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1.- INTRODUCCION.

Durante un largo periodo, la asociacion no covalente se traté como un tipo de interaccion débil y no
especifico. Se consideraba como un componente de procesos tales como solvatacién y adsorcion a
interfases. Un descubrimiento de importancia primordial fue que la asociacion no covalente es
responsable de la aha eficiencia y especificidad de procesos como biocatalisis, regutacion a través de
interacciones receptor-efector, funcionamiento del sistema inmunoldgico por medio de interacciones

anticuerpo - antigeno y replicacién de ADN.

Ello provocé un gran interés en el estudio del fenémeno de asociactdon no covalente en sistemas
artificiales con el propdsito de crear una base teorica para las interacciones biologicas y desarrollar
nuevos sistemas quimicos (catalizadores, sensores, amplificadores de sefiales, etc.) mas eficientes. Esta

area de! conocimiento actuaimente se trata como “Quimica Supramofecular”.

Dado que las interacciones no covalentes son débiles, la asociacion fuerte y especifica (“reconocimiento
molecular”) entre una especie de interés (“ligante” o “huésped”) y una molécula mas grande disefiada
para reconocerla (“receptor” o “anfitriéon”) solo puede lograrse a través de una multitud de interacciones
simultaneas entre varios sitios de ambos especies. A pesar de que la idea general de alta eficiencia de las
interacciones multisitiales pudiera parecer casi trivial, su realizacion practica es muy dificil porque un
receptor capaz de complejarse selectivamente con un huésped en esta manera debe presentar una serie

de caracteristicas, a saber;

Un arreglo de sitios de interaccion predispuestos en el espacio para ser geométricamente
complementarios a los sitios de interaccion del huésped. El receptor debe tener un cierto balance entre
flexibilidad y ngidez (los receptores demasiado flexibles presentan una gran pérdida entropica durante la
complejacion, mientras que aquellas especies demasiado rigidas interactian lentamente); debe tener una
minima tendencia a la autoasociacion, y generar durante la complejacion un sefial facilmente detectable

para su aplicacion practica, etcétera.



El proposito de este trabajo es probar como receptor para poliaminas alifaticos (una familia de
importantes reguladores biologicos) el tetraanion de Coproporfirina 1 (CP-1). La razén de ello es que
dadas las caracteristicas quimicas y estructurales de esta molécula, se espera que los grupos carboxilato
de CP-1 formaran hasta cuatro puentes salinos con los grupos amonto dc los huéspedes, y que la
superficie hidrofobica de la porfirina pueda participar en una. interaccion adicional hidrofobica con

grupos metileno de los huéspedes.

Finalmente, dada la conocida sensibilidad de las bandas de absorcion de la porfirina a su microambiente
es probable que se genere una sefial inducida por la complejacion faciimente detectable. Ademas, este
potencial receptor es una sustancia natural cuya preparacion no precisa por lo general de una laboriosa

sintesis organica.



2.- ANTECEDENTES,

2.1 Asociacion no covalente de porfirinas.

Las porfirinas son componentes de varias estructuras biologicas importantes tales como hemoproteinas y
clorofifa. En todos estos casos, la porfirina participa como ligante tetracoordinado planar para iones
metalicos tales como Fe***" o Mg™", los cuales son los sitios activos en estas biomoléculas, mismas que
coordinan axialmente los sustratos correspondientes, como peroxido de hidrogeno, oxigeno molecular,
CO, etcétera. Sin embargo, se conoce que e! resto del macrociclo puede participar en interacciones de

tipo no covalente con varias moléculas organicas.

Las porfirinas dentro de sus procesos de asociacion no covalente, presentan de manera general, dos

tipos de comportamiento, a saber:

e Autoasociacton, entendido como el proceso mediante el cual las moléculas de soluto interaccionan
consigo mismas para formar agregados diméricos, triméricos y polimeros de orden superior.

e Heteroasociacion, entendido para los fines de este trabajo como el proceso a traves del cual las
moléculas de soluto interaccionan con otras especies quimicas diferentes a ellas que se encuentren

presentes en el medio.

A continuacion se describen brevemente las principales contribuciones no covalentes que presentan las

porfirinas en sus procesos de asociacion:

e Interaccion electrostatica. Término que se utiliza para referirse a distintas contribuciones debidas a
cargas permanentes, dipolos o multipolos en una molécula.

o Interacciones de van der Waals. Se consideran como la suma de la energia de atraccion y repulsion
debida a dipolos transitorios en una molécula.

o Energia de induccién. Considerada como la interaccion entre distribuciones estaticas de carga de

una molécula y el cambio inducido en la distnbucion de carga de otra.




e Contribucién hidrofobica Se genera a partir de las propiedades que exhibe un hidrocarburo o
fragmento molecular no polar al pasar del liquido puro (o un ambiente no acuoso) hacia el medio
acuoso. ( AH pequcio y negativo, AS grande y negativo, y ACp grande y positivo). Se explica este
comportamiento como muestra de la mayor afinidad de {as moléculas de agua para interactuar de

manera mas favorable consigo mismas que con las moléculas de soluto.

2.2 Autoasociacion de porfirinas.

Los estudios sobre el proceso de autoasociacion de porfirinas tienen un largo historial. Ya desde 1937,
Alexander estudid capas monomoleculares de una variedad de porfirinas en la superficie del agua'. Del
area calculada atribuida a una molécula de Protoportirina, y de la estabilidad general de la monocapa,
concluyé que las moléculas de Protoporfirina IX (Figura 1) estaban acomodadas cara a cara y
orientadas verticalmente De esta manera, los grupos carboxilicos polares estarian en contacto con el

agua, micntras que los grupos vinilo permanecerian alejados del medio.

‘00C ! r
00C

Figura 1 Protoporfirina IX

De forma mas reciente, han surgido estudios acerca del comportamiento de porfirinas sintéticas meso

sustituidas solubles y sus metaloderivados (Figura 2). La introduccién de grupos ionogénicos posibilita

su solubilidad en agua.
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Figura 2. Diferentes tipos de porfirinas meso sustituidas solubles en agua.

Diversos trabajos respecto al proceso de autoasociacion nos permiten conocer algunos topicos de suma

importancia para el entendimiento de éste fenémeno:

En disolucion acuosa a pH 7.5, la TCPP y TPPS; presentan dimerizacidn que se muestra, en
particular, en una desviacion de la ley de Beer en la absorcion de luz de sus disoluciones. El grado de
agregacion de las porfirinas se incrementa a mayor concentracidn y mayor fuerza ionica. Bajo las
mismas condiciones experimentales la TMPyP permanece monomérica.’

