esquema 73: Sintesis del compuesto 65.
Una vez obtenido el compuesto 65, se procedio a la oxidacion
selectiva de la posicién 2 mediante una acilacién de Vilsmeier-Haack
haciendo reaccionar 65 con una mezcla 1:1 DMF:POCI;. El compuesto

63 se obtuvo con un rendimiento del 20 % (Esquema 74).
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DMF, POCl,

Cl

/_/

Cl

Esquema 74: Sintesis de 63.

Para sintetizar el compuesto 64 se llevd a cabo exactamente la
misma ruta sintética, Unicamente variando el acido fenilbordnico de
partida (3-formilbencenoboronico), obteniéndose el BODIPY

correspondiente con un rendimiento del 25 %.

o)
B
HO” “OH
BF;-OEt DMF:POClI;
——
Et;N DCE
66 64

Esquema 75: Sintesis del compuesto 64.
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Una vez obtenidos ambos compuestos era necesario buscar las
condiciones de reaccion adecuadas para poder llevar a cabo la
deteccidon de catecolaminas. En primer lugar, se realizé un intento de
reaccion del compuesto 63 con dopamina bajo las condiciones
habituales!®® para la formacién de ésteres bordnicos (MeOH y HEPES).
Al no obtenerse resultados positivos se decidid estudiar las

condiciones dptimas con moléculas mas sencillas.

Asi pues, se estudié la reaccion entre el compuesto 65 vy
catecol, en una mezcla de DCM y AcOEt, obteniéndose el éster

bordnico 69 con un 26 % de rendimiento (Esquema 76).

Esquema 76: Sintesis compuesto 69.

Dado el esfuerzo sintético descrito en este capitulo con pocos
resultados, nos parecié adecuado realizar un estudio, mediante
espectroscopia de emision de fluorescencia, de la capacidad de los
compuestos 63 y 64, para actuar como quimiodosimetros

fluorescentes en la deteccién de dopamina y catecol.
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6.3.7 Estudios de fluorescencia de los BODIPYs 63 y 64 en
presencia de dopamina y otros dioles y aminas.

Se registraron los espectros de fluorescencia de los
compuestos 63 (Aexc=486 nm) y 64 (Aexc=490 Nnm) en MeOH (10 M),
gue mostraron una banda de emision de fluorescencia proxima a A=
510 nm en ambos casos y se estudiaron los cambios observados tras
la adicion de un exceso de distintos compuestos: dopamina, catecol,
etilenglicol, bencilamina y anilina (Figura 53). Los resultados se
muestran en la Grafica 19, donde los sensores se encuentran disueltos

en concentracién en un rango de 10° M en MeOH.

HO.
NH,
OH
OD ©/\ Ho” NS
H

Catecol Bencilamina Etilenglicol
NH,
i HOD/\/NHZ
HO
Anilina Dopamina

Figura 53: Analitos para ensayos de fluorescencia.
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Grdfica 19: (Arriba) estudio de fluorescencia de 63 (10> M en MeOH) (Aexc=486 nm)
con dopamina y posibles interferentes (103 M). (Abajo) estudio de fluorescencia de
64 (10> M en MeOH) con distintos neurotransmisores (Aexc=490 nm).

Observando las gréficas de fluorescencia (Grafica 19) se puede
apreciar la destacada disminucién de la intensidad de fluorescencia de
los correspondientes BODIPYs en presencia de catecol y dopamina.
Este cambio indica que se esta produciendo una interaccion del grupo
catecol de los sustratos con el acido borénico de los compuestos 63 y
64. Por su parte, las aminas (anilina o bencilamina) producen muy
pocos cambios en la fluorescencia, lo que nos indica una baja

interaccion con el grupo aldehido.
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Por ello y a falta de mas tiempo se determind que los
compuestos 63 y 64 son importantes candidatos para llevar a cabo
futuros estudios de deteccidn de catecolaminas. Ha quedado claro que
los acidos boronicos son buenas unidades de reconocimiento para
catecoles y debemos encontrar una forma mas adecuada para la
deteccion del grupo amina y generar asi el sistema ditdpico que

necesitamos para la deteccién selectiva de estas aminas bidgenas.
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6.4 Conclusiones

En este capitulo se ha abordado el disefio de un dosimetro
para la deteccidon fluorescente de catecolaminas empleando las
propiedades fluorescentes de los BODIPYs. Para ello, se han abordado
diversas estrategias y se han sintetizado y caracterizado diversos

BODIPYs.