En general, la TCPP (una porfirina anidnica) y sus derivados metalicos muestran una mayor tendencia
a agregarse con respecto a la TMPyP (una porfirina cationica) y sus metaloderivados. La adicion de
electrolitos (1:1) favorece este proceso’.

Los espectros de absorcion de las disoluciones de porfirinas a diferentes concentraciones presentan
un punto isosbéstico. Dentro de los intervalos de concentracion usuales para el estudio de porfirinas
meso sustituidas (1-10 M) se comprueba que solo el agregado dimérico se forma™".

La asociacion en medio acuoso es un proceso entalpicamente favorable, lo que sugiere que las
interacciones de van der Waals y electrostaticas son la principal fuerza directriz del proceso de

T
autoasociacion™®.



e La autoasociacion de porfirinas solubles en agua se ve incrementada por lo presencia de sales
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inorganicas en el medio™”, y esta estrictamente suprimido en disolventes organicos .

Los procesos de asociacion de porfirinas pueden ser monitoreados por varias técnicas, lales como

RMN, espectroscopia UV- visible, o espectroscopia de fluorescencia.

La técnica de RMN proporciona la mayor informacion sobre el proceso de asociacion (ademas de las
constantes de equilibrio, también la geometria del asociado), pero presenta el gran inconveniente de ser
un método poco sensible, y por razones instrumentales solo funciona en la mediciéon de constantes de
asociacion aproximadamente del orden de 10°-10° M. Los cambios en los desplazamientos quimicos se

deben al efecto de apantallamiento del sistema de electrones de tipo 7 sobre los protones del macrociclo.

Espectroscopia ultravioteta-visible (UV-visible) es una técnica mas sensible y permite medir constantes
del orden de 10° - 10° M (en el caso de porfirinas), mientras que espectroscopia de fluorescencia
funciona para constantes hasta del orden de 10° - 10®* M™. Los cambios cn los espectros electronicos
surgen como consecuencia del interacciones llamadas m-x, los cuales también producen un efecto de

apagamiento de la fluorescencia.

Con base en las propiedades espectroscopicas de éstmacrociclos, se esperaria que la interaccion entre
una porfirina y un ligante aromatico pueda provocar un apagamiento de la fluorescencia de la porfirina y
afectar la posicion de las bandas de absorcion en los espectros electronicos de éstos macrociclos. Los
cambios espectrales con ligantes alifaticos deben ser comparativamente mas pequeiios, y parecidos a 1os

que se observan como consecuencia det efecto del medio™”.

Las porfirinas tienen dos grupos de bandas espectrales, una banda muy intensa entre 370390 nm
{conocida como banda de Soret) y bandas mas débiles entre 500 y 700 nm (bandas Q). Se sabe que las
variaciones en la banda de Soret son myu sensibles a todos los factores (metalacién, disolvente,
interacciones m-7, etc.) y la mayoria de los trabajos publicados utilizan los cambios en esta banda como

herramienta para el estudio de las propiedades de las porfirinas.



2.3 Asociacién no covalente entre porfirinas e iones o moléculas orginicas.

Previamente se ha mencionado que existen interacciones entre el macrociclo de porfirina con varias

moléculas organicas, es decir, procesos de heteroasociacion de porfirinas.

Kano y su grupo de cotaboradores™® han proporcionando una herramienta (til para la caracterizacion del
sistema porfirina + ligante, ya que validan en repetidas ocasiones el empleo de las técnicas de
espectroscopia de fluorescencia para estudiar la formacion de complejos porfirina + ligante en medio
acuoso. Sus trabajos proveen datos importantes sobre la formacion y estabilidad de estos agregados

moleculares:

* Con el empleo de TPPS;, TMPyP, TAPP y TOPyP como receptores de las especies 10-antraquinona-
2,6-disulfonato de sodio (AQDS™), metilviologeno (MV?®') [diclorhidrato de 1,1’-dimetil-4,4°-
dipiridinio], PNF (p-nitrofenol), y PFI (proflavina) se estudio la formacion de complejos con estas

especies™”,

Se informan los valores de la constante de asociacion (K) y parametros termodindmicos observados

(Tabla 1). Los estudios se realizan en medio acuoso, a 25 °C.

Tabla 1: Valores de K y parametros termodinamicos para el sistema

Huésped + Receptor = = Agregado
RECEPTOR HUESPED *K (M") K (M") -AH AS
(kJ/mol) {J/moltK)
TPPS; MV 4300 4600 223 -19.3
TPPS; AQDS* 810 740 38.2 -58.7
TMPyP PNF ND 550 46.1+38|-999+ 117
TMPyP PFI 2161 ND 29.3 -34.9
TAPP BQ 85 ND ND ND
TAPP PFI 800 ND ND ND
TOPyP PFI 2100 ND ND ND

* Determinada por espectroscopia de fluorescencia;** Determinada por espectroscopia UV-visible. ND: No determinada.




Con el empleo de sistemas tipo RTPP-BQ (BQ = p-benzoquinona), TMPyP-BQ y TAPP-BQ se ha

estudiado la formacién de complejos entre dichas especies”,

La K para el primer agregado (donde R = -OH, -CH;, -OCH;, -NHCOCH,, -Ci, -Br, -NO,, -COOCH;,
-CN) es de 3.02 M en promedio. El segundo agregado tiene una K = 70 M” mientras que al Gltimo le

corresponde una K=85 M,

Los resultados de estos estudios, realizados en medio acuoso, a 25 “C, generan una senie de parametros
fisicoquimicos inherentes al proceso de asociacion. En la Tabia 2 se presentan dichos valores para los

. . . -8
sistemas receptor + huésped estudiados™,

Tabla 2; Valores de AH y AS para el sistema Receptor + Huésped - - Agregado
RECEPTOR | HUESPED | -AH (kJ/mol) AS (J/molK)

TPPS, AQuS 10.5 19.1
TPPS; AQBS 17.7 11.1
TPPS; AQDS 34.9 -53.1
TPPS, PyS 18.9 -0.2
TPPS; AnS 12.7 13

TPPS; MV 22.3 -19.3
TMPyP PNP 46.1 -99.9
TMPyP PF] 29.3 -34.9

AQu.8. 9,10-antraquinona-1-sulfonato de sodio, AQPS. 9,10-antraquinona-2-sulfonato de sodio: PvS: 1-pirensulfonato de

sodio; AnS: 2-antracensulfonato de sodio.