Se han intentado reacciones de Knoevenagel, que a pesar de
estar descritas en la bibliografia como método habitual de obtencion
de BODIPYs en posiciones 3 y 5, no han dado lugar a los productos
deseados en este trabajo, probablemente debido a que la reaccion es

muy sensible a los efectos electrdnicos de la molécula.

Se han disefado concretamente las sondas 63 y 64 que han
demostrado tener propiedades 6ptimas para la deteccion de las
catecolaminas ya que presentan cambios de fluorescencia en
presencia de dopamina y catecol, debido a la interaccién entre el

grupo 1,2-dihidroxibenceno y el acido bordnico de la sonda.

Para futuras investigaciones se deben realizar los
experimentos pertinentes para evaluar el limite de deteccion del
dosimetro con cada una de estas catecolaminas. Ademas, se deben
evaluar los BODIPys precursores que no poseen el grupo fenilborénico

pero si el aldehido, como posibles sondas.
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6.5 Procedimiento experimental

Sintesis del compuesto 35

En un matraz fondo redondo de 3
bocas sumergido en bafio de hielo (0°C)

provisto de agitador magnético y bajo

atmésfera de argéon se anadio 3-etil-2-4-
dimetilpirrol (2 mL,14.8 mmol), benzaldehido (717 pL, 7.06 mmol), TFA
(27 pL, 0.35 mmol) y 150 mL de DCM seco. Se dejo reaccionar 60
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se aifiadié DDQ (1.6
g, 7.06 mmol) y se continud con la agitacién. Pasados 60 min se
afiadieron 16 mL de trietilamina y 30 min después 16 mL de BF;-OEt..
La mezcla se dejo reaccionar 4 horas y se paré la reaccidon evaporando

el disolvente.

El crudo de reacciéon se purificd mediante cromatografia en
columna de gel de silice, usando como eluyente una mezcla de hexano:

AcOEt 9:1 obteniendo asi 364.5 g (13.6 %) del compuesto 35

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 7.44 (m, 3H), 7.26 (m, 2H), 2.51 (s,
6H), 2.26 (g, J= 7,5 Hz, 4H), 1.25 (s, 6H), 0.96 (t, J= 7,5 Hz, 6H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls) 6 156.17, 153.54, 140.20, 138.48,
132.71,131.17, 129.64, 127.9, 115.62, 17.07,14.62,12,49, 11.85.



Sintesis del compuesto 34

En un matraz fondo redondo de 3 bocas
sumergido en bafio de hielo (0 °C) se aflade DDQ (553
mg, 2.436 mmol) en 6 mL de THF seco. Mediante un

embudo de adicion compensada se anadié gota a

gota y con agitacién una disolucion de 35 (200 mg, 0.52 mmol) en una
mezcla THF/H,O 15:0.15 mL, y se dejdé reaccionar bajo agitacidn

durante 2 dias.

El crudo de reaccidn se extrajo con DCM y salmuera; la fase
organica se secé con MgS0, anhidrido y posteriormente se eliminé el

disolvente.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 9:1 obteniendo

94.5 mg (48 % de rendimiento) del compuesto 34.

1H-NMR (300 MHz, CDCls) 6 10,40 (s, 1H), 7,53 (m, 3H), 7,28
(m, 2H), 2,72 (g, J= 7,5 Hz, 4H), 2,66 (s, 3H), 2,34 (g, J=7,5 Hz, 3H), 1,36
(s, 4H), 1,27 (t, J= 7,5 Hz, 3H), 1,27 (s, 3H) 1,03 (t, 6H).



Sintesis del compuesto 38

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de
250 mL, se afiadieron acido benzaldehido (353 mg,
3.33 mmol), 30 mL de THF seco y 2,4-dimetil-1H-pirrol

(633 mg, 7 mmol) bajo atmosfera de argén. La mezcla

se agita, y se afiaden 8 gotas de TFA. La disolucidn inicialmente
presenta color amarillo y se va oscureciendo hacia un color marrén. Se

dejé reaccionar a temperatura ambiente.

Siguiendo la reaccidn por cromatografia de capa fina, una vez
gue se ha consumido el aldehido, unos 30 minutos, se aflade DDQ (756
mg, 3.33 mmol). La disolucion pasa a color granate. Se dejo

reaccionando un dia, con agitacion y bajo atmosfera inerte.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccidén, se afadio
diisopropiletilamina (4 mL, 23 mmol) (la disolucidn se volvié amarilla)
y BF3-Et;0 (6 mL, 47 mmol), pasando a un color morado y se dejé

reaccionar 6 horas mas.

La mezcla de reaccion se extrajo 3 veces con 100 mL de aguay
otras 3 veces con 100 mL de salmuera. La fase organica se secd sobre
MgSO. anhidrido y se filtré a gravedad, obteniendo el crudo de
reaccion. Este crudo se purificé mediante cromatografia de columna
utilizando como fase estacionaria silica gel y como eluyente una
mezcla de hexano: AcOEt 1:3. Obtenemos 251.7 mg del compuesto 38

(20.1 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢) & 7,48 (m, 3H), 7,26 (m, 2H), 5,98
(m, 2H), 2,56 (s, 6H), 1,37 (s, 6H).



HRMS(EI): m/z(%) la masa calculada para CisH21B,F2N20; es
369.1747 g/mol y la masa [M+ Na]* obtenida es 369.1743.

Sintesis del compuesto 39

En un matraz de fondo redondo de 50 mLde 3 ,_
bocas provisto de agitacion magnética se disolvid
isoftaldehido (268 mg, 2.00 mmol), una punta de 0

)

pL, 2.00 mmol) en 15 mL de tolueno seco. Se calento a reflujo durante

espatula de acido p-toluensulfénico y etilenglicol (111

4 horas con montaje destilacion Dean-Star.

Se extrajo el crudo con 20 mL de DCM y 10 mL x 3 H,0 pH (8-
10). La fase orgdnica se secé con MgSQ, anhidrido y posteriormente se

elimind el disolvente a vacio.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria silica gel
y como eluyente una mezcla de DCM: Hexano 9:1 obteniendo 97.8 mg

del compuesto 39 (27 % de rendimiento).

'H-NMR (300 MHz, CDCls) 6 10,04 (s, 1H), 8,01 (t, 1H), 7,88 (d,
1H), 7,56 (t, 1H), 5,88 (s, 1H), 4,15 (m, 4H).



Sintesis del compuesto 40

En un matraz de fondo redondo de 50 mLy de 3 bocas

(@)
T

provisto de agitacidn magnética y bajo atmosfera de argdn se
disolvié tereftaldehido (1 g, 7.46 mmol) en 20 mL de tolueno
seco, a continuacidn, se anadio etilenglicol (0.45 mL, 8.26 0\_/0
mmol) y una cantidad catalitica de acido p-toluensulfénico. La mezcla

de reaccion se calenté durante 3 horas a 130 °C.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria silica gel
y como eluyente una mezcla de DCM: hexano 8:2 obteniéndose 0.17 g

del producto 40 (13 % de rendimiento).

IH-NMR (300 MHz, CDCls) & 10.04 (s, 1H), 7.90 (d, J=8.4 Hz,
2H), 7.65 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 5,88 (s, 1H), 4,15 (m, 4H).

Sintesis del compuesto 43

En un matraz de fondo redondo (50 mL) de 3 gphsBr@
bocas provisto de agitacion se introducen teraftaldehido
(900 mg, 8.81 mmol), borohidruro de sodio (77 mg, 2.04
mmol); la reaccidn se mantiene bajo atmdsfera de argén
y a 0°C y se anaden 6.75 mL de THF seco y 4.50 mL de

etanol. Se dejo bajo agitacidn durante toda la noche. Se acidifica hasta

pH= 6 con HCI 2 M.

Se extrajo el producto con 30 mL de AcOEt y (10 mL x 3) de

salmuera, se secd con MgS0, anhidrido y se elimind el disolvente.



La purificacién del producto llevé se a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria silica gel
y como eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 6:4 obteniéndose 516

mg del producto 43 (43 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, CDCls) & 10,14 (s, 1H), 7,87 (d, J= 8,4 Hz,
2H), 7,56 (d, )= 8,4 Hz, 2H), 4,82 (s, 2H).

Sintesis del compuesto 47

En un matraz de fondo redondo de 50 mL y 2 bocas OH
provisto de agitacibn magnética se disolvio 4-
(bromometil)benzoato de metilo (500 mg, 2.18 mmol) y
trifenilfosfina (573 mg, 2.18 mmol) en 10 mL de acetona, bajo "~ ©
atmoésfera de argon. Se calentd la mezcla a reflujo durante 1 hora y

media.