Resumiendo. Se comprueba con evidencia experimental que e/ proceso de heteroasociacion entre
porfirmas meso sustituidas y ligantes aromaticos esta entdalpicamente favorecido en todos los casos
estudiados. Las porfirinas (anidnicas y catidnicas) forman complejos estables en medio acuoso con
huéspedes que presenten carga i6nica de signo opuesto al propio del receptor. La estequiometria de

dichos agregados es generalmente 1: 1,



1012 i ambién han abordado el estudio de la asociacion de

Pasternack y su grupo de colaboradores

porfirinas con nucledsidos, nucledtidos y polinucle6dtidos. Sus resultados muestran que:

¢ Las constantes de asociacion determinadas para los agregados formados TMPyP(4) (ver Figura 2) y
el derivado Cu(11)-TMPyP(4) con polimeros sintéticos de DNA (poli[dG - dC])" tienen un valor de
7.7X10° y 8X10° M respectivamente En experimentos sobre la formacion de complejos entre
TMPyP(4) con homopolimeros de DNA [poh(dG-dC) y poli(dA-dT)]""ll se observa que la
formacion de agregados estables ocurre Gnicamente en regiones donde predominan los pares dG-dC,
y solo si la porfirina no presenta ligantes axiales. Proponen que la constante de asociacion para el
sistema TMPyP(4) + poli({dA-dT) es aproximadamente dos veces mayor'®, por lo que sus calculos
arrojan un valor de 1.2X10° M.

¢ En experimentos sobre la formacion de agregados (medio acuoso, pH 6.9, 25 °C, y I = 0.2) entre
TMPyP(4) y sus metaloderivados de Cu(1l), Zn(11), y Ni(Il) con nucleésidos y nucledtidos', (dG,
dC, dA, dT, dGMP, dCMP, dAMP y dTMP) se encuentra que las constantes de asociacion son
mayores para ligantes con bases puricas que para aquelios conteniendo bases pirimidicas (2400 M

contra 186 M™' en promedio).

En opinion de los autores, el valor de K para estos agregados tiene poca dependencia con la estructura
de los huéspedes, y la interaccidn electrostatica no es de vital importancia para la formacion del
complejos moleculares. Se atribuye la estabilidad del agregado a la contribucidon denominada
“apilamiento 7, dada la presunta interaccion favorable entre los planos aromaticos de la porfirina y las

bases nitrogenadas.




io

Schneider y colaboradores™'” realizan por primera vez un estudio sistematico en cuanto a las variaciones
de los componentes huésped + receptor se refiere. Sus resultados permiten identificar y cuantificar
experimentalmente la contribucion electrostatica de las asociaciones huesped-receptor en agua
{AAG ), con un incremento constante de S + 1 kJd/mol de puentes salinos entre receptor y huésped'y
lo que es notable: e/ incremento en la energia de asociacion con que contribuye la parte lipofilica, que

corresponde a 1.4 + 0.2 kJ/mol de electrones 7 interactuantes en los ligantes aromaticos probados.

Los datos recogidos para las valoraciones espectrofotométricas de sus sistemas Auésped + receptor,
teniendo como receptores una serie de porfirinas meso sustituidas solubles en agua muestran un buen
ajuste y valores con poca variacion para las constantes de equilibrio evaluadas a diferentes longitudes de
onda. Los espectros de absorcion de los sistemas estudiados exhiben un punto isosbéstico, /o que
asegura que bajo las condiciones experimentales coexisten en disolucion unicamente dos formas de

porfirina: libre y complejada, y ademds es despreciable la autoasociacion de porfirina®

2.4 Reconocimiento molecular de aminas alifaticas.

Hasta el momento, la gran mayoria de los anfitriones probados para poliaminas son derivados de éteres
18-corona-6 (Figura 3) Dentro de estos receptores se cuentan éteres corona unidos a fragmentos
polipeptidicos', macrociclos [18]-N,O, modificados'®', ademas de macrociclos tipo [18]-NzO, unidos
a nafialenc y metaloporfirinas'’, y los derivados carboxilicos de éteres 18-corona-6, mismos que tienen
semejanza con sitios biologicamente activos; son solubles en agua y utilizan para su enlazamiento

residuos carboxilicos™"”.

[
L
(o)

Figura 3. Eter 18-corona-6.
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Para estos y otros anfitriones anionicos se observa una afinidad hacia diaminas considerable, aun en
medio acuoso. Sin embargo la especificidad es baja y en particular, solo hay una moderada diferencia
entre afinidad al respecto de diaminas y monocaminas, lo cual probablemente sea resultado de que la
parte principal de la energia de asociacion se debe a ia inclusion del cation amonio en el macrocicio, lo
que ocurre con la misma energia en el caso de mono o diaminas. Ademads, los sistemas estudiados no
producen una sefial facilmente detectable, que es una condicion indispensable para el desarrollo de un

sensor de diaminas,

La importancia de las poliaminas en los procesos biologicos ha generado una serie de estudios con el fin
de disefiar receptores capaces de interaccionar de manera selectiva con los grupos amonio presentes en
estos policationes. Dentro de la literatura encontramos reportes acerca del empleo de derivados de

éteres corona para el reconocimiento selectivo de poliaminas:

Behr y colaboradores' abordan las propiedades de un éter 18-corona-6, unido covalentemente a 4
triptofanos, exhibiendo cuatro residuos carboxilicos libres (1a) (Figura 4). De este estudio podemos
conocer los valores para las constantes de asociacion con una serie de diaminas, como se ilustra en la

Tabla 3 (Se empled buffer de (MeyN):PO, 0.1 M, en medio acuoso a pH 6.9 y 25 °C).

ZT

(\o/ﬁ o © O'I
R, O O~ =R I
R’J: OIR km
(Lo

b) R = COO"

Figura 4. Eter 18-corona-6 unido a fragmentos de triptofano (1a) y grupos carboxilato (1b).
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o
= | NH,
SNT a) R = (CHa)oNHy’
R b) R = (CH2)aNH5"
2
Figura 5. Los huéspedes 2a, b.
Tabla 3: Valores de logK (M) para el sistema la+ Amina ~- = Agregado
AMINA logK
NH," 2.53
CH;NH;" 1.98
PhCH,NH:" 2.16
PhCH,CH,NH;" 2.0

"H;NCH,CH,NH;* | 348
"HaN(CH_):NH;" 2.9
"HaN(CH,),NH;" 2.76

2a* 336
2b* 2.6

* Ver Figura 5.