Se observé un precipitado blanco insoluble en acetona, se
filtr6 y se le elimind el disolvente a vacio. No fue necesaria la
purificacién adicional del producto obteniéndose 483 mg (54 % de

rendimiento) del producto 47.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.76 (m, 9H), 7.63 (m, 4H), 5.68 (d,
2H), 3.87 (s,3H).



Sintesis del compuesto 50

En un matraz de fondo redondo de 50 mLy 3 X

\
T

bocas provisto de agitacién magnética y a 0°C se " N
disolvié dicloruro de piridina-2,6-dicarbonilo (5 g,

24.5 mmol) en 15 mL de DCM, bajo atmdsfera de argdén. En un embudo
de adicidn, se adiciona una disolucién de pirrolidina (9.16 mL, 109.67
mmol) en 25 mL de DCM vy se adiciona gota a gota. Una vez se ha
adicionado todo el contenido del embudo se dejo reaccionar durante

2 horas.

Se anadio a la reaccidn, gota a gota, 10 mL de HCl, se extrajo
el producto con 30 mL de DCM y (10 mL x 3) de HCI 2 M, se sec6 con
MgS0. anhidrido y se elimind el disolvente a vacio. Se obtuvieron 5.51

g (82%) de producto puro que se identifica como 50.

H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7,87 (m, 3H), 3,69 (m, 8H), 1,91
(m, 8H).

Sintesis del compuesto 51

En un matraz de fondo redondo de C | X O
100 mL de tres bocas provisto de agitacion N\H/ENJ\H/N
magnética y a 0°C se aflade producto 50 (5.51 ° °
g, 20.15 mmol), bajo atmédsfera de argdn, y se introduce 37 mL de THF
seco. Mediante un embudo de adicién compensada se afladen gota a

gota LiAlIH4 (569.30 mg, 15 mmol)disueltos en 50 mL de THF seco. Una

vez completada la adicion se dejé reaccionar durante 40 minutos.



Se anade a la reaccién gota a gota 10 mL de HCI, se extrae el
producto con 30 mL de DCM y (10 mL x 3) de HCI 2 M, se secd con
MgS04 anhidrido y se elimind el disolvente. Se obtuvieron 0.46 g de 51

puro (17 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, CDCls) & 10.16 (s, 2H), 8.19 (d, J= 8,6 Hz,
2H), 8.10 (g, J= 8,6 Hz, 1H).

Sintesis del compuesto 52

En un matraz de fondo redondo de 50 mLy tres Ox M
bocas provisto de agitacion magnética se disolvié de 51 N
(255 mg, 1.88 mmol), acido p-toluensulfonico (17.04 mg, </O
0.0895 mmol) y etilenglicol (0.05 mL, 0.88 mmol) en 15
mL de tolueno seco, bajo atmdsfera de argdn. Se calienta a reflujo con

un montaje Dean-Stark durante 15 minutos.

Se filtré el crudo de reaccién y la fase acuosa se extrae con 20
mL de AcOEt y 10 mL de agua, se seco la fase organica con MgS0,

anhidrido y se elimind el disolvente a vacio.

La purificacién del producto se llevé a cabo mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria silica gel
y como eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 4:6, obteniéndose 35.6

mg del producto 52 (11 % de rendimiento).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 10.11 (s, 1H), 7.95 (m, 2H), 7.79
(dd, 1H), 5.94 (s, 1H), 4.12 (m, 4H).



Sintesis del compuesto 54

En un balén de 2 bocas de 25 mL
provisto de agitacién magnética, sistema de
reflujo y bajo atmdsfera de argdén, se
afiaden del compuesto 34 (20 mg, 0.0507

mmol) y acido 4-hidrazinobenzoico (8 mg,

0.0526mmol). A continuacidn, se afiaden 10

mL de EtOH y se dejé reaccionar a 85°C durante toda la noche.
Posteriormente se eliminé el disolvente a vacio. La purificacidon del
producto se llevd a cabo mediante cromatografia de columna
utilizando como fase estacionaria silica gel y como eluyentes

Hex:AcOEt 8:2, dando lugar a 20 mg de 54 (75 % de rendimiento).

H-NMR (300 MHz, Cloroformo-d) & 8.36(s,1H), 8.27 (s,1H),
8.02 (d, J=8.8Hz, 2H), 7.55-7.46 (m, 3H), 7.31 (dd, J=6.5, 3.0Hz, 2H),
7.08 (d, J=8.8Hz, 2H),2.8 (c, J=7.4Hz, 2H), 2.57 (s, 3H), 2,32 (c, J=7.6 Hz,
2H),1.33 (s,3H), 1.26 (s, 3H), 1.16 (m, 3H),1.00 (t, J=7.6Hz, 3H)



Sintesis del compuesto 58

En un matraz de fondo redondo de
250 mL provisto de un sistema de reflujo,
agitacién magnética y bajo atmdsfera de
argon, se afnadio p-Anisaldehido (2.68 mL,

22.06 mmol)) y 10 mL de DCM.

Posteriormente y mediante un embudo de
adiciéon compensada se afiade gota a gota una disoluciéon de Br; (12.5
mL, 25.03 mmol) en 20 mL de DCM. Se dejé a 50°C durante 12 h. Al
finalizar la reaccién, se le afiadié al crudo una disolucion acuosa de
NaHSOs y se extrajo con DCM y se secd la fase orgdnica con MgSQO,
anhidrido. Para terminar, se evaporé el disolvente y se purifico el
producto mediante cromatografia de columna utilizando como fase
estacionaria silica gel y como eluyente una mezcla de hexano: AcOEt
9:1. Se obtuvieron 1.93 g del compuesto 58 (41% de rendiemiento).

También se obtuvo un 16% del compuesto dibromado 59.

1H-NMR (300 MHz, Cloroformo-d) § 9.84 (s, 1H), 8.08 (d, ] = 2.0
Hz, 1H), 7.82 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.99 (s,
3H).



Sintesis del compuesto 60

En un balén de 100 mL de 3 bocas Os_H

acoplado a un colector Dean-Stark, un sistema de

reflujo y bajo atmdsfera de argén se anadio el wmeo B”
compuesto 35 (90 mg, 0.236mmol) y 5- \q\
iodovainillina (2.57 mg, 0.205mmol). Se afiadieron 45 mL de tolueno,
piperidina (0.4 mL, 4.05mmol) y acido acético glacial (0.1 mL, 1.021
mmol) y se dejé reaccionar a 150°C durante 4 horas. El crudo de
reaccion se extrae con 30 mL de DCM y 10 mL de salmuera, la fase
organica se secé con MgS0, anhidrido y posteriormente se eliminé el
disolvente a vacio. La purificacién del producto se llevd a cabo
mediante cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria
silica gel y como eluyente una mezcla de hexano: AcOEt 6:4. Se

obtienen 10 mg del compuesto 60 (7,6%).

IH-NMR (300 MHz, Cloroformo-d) & 7.50 — 7.47 (m, 3H), 7.30
(m, 2H), 7.17 (m,1H), 7.10 (dd, J = 6.3, 1.7 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 5.75 (s, 1H), 3.99 (s, 3H), 2.64 — 2.54 (m, 5H), 2.32 (g, } = 7.6 Hz,
2H), 1.31 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.15 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 0.99 (t, ) = 7.6 Hz,
3H).



Sintesis del compuesto 61

En balén de fondo redondo de 2 bocas y bajo w_ o

atmésfera de argdn, se afiadid 5-lodovainillina (139 mg, 0.5

mmol), diboro glicolato de neopentilo (135 mg, 0.6 mmol), Br
acetato potasico (147 mg, 1.5mmol) y PdCl, (11 mg, 0.015
mmol). Se afiaden 30 mL de DMSO y se vuelve a gasificar con argon el
matraz de reaccidn. La reaccidn se calienta a 80°C durante 16 horas. El
crudo de reaccién una vez a temperatura ambiente se vertidé sobre
agua helada (100 mL) y se extrajo con 30 mL de DCM por triplicado. A
continuacion, se secé el disolvente y se purificé el producto mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente una mezcla de éter etilico.DCM 1:1. Se

obtuvieron 5 mg del compuesto 61 (3.8 % rendimiento).

'H-NMR (300 MHz, MeOH-d4) 6§ 9.74 (s, 1H), 7.69 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 7.37 (d, J = 1.9 Hz,1H), 5.32 (s, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.81 (dd, J = 6.3,
3.8 Hz, 4H), 1.32 - 1.27 (m, 6H).