Behr, Lehn y Vierling' investigaron las propiedades del receptor 1b (Figura 4), e informan las
constantes de asociacion para ésta especie con una serie de diaminas (Tabla 4). Se empled un buffer de

(MesN)Y:PO, 0.1 M, en medio acuoso a pH 6.9 y 25 °C.

Tabla 4; Valores de logK (M) para el sistema 1b + Amina ~ -~ Agregado

AMINA logK AMINA logK
NH,” 3.53 "HaN(CH,)sNH: " 3.07
CH;NH;' 2.87 "HiN(CH,)sNH;' 2.95
CH:CH,NH," 2.43 ADRENALINA" 1.79
"HsN(CH;),NHs' 4.6 EFEDRINA 1.30
"H;N(CH,);NH;' 3.77 NORADRENALINA 2.74
'HaN(CH3)aNH;' 3.23 NOREFEDRINA’ 2.00
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De la comparacion entre la estructura y propiedades quimicas tanto del éter como de los ligantes,

proponen que la fuerza de enlace esta dominada por efectos electrostaticos. Ademas, existen factores

que determinan sus propiedades de complejacion con poliaminas:

a) Discriminacion central, resultante de la cavidad del macrociclo, que favorece la inclusion

de aminas primarias con respecto a aquellas con un mayor numero de sustituyentes.

b) Discriminacion lateral, debida a interacciones entre el ligante y las cadenas unidas al

macrociclo.

Proponen que la mayor contribucion para la asociacion entre éteres corona y aminas se debe a efectos

electrostaticos e hidrofobicos.

Lehn y Vierling " han probado como receptores de aminas a una serie de éteres aza-/8-carona-6
(Figura 6). Informan las constantes de asociacién para los complejos estudiados en medio acuoso (Se

empled como medio reaccional una mezcla metanol/agua en proporcion 9/1, y como electrolito soporte

(Me;N)Br 0.1 M, a 25°C)

Tabla 5: Valores de logK (M) para el sistema Receptor + Amina ~ -~ Agregado.

RECEPTOR CHgNH{ CH;CH:NH;' PhCH:CH:NH;
3 332 3.2 3.17
4 3.34 3.17 3.30
5 481 4.49 470

L R
L x0T N
.0 0 .0 o
L | L J
0 0 N NT
,f X | R L_ 0. .‘1 R
3 X=0 S5 R=CH3
4 X=NCil3

Figura 6. Estructura de los receptores macrociclicos



Podemos observar en la tabla previa, que existe una elevada afinidad y considerabie selectividad del
macrociclo 5 con respecto a los macrociclos 3 y 4 en su interaccion con los cationes organicos. Se
propone que este comportamiento surge como consecuencia de la presencia en ul receptor de ties
nitrégenos simétricamente localizados. Las especies R-NH:" se incluyen en la cavidad del macrociclo
por medio de tres puentes de hidroégeno ('N-H---N), reforzadas por interacciones electrostaticas entre los

atomos de oxigeno y los grupos amonio del macrociclo.
El grupo de trabajo de Voyer emplea como receptor de diaminas un derivado de éter |8-corona-6 unido
covalentemente a una cadena pentapeptidica™ (Figura 7). La afinidad de estos sistemas por diaminas

queda ilustrada en una serie de datos experimentales, determinados en CDCl;, a 25 °C:

Tabla 6: Constantes de formacion para el sistema Receptor + Sustrato <= Agregado

Sustrato KX10% (M
+H5N(CH2).,NHJ+ 6 7 8 9
| n=2 032 2.56 218 6.75
n=3 0.32 4.42 9.00 4.79
n=4 0.23 2.88 922 9.58
n=5s 0.34 4.44 11.5 6.42
n=6 0.08 10.3 41.6 116
n=7 0.20 285 82.1 31.8
n=8 0.25 557 113.0 52.5
n=9 064 638 2050 133.0
Receptor ESTRUCTURA
6 Ver Figura 7
7 N-terl-Boc-Ala-Ala-Ala-EC-Ala-EC-Ala-CONH-n-Pr
8 N-tert-Boc-Ala-Alu-EC-Ala-Ala-EC-Ala-CONH-n-Pr
9 N-tert-Boc-Ala-EC-Ala-Ala-Ala-EC-Ala-CONI{-n-Pr

*EC = 3,4-(18-corona-6)-L-lenilalanina

VOtse

[} “ Lo Bac

Moy Futasivarboml

Figura 7. Receptor 6.



Los valores contenidos en la tabla anterior nos muestran, como en todos los casos revisados, una
sorprendentemente alta afinidad de estos receptores hacia las diaminas probadas. Las diferencias pueden
ser producto de las variadas conformaciones que puede la cadena polipetidica. Cabe destacar que la
elevada afinidad de estas moléculas tambien es resultado de la accion cooperativa entre los dos éteres
corona con que cuenta el polipéptido. Evidencia experimental complementaria sobre la inclusion del
catién amonio en un macrociclo de tipo [18}-N,O, (Figura 8) es aportada por el trabajo de Pascard,
Riche, Cesario y colaboradores'. Informan la estructura en estado solido del criptato formado por el

macrociclo [18]-N,O, modificado y el dication de cadaverina (1,5-diaminopentano).

Figura 8: Macrociclo tipo {18]-N;O, unido a naftalenos.

Con base en la evidencia presentada, podemos plantear una serie de consideraciones al respecto de las

propiedades de reconocimiento molecular exhibido por los sistemas estudiados:

o Partiendo del hecho que en complejos formados con éteres 18-corona-6 los cationes (organicos e
inorganicos) interactuan con los atomos de oxigeno del macrociclo y se acomodan en el interior de la
cavidad, podemos esperar que la introduccion de sustituyentes en el macrociclo provoque cambios
estructurales en la molécula del receptor, y variacion en sus propiedades de interaccion los ligantes y
moléculas de disolvente.

o Existe discriminacion central , la cual se origina por la presencia de una cavidad de tamaio dado en el
centro del polieter. Los grupos amino tienen el tamafio justo para anclarse en la cavidad del éter. La
sustitucion de los protones sobre el atomo de nitrégeno provoca un menor numero de nteracciones
N-O en el complejo, con la consiguiente merma en la estabilidad. Luego, la estabilidad por este efecto
tiene la siguiente secuencia;

RyN"<R;NH'<R;NH; <RNH; <NH,"
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e La estabilidad de los complejos esta fuertemente dominada por contribuciones de tipo no covalente

ya mencionadas. La fuerza de enlace esta notablemente influenciada por atracciones electrostaticas,

Todos los ejemplos de receptores para diaminas mencionados anteriormente presentan la limitante de
que ninguno de los trabajos mencionados hace alusion a los efectos de la fuerza i6nica, concentracidn de
EC o del disolvente sobre la interaccién huésped-receptor y se encuentran limitados en cuanto a su

aplicacion como sensores para diaminas, por las razones instrumentales mencionadas previamente.