Sintesis del compuesto 65

En un matraz de 3 bocas de 250 ml, se afladen HOL OH
acido 4-formilbencenoboronico (500 mg, 3.33 mmol),
30 ml de THF seco y 2,4-dimetil-1H-pirrol (633 mg, 7
mmol) bajo atmosfera de argén. La mezcla se agita, y

se afiaden 8 gotas de TFA. La disolucidn inicialmente

presenta color amarillo y se va oscureciendo hacia un

color marron. Se dejoé reaccionar a temperatura ambiente, siguiendo
la reaccidn por cromatografia de capa fina. Una vez consumido el
aldehido (unos 30 minutos), se afiadié DDQ (756 mg, 3.33 mmol). La
disolucién pasé a color granate. Se dejdé reaccionando un dia, con

agitacién y bajo atmosfera de argon.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccidén, se afadio
diisopropiletilamina (4 mL, 23 mmol) (la disolucién se volvié amarilla)
y BFs-Et;0 (6 ml, 47 mmol), pasando a un color morado y se dejé

reaccionar 6 horas mas.

La mezcla de reaccién se extrajo 3 veces con 100 mLde H,O y
otras 3 veces con 100 mL de salmuera. La fase organica se secd sobre
MgSO. anhidrido y se filtré6 a gravedad, obteniendo el crudo de
reaccion. Este crudo se purificé mediante cromatografia de columna
utilizando como fase estacionaria gel de silice y como eluyente una
mezcla de hexano: AcOEt 1:3. Se obtuvieron 251.7 mg del compuesto

65 (20.1 % de rendimiento).



1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.23 (s, 2H,-OH), 7.95 (s, 2H, -
Ar), 7.32(d, 2H,-Ar), 6.17 (d, 2H, Ar), 2.44 (d, J = 4.8 Hz, 6H, 2-CHs), 1.32
(d, J=2.7 Hz, 6H, 2-CHs).

HRMS(EI): m/z calculada para Ci9H21B,F2N20,-Na ([M+ Nal*)es
369,1747 g/mol y la masa obtenida fue 369,1743.

Sintesis del compuesto 63

Se disolvio el compuesto 65 (50 mg, HO ;-OH
0.1385 mmol), 1,2-dicloroetano (13.4 mL, 0.1385
mmol) y se afiaden a un matraz de 3 bocas que

contiene de una mezcla 1:1 de POCl; y DMF (2.68

mL, 0.1385 mmol), bajo atmosfera inerte. Se dejo

reaccionar 2 horas a 60°C.

Se dejé enfriar, primero a temperatura ambiente y luego en
bafio de hielo, para afiadir 30 ml de NaHCOs 1 M, dejandolo reaccionar

30 minutos bajo agitacion.

Tras pasar el tiempo, la reaccidn se extrajo 3 veces con 100 mL
de agua y otras 3 veces con 100 mL de salmuera. La fase organica se
secé con MgSO, anhidrido y se filtré a gravedad, obteniendo el crudo
de reaccién. Este crudo se purific6 mediante cromatografia de
columna utilizando como fase estacionaria silica gel y como eluyente
una mezcla de hexano:AcOEt 7:3. Se obtuvieron 10.4 mg del

compuesto 63 (19 % de rendimiento).



H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.95 (s, 1H,-C=0), 8.28 (s, 2H,-
OH), 7.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H,-Ar), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H,-Ar), 6.45 (s, 1H,-
Ar), 2.55 (s, 3H,-CHs), 2.48 (s, 3H, -CHs), 1.8 (s, 3H, -CHs), 1.19 (s, 3H, -
CHa).

HRMS(EI): m/z calculada para CyoH21B2F2N,03 -Na ([M+ Na]*) es
397,1706 g/mol y la masa obtenida es 397,1704.

UV-Vis (MeOH), Amax=490 nm; emision (MeOH) Amax=515 nm
(Aexc =490 nm)

Sintesis del compuesto 66

En un matraz de 3 bocas de 250 mL se afiade
acido 3-formilbencenoboronico (505 mg, 3.37 mmol),
30 ml de THF seco y 2,4-dimetil-1H-pirrol (633 mg, 7

mmol). A la mezcla, con agitacién y bajo atmdsfera

inerte, se afiadieron 8 gotas de TFA. La disolucidn

inicialmente es color amarillo claro y se va oscureciendo hacia un color
granate. Se dejé reaccionando a temperatura ambiente, hasta que se
consume el aldehido, siguiendo la reaccién por cromatografia de capa

fina, durante 30 minutos.

Una vez consumido el aldehido se afiadié DDQ (756 mg, 3.33
mmol). La disolucién sigue de color granate. Se dejo reaccionando un

dia con agitacién y bajo atmosfera inerte.

Al trascurrir el tiempo de reaccion, se afadié

diisopropiletilamina (4 mL, 23 mmol), la disoluciéon se vuelve amarilla,



y entonces se adicionan BFs-Et;0 (6 ml, 47 mmol) la disolucién pasa a

un color morado. Se dejo reaccionar 6 horas.

Finalizado este tiempo, la disolucidn se extrajo 3 veces con 100
mL de agua y otras 3 veces con 100 mL de salmuera, la fase orgénica
se seco sobre MgS0O, anhidrido y se filtré a gravedad, obteniendo el
crudo de reaccion. Este crudo se purifico6 mediante cromatografia de
columna utilizando como fase estacionaria gel de silice y como
eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 1:3. Se obtuvieron 341.9 mg del

compuesto 66 (Rendimiento del 28 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.23 (s, 2H), 7.96 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.33 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.17 (s, 2H), 2.45 (s, 6H), 1.33 (s, 2H).

HRMS(EI): m/z calculada para Ci9H21B2F2N>O>-Na ([M+ Na]*) es
369.1757 g/mol y la masa obtenida es 369.1743 g/mol.

Sintesis del compuesto 64

Se disolvié el compuesto 66 (341.9 mg,
0.9286 mmol), en 1,2-dicloroetano (89.9 mlL,
0.9286 mmol) y se afiadié a un matraz de 3 bocas

de 250 mL, bajo atmosfera de argdn, que contiene

una mezcla de 1:1 de POCl; y DMF (18 mL, 0.9286

mmol). Se dejo reaccionar 2 horas a 60°C.



Se dejo enfriar primero a temperatura ambiente y después en
bafio de hielo antes de afiadir 300 mL de NaHCOs, dejando reaccionar

la mezcla 30 minutos.

Tras pasar el tiempo la reaccion se extrajo 3 veces con 100 mL
de agua y otras 3 veces con 100 mL de salmuera. La fase organica se
secé con MgSQ, anhidrido vy se filtré a gravedad, obteniendo el crudo
de reaccién. Este crudo se purific6 mediante cromatografia de
columna utilizando como fase estacionaria gel de silice y como
eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 7:3. Se obtuvieron 91.9 mg del

compuesto 64 (25 % de rendimiento).

1H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 9.95 (s, 1H), 8.28 (s, 2H), 7.99
(d,J=8.2 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.44 (s, 1H), 2.71 (s, 3H), 2.55
(s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.38 (s, 3H).

HRMS(EI): m/z calculada para CyoH2:B2F2N>O3 Na ([M+ Na]*) es
397.1706 g/mol y la masa obtenida es 397.1704 g/mol.

UV-Vis (MeOH), Amax=490 nm; emision (MeOH) Anax=515 nm (Aexc=490

nm)



Sintesis del compuesto 68

Se disolvié acido 4-formil bordnico (50.2 mg,
0.3 mmol) y catecol (52.5 mg, 0.45 mmol) en 45 mL de
DCM y 5 mL de AcOEt y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente 24 horas, con agitacion. No se
observd un precipitado por lo que se evapord el

disolvente en rotavapor y se obtuvieron 50.9 mg de

compuesto 68 con un rendimiento del 75.72 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.97 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.72 (dd, J = 5.9, 3.5 Hz, 2H), 6.66 — 6.56
(m, 2H).

Sintesis del compuesto 69

En un baldn de 250 mL, se disolvidé 63 (17.3 mg, 0.047
mmol) y catecol (7.7 mg, 0.07 mmol) en 0,4 mL de DCM y 5 Q
mL de AcOEt. Se dejd reaccionar 6 horas con agitacién a g~
temperatura ambiente. Tras este tiempo, la mezcla se
concentré en el rotavapor y se purific6 mediante
cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria H™ ~0
gel de silice y como eluyente una mezcla de hexano:AcOEt 7:3. Se

obtuvieron 5.7 mg del compuesto 69 (26.5 % de rendimiento).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 7.60 (s, 2H), 7.19 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 6.79 - 6.68 (m, 2H), 6.61 (dd, /= 6.9, 5.7 Hz, 2H), 6.16 (s, 2H), 2.44
(s, 6H), 1.35 (s, 6H
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