2.5 Reconocimiento molecular de aminas aromaticas.

Dentro del extenso campo del reconocimiento de poliaminas, es necesario incluir algunos topicos acerca
de poliaminas aromaticas, con el fin de amphar el panorama de nuestras espectativas en cuanto a
reconocimiento de poliaminas se refiere.

Rebeck y colaboradores™ han estudiado la formacién de agregados entre diaminas aromaticas (Figura
9) y un derivado de acridina (Figura 10) en CDCl; a 25 °C empleando técnicas de RMN. En su trabajo

informan la siguientes constantes de asociacion:

Tabla 7: Valores de K para el sistema Base + 10 <« - Agregado

Basc KX107 (M™) Base KX10” (M)
DABCO 160 Quinazolina 1.6
Pirazina 14 Imidazol 1000
Quinoxalina 23 Benzimidazol 15
Fenazina 22 Purina 8
Pirimidina 0.7 Pindina 0.12
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Ao () O O

DABCO PIRAZINA QUINOXALINA FENAZINA

H
Ney C(‘\* N N
g U H @
N N/) E—? NH
PIRIMIDINA ~ QUINAZOLINA  IMIDAZOL  BENZIMIDAZOL

PURINA PIRIDINA
Figura 9. Diaminas (Bases) empleadas como huéspedes.

0 o)

OH "o
N A
-
/
v L
10

Figura 10. Receptor derivado de acridina.

Los resultados se han interpretado en término de una elevada estabilidad de los complejos debida a
contribuciones como “apilamiento n*° y geometria de las moléculas huésped. Sin embargo, estos valores
para las constantes de asociacion no tienen una correlacion con la cantidad de electrones 7 en el

receptor o la contribucion por los puentes de hidrogeno formados.

El reconocimiento de poliaminas biologicas tiene como una de sus metas la bisqueda de sistemas
supramoleculares capaces de interaccionar selectivamente con estas especies quimicas. Con €sta idea en
mente, Zimmerman y Wu®' emplean para tal fin un receptor denominado “tweezer” (Figura 11), el cual
funciona como agente de reconocimiento para adenina. El valor para la constante de asociacion de este

agregado lo informan como 25000 + 6000 M.
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Figura 11. Estructura del tweezer y conformacion esperada para su interaccion con adenina.

Los estudios de reconocimiento se realizaron en CDCl;, a 25 °C. La gran estabilidad de este sistema,
reflejada en el elevado valor de K se cree es producto de la formacion de puentes de hidrogeno entre el
grupo amino terminal de la adenina y el carboxilo que se encuentra en el centro del receptor, y del

“apilamiento n** debido a la interaccion entre las superficies aromaticas del receptor y el huésped.

Continuando con esta linea de investigacion, Adrian y Wilcox™ disefiaron un huésped sintético para el
reconocimiento de biotina, adenina y algunos de sus derivados (Figura 12). Se informan los valores de
K para el receptor y los correspondientes huéspedes (Tabla 8). Para este trabajo, las constantes de

asociacion se determinaron por medio de RMN, empleando como disolvente CDCls a 25 °C.

Huesped Lstructura Nombre
NH,

ook N ‘
MH 1 <; ﬁ'} -culadiuria
~

Receptor

11 R- COCH I S &0
B b et
12R-H GOMe otn metil exler

o]
1 - HR &H 2-mudazobdon:

trunetilainirea

\) 2-anopmding

Figura 12. Receptores 11 y 12, y estructuras de los huéspedes empleados.
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Tabla 8: Valores de K para el sistema Receptor + Huésped == Agregado

RECEPTOR | HUESPED KX10™* (M")
11 13 0.014
12 13 45+ 1.7
12 14 1.7+0.3
12 15 2.1+04
12 16 33+1.6
12 17 0.26 + 0.05

Se observa a partir de los valores de K que los receptores 11 y 12 no son selectivos en cuanto a su

interaccion con los huéspedes empleados.

2.6 Porfirinas como agentes de reconocimiento molecular.

El empleo de meso porfirinas en terapias y estudios por RMN en sistemas donde existe metastasis parte
del hecho que en medios peptidicos, las porfirinas interactuan selectivamente con los tejidos tumorales,
discriminandolos de otros tejidos™. Con base en esta informacion, se ha monitoreado la interaccion entre
TPPS, con un pentapéptido que exhibe propiedades tensoactivas™ La secuencia del ligante es
[(ZHCOQO’), Lys-Ala-Ala-Lys(z)-Tyr-OCHs). Para este complejo porfirina-ligante, la constante de
asociacion que se informa es de 3000 M. El medio empleado es agua, y la temperatura de trabajo es 25
°C.

Morales ha encontrado evidencid experimental de la interaccion en medio acuoso entre Coproporfirina I

y la molécula de etilendiamina, en_ausencia de un ion_metdlico coordinado a la porfirina. Propone

que la constante de asociacion porfirina-etilendiamina es funcion de la concentracidon de la especie
protonada de diamina’. Es el primer reporte de la asociacion entre Coproporfirina | con diaminas

alifaticas.

Voyer y Maltois™ han sintetizado una serie de moléculas (Figura 13) que incluyen en su estructura
metaloporfirinas de zinc (1), en especifico TPP. Este receptor se prueba con diaminas H,N(CH,),NH,
(n = 2-8) y n-propilamina. Existe evidencia espectroscopica ‘de la formacion de complejos 1:1 entre la

diamina y el receptor.
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[Zn 1] : Boc-Ala-X-Alay-X-Ala-OMe
[Zn2-2] : Boc-Ala-X-Ala;-X-Ala-OMe
[Zn,-3] : Boc-Ala-X-Alas-X-Ala-OMe
[4] : Boc-X-Ala-X-OMe

[5}: Boc-X-Ala-X-OH

Figura 13. Estructura de receptores empleados por Voyer y Maltois.

De este trabajo se desprenden una serte de valores para las constantes de asociacion, El mayor valor de
K se tiene para el agregado formado por las especies {Zny-2}+y 1,5-diaminopentano, siendo del orden de
10° M, y para las demas diaminas, este valor oscila entre $X10° y 5X10° M. Los estudios de
asociacion se realizaron en CHCl3, a 25 ° C. Se observa por tanto la formacion de complejos sumamente
estables. El elevado valor de K puede interpretarse en términos de una gran accién cooperativa de las
porfirinas de zinc en el polipéptido y de los cambios conformacionales que sufre la cadena de

aminoacidos.

Los resultados de este trabajo confirman que los receptores pueden enlazarse selectivamente a los
sustratos si la ganancia en estabilidad de los agregados formados sobrepasa la pérdida entropica
asociada con los procesos de reconocimiento (|AH | > [TASucl). Dicho comportamiento se observa de
manera frecuente en receptores naturales, y se conoce como mecanismo de ajuste inducido™. La
caracterizacion de este sistema es particularmente sencilla, debida al hecho de que es posible ilevarla a

cabo por medio de técnicas de UV-visible.

Es claro que muchos de los anfitriones mencionados previamente se coordinan a las poliaminas, por lo

cual no continuaremos con el estudio de sus propiedades como receptores de dichas especies.

La razon de incluir los sistemas de reconocimiento para aminas alifaticas anteriormente mencionados

solo tuvo el propésito de examinar algunos de los anfitriones que pudieran ser funcionalmente analogos
a CP-L
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2.7 Coproporfirina 1 (CP-1).

La evidencia recabada indica que los estudios de reconocimiento de poliaminas se facilitan con el empleo
de un receptor anidnico, pero que carezca de un sitio que de origen a la inclusion del cation amonio y
con propiedades espectrales facilmente caracterizables. Estos requisitos confluyen en la CP-1. Presenta

cuatro grupos ionogénicos (carboxilatos), por lo que es soluble en agua (Figura 14).

La CP-1 es un tetraanion a valores de pH mayor que 7 (Figura 15). Su pKa es 6 aproximadamente”.
Tiene ademas un coeficiente de extincion molar muy grande (s = 5 X 10°) en la banda de Soret, que se

ubica alrededor de 400 nm, asi como una elevada intensidad de fluorescencia.

COOH

HOOC

COON

HOLC

Figura 14: Coproporfirina |
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Ademas, se conoce que la Coproporfirina presenta dimerizacion:
2 CP-1 (CP-I)

Kd

El valor reportado’ para la K4 es 1.2X107 M ([NaCi] 0.1 M, 25°C), de manera que bajo estas
condiciones, se puede esperar que al manejar concentraciones del orden de 10° M, se encuentre en

solucion un porcentaje no mayor al 10% de CP-1 en su forma dimerica.

2.8 Poliaminas.

La razon de probar como huéspedes a diversas poliaminas (Figura 16) se debe al hecho de que estas
moléculas son componentes importantes de los sistemas vivos; y se encuentran ampliamente distribuidas
en células procariotes y eucariotes; tienden a influir procesos tales como crecimiento, diferenciacion,
replicacion de DNA, sintesis y traslacion de RNA, transporte y actividad de membranas, € interacciones

I3 0 . 2
especificas con varias enzimas™,
A nivel molecular, sus funciones se realizan esencialmente a través de interacciones especificas entre las
poliaminas en su forma protonada con las especies receptoras mediante la atraccién electrostatica del

cation al sitio anionico de la molécula biologica.

LN

Cl[3NI Iz . L ~ - NHE - i N}{z H'_’N ~ - e NH2
Metilamina n-PrNH, En DAP
. N1 cn oow ow .~ JNH:
N T e HN Se S s AN
DAB - DAO
BN N NN
Espermina

Figura 16. Estructura de aminas empleadas para estudios de reconocimiento.
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La accién multifuncional de las poliaminas se origina de sus caracteristicas estructurales. Las cargas
positivas localizadas sobre los grupos amino estan distribuidas a longitudes fijas sobre una cadena
hidrocarbonada lineal, y de conformacion flexible. Es precisamente esta cadena la que les confiere la
posibilidad de presentar interacciones hidrofobicas, mismas que contribuyen de manera notable en los

procesos de reconocimiento molecular.

La importancia de estos cationes organicos y sus interacciones no covalentes ha generado una serie de
estudios sobre reconocimiento molecular con los propositos de entender mejor su comportamiento en
los sistemas biologicos, desarrollar mecanismos biomiméticos capaces de funcionar como sensores para
poliaminas y disefiar modelos sintéticos de sistemas complejos tales como enzimas, con el fin de conocer
los mecanismos que rigen sus interacciones intermoleculares, mismas que dan origen a sus propiedades

conformacionales y de enlazamiento con otras especies.

Durante las dltimas dos décadas, el interés por el estudio de poliaminas tales como espermina,
espermidina, cadaverina (1,5-diaminopentano), y putresceina (1,4-diaminobutano) se ha incrementado
notablemente debido a que estas aminas son especies de vital importancia clinica, ya que su

concentracion es sorprendentemente elevada en organismos que sufren carcinogénesis™.
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3.- OBJETIVOS Y METAS.

El propésito del presente trabajo es el estudio de las interacciones no covalentes (de tipo electrostatico e
hidrofobico) entre una porfirina soluble que presenta un arreglo de 4 cargas negativas en agua y algunos

ligantes que poseen un balance de los sitios idnicos e hidrofobicos en una geometria vanable.

En particular se pretende

e Probar la complejacion no covalente entre varias poliaminas con diferentes cargas totales y la

molécula de CP-I, para evaluar la contribucion de interacciones carga - carga.

e Analizar la influencia de variables en el proceso de asociacion tales como:

1) Variacion en la carga del huésped mediante su protonacion a diferentes valores de pH, para
calcular la K de asociacion con las formas protonadas individuales de cada amina y saber el efecto de la
carga total en la magnitud de K.

2) Varacion de la fuerza ionica (f), para obtener el valor de la constante de asociacion
termodinamica.

3) Realizar una comparacion de huéspedes con diferentes estructuras y distancias carga - carga
en su proceso de asociacion con CP-1, asi como la evaluacion de la capacidad de reconocimiento de la

Coproporfirina [ por mono-, di- y poliaminas.
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4.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

4.1 Reactivos:

La Coproporfirina I (21H, 23H-porfina-2,7,12,17-tetraacido propionico-3,8,13,18-tetramen] [531-14-
6]) se obtuvo comercialmente de Aldrich en forma de clorhidrato. y se uso sin purificacion posterior. La
etilendiamina, espermina, y 1,4-diaminobutano se obtuvieron comercialmente de Aldrich en forma de
clorhidrato y se emplean sin purificacion adicional. La metilamina, n-propilamina, 1,3-diaminopropano, y
1,8-diaminooctano se obtuvieron comercialmente de Aldrich, y se usan, también, sin purificacion
posterior. El Ky[Fe(CN),] se obtuvo comercialmente de (Jirimicos Monterrey y se utiliza sin purificacion

adicional.

Los disolventes empleados fueron agua deionizada, obtenida de equipos Milli-Q Water Reagent System
y NANQO pure ultrapure water-system, ademas de etanol absoluto (Baker), el cual se purificé de acuerdo

con los métodos descritos en la literatura” .

4.2 Instrumental,

4.2.1 Estudios por técnicas de espectroscopia de absorcion en la region UV-visible:

Fue usado un espectrofotometro Hewlett - Packard HP8433 de arreglo de diodos (ventana espectral de
190-1100 nm y resolucion de 1 nm). El equipo estaba acoplado a un controlador de temperatura Peltier
HPE990 (£0.1°C) y celdas de cuarzo de | cm de paso Optico. Los experimentos se llevaron a cabo con
disoluciones de CP-I entre 0.55 y 1.1 uM, preparadas a partir de una disolucion stock 0.35 uM
mediante las diluciones pertinentes. Dicho sftock se prepard pesando la cantidad requerida de clorhidrato
de CP-1, afadiéndole posteriormente agua deioruzada, y alicuotas de una disolucion de NaOH 0.1 M
(Aldrich) hasta la disolucion de la CP-1. Posteriormente, se afade agua deionizada hasta el volumen
requerido. El stock permanece estable por varias semanas si se mantiene en refrigeracion y protegida de

la luz.
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4.2.2 Estudios por espectroscopia de emision electronica.

Fue usado un espectrofluorometro Fiuoromax - Spex (ventana espectral de 200 a 800 nm) acoplado a
un bafio de temperatura controlada (£ 0.1 °C) y celdas de cuarzo de 1 cm. Se emplearon disoluciones de
CP-I con un intervalo de concentracion entre 0.1 y 0.5 uM, las cuales se prepararon a partir de una
disolucion stock de CP-1 0.35 mM mediante las diluciones pertinentes. Los espectros de emision para
cada experimento se adquirieron con una longitud de onda de excitacién en 392 nm (Aq. del espectro

UV-visible) y una apertura {sht) de 0.5 mm.
4.2.3 Medicion del pH

El pH de las disoluciones fue determinado con un potencidbmetro ORION modelo 7/0-A, con una
precision de + 0.005 umdades de pH y electrodos de vidrio combinado de la marca ROSS La
elaboracion de estas disoluciones se hizo con base en las técnicas descritas en la literatura®® utilizando

reactivos de calidad R. Ay agua deionizada

4.3 Preparacién de las disoluciones.

Todas las disoluciones empleadas en las titulaciones espectrofotométricas y fluorométricas fueron
preparadas en buffer de fosfatos/boratos 5 mM, con un valor de pH deseado, y conteniendo EDTA 0.5
mM. Esto alimo se debe al hecho que la presencia de iones metalicos en el agua empleada para la
preparacion de las disoluciones de CP-I modifica los espectros de absorcién y fluorescencia’ de CP-1,

por lo que ¢l efecto de dichos iones debe ser enmascarado con un quelatante fuerte.

La fuerza iénica de las disoluciones se ajusté afiadiendo NaCl (Mallinckodt). Todos los experimentos se

realizaron a 25 °C.
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S.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Efecto de fuerza ionica sobre el grado de agregacién de CP-1.

Debido al hecho de que los huéspedes elegidos son especies ionicas, la titulacion de CP-1 con ellos debe
redlizarse a una fuerza i6nica constante. Para determinar el valor maximo de la fuerza iénica en cual el
grado de agregacion de la CP-I permanece sin cambio, se estudiaron los espectros de absorcion de la

porfirina, a fuerza iénica variable.

En nuestro experimento, a una disolucion de CP-1 1.1 uM (en buffer fosfatos/boratos) se le adicionan
alicuotas de una disolucion 1M de NaCl, y se registra el espectro de absorcion corespondiente. El pH de

trabajo es 8 y la temperatura es de 25 °C.

Con base en los valores para el cociente de las absorbancias evaluadas a 372 y 392 nm (Figura 17) es

posible calcular la relacion monomero dimero por medio de la ecuacién empirica propuesta por

Morales’:
Awrem X +
A3r20m ¥+ X
donde Azvoam/Astnm = 1.917 + 0.003
a=1920
B =1.984
y=3.382

X = [Monomero)/[Dimero]

Con base en el ajustes para la absorbancia de los espectros de CP-1 en las condiciones probadas,
encontramos que ¢l valor del parametro X, en el intervalo de concentraciones de NaCl empleado tiene
un valor de 40; es decir la relacion [MonomeroJ{Dimero] nos indica que del total de CP-I en

disolucion, una cantidad = 95% permanece como monomero {ver Apéndice D.
' p
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Figura 17. Dependencia del cociente de absorbancias a 392 y 372 nm de CP-1 1.1 uM como funcion de

la concentracion de NaCl.

5.2 Interaccion de CP-1 con monoaminas.

Hemos visto que los anfitriones para poliaminas basados en éteres corona presentan solo una moderada
selectividad entre mono y diaminas. Con ello en mente, se pretende conocer el grado de reconocimiento
de CP-I por metilamina (Me-NH3) y n-propilamina (n-PriNH;) ambas en forma protonada, por medio de

técnicas de espectroscopia de fluorescencia y de UV -visible.
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5.2.1 Metilamina (Me-NH,).

Podemos esperar que la interaccion CP-I-Amina provoque un apagamiento de la intensidad de
fluorescencia®® o que se presente una dependencia entre la absorbancia del analito y la concentracion del
titulante®. Con el fin de probar los planteamientos anteriores, se valord una disolucion de CP-I con Me-
NH;, manteniendo fijos el pH, la fuerza 10nica y la temperatura (Figuras 18 y 19). Dado que el pKa

reportado™ de Me-NH; es 10.66, al trabajar a pH = 8, aseguramos que se encuentra protonada.

Los datos presentados muestran que no existe una tendencia clara en cuanto a los valores de
absorbancia (Figura 18) o intensidad de fluorescencia (Figura 19) como funcion de la concentracion de
metilamina, lo que es un indicativo de la nula complejacion entre estas dos especies. El valor absoluto de
la diferencia entre absorbancia inicial y final para este sistema es de 0.0042 unidades. Esta diferencia
impide que los ajustes realizados proporcionen valores confiables para el calculo de la constante de
asociacion. Cabe destacar que la diferencia de absorbancias es similar a la que se presenta como

resultado del aumento en la fuerza 10nica del medio.

0,185

4

0,180 -

0,175

0,170 4 YYD

o.oo....OOOOo.o.O
e
0,165 9

Absorb.

0,160 -

-+

0,135 +

0,150 —r——r—1— ——— T—r—

T i L] T
0,00 001 002 003 004 005 006 007 008 009
[Me-NH,| (M)

Figura 18. Datos experimentales de la valoracion espectrofotométrica de CP-I

con Me-NH; (A = 392 nm).
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18000
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[Me-N H2 ] (M)
Figura 19. Datos experimentales de la valoracion fluorométrica de CP-I con Me-NH..

(A = 609 nm).

5.2.2 n-propilamina (n-PrNH2).

I.a n-PrNH, presenta un valor de pKa reportado™ igual a 10.74, por lo que siempre se encuentra
protonada en nuestro experimento a pH 8. Se realizaron unicamente titulaciones por técnicas UV -

visible. En la Figura 20 se anexa un ejemplo de los datos experimentales para la valoracion de CP-I con
n-PrNH,.

Encontramos que el valor absoluto de la diferencia entre la absorbancia inicial y final es de 0.0036
unidades, el cual es inferior al valor correspondiente a la valoracion con Me-NH;. Con base en los
argumentos que se presentaron anteriormente, podemos esperar por tanto que la Coproporfirina | no

forme complejos estables en medio acuoso con las formas protonadas de la Me-NH; y #n-PrNH; en las

condiciones probadas.
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Es interesante notar que la hidrofobicidad de la n-PrNH:' derivada de la presencia de tres grupos
melileno no aporta una contribucion detectable para la asociacion con CP-I, comparemos por ejemplo
la asociacion de alcoholes alifiticos con ciclodextrinas™: al pasar de un medio como metanol, a -
propanol, la K con a-ciclodextrina sube desde un valor dificil de detectar (2.3 MY hasta un notable

valor de 20.4 M para el complejo a-ciclodextrina + #-PrOH.

Mas aun, si volvemos a comparar las constantes de asociacion para Me-NH; con éteres corona

14,16-19

sustituidos , estas oscilan entre 100 y 65000 M'; luego, los resultados de nuestros experimentos

muestran que la CP-1I presenta poca o ninguna tendencia a asociarse con monoaminas protonadas.

69,1950

0,1925

0,1900

0,I875
1 oo0®
0,1850 ¢ ¢
0,1825 ¢

0,1800
1
0,1775 4

04,1750 4

e

017235 1

Absorb.

0,1700 4—————— ey ——r——p——
0,0000 0,0025 0,0050 0,0075 0,0100 90,0125 0,0150 0,0175 0,0200

[n-PrNH,} (M)

Figura 20. Datos experimentales de la valoracion espectrofotométrica de CP-1 con n-PrNH,,

(A =392 nm).
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5.3 Reconocimiento molecular de diaminas
5.3.1 Absorbancia ¢ intensidad de fluorescencia como funcién de la concentracion de huésped.
En el caso de la formacién de un complejo entre CP-1y algin huésped, la dependencia entre la

absorbancia a una longitud de onda fija, corregida por efecto de dilucion, y la concentracion de huésped

afiadido puede representarse por medio de la Ecuacion 1 (ver Apéndice 1):

Absorb. = (Absorby + Absarb,K[huésped]})/(1+K[huésped]) (1)

En condiciones de [huésped]>>{CP-1], donde Ao y A, son las absorbancias de CP-1 en ausencia de

huésped y a saturacion respectivamente”’ .

De manera aniloga, la dependencia entre la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda fija,
corregida por efecto de dilucion, y la concentracion del huésped afiadido puede representarse con la

Ecuacién 2 (ver Apéndice 1):

1= (L + L.K[huésped])/(1+K[huésped]) (2)

donde Iy e I, son las intensidades de fluorescencia de CP-I en ausencia de huésped y a saturacion

respectivamente,

Los parametros de las Ecuaciones (1) y (2) fueron calculados mediante un ajuste de los datos
experimentales en coordenadas Absorb. vs. [huésped] o I vs [huésped] empleando un programa de

regresion no lineal (Origin 3.5).
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5.3.2 Equilibrios en el sistema CP-1 + diaminas.

Protonacion de diamina:

A+H &S AH Ky = [AH+]/[A][Hr]
AH +H & AH,” Kir = [AH* V[AH'][H']

Asociacion:

CP-I'+ A & CP-I-A* Ko = [CP-I-A*]/[CP-I"][ A]
CP-1" + AH' &= CP-I-AH™ K. = [CP-I-AH)/[CP-I"][AH"]
CP-I* + AH,” &= CP-I-AH” K. = [CP-I-AH* V/[CP-I*][AH,']
Donde:;

A = Diamina
CP-1* = Coproporfirina en forma tetraanionica.
AH"™ = Diamina monoprotonada

AH,;*" = Diamina diprotonada
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5.3.3 Etilendiamina (En).

En el estudio del reconocimiento de etilendiamina, se emplearon técnicas de UV-visible y fluorescencia
La razon es comparar los valores de K, obtenidos a partir de los datos generados por estas dos
espectroscopias, y poder hacer uso de ellas en cualquier circunstancia, con la certeza de que los

resultados obtenidos seran repoductbles por ambas técnicas.

Inicialmente, pretendemos conocer cuales son los valores de la K para el complejo CP-I + En, con
diferentes grados de protonacion para la En. Los valores de las constantes de disociacion para la 1* y 2°

desprotonacion de esta diamina son 832X 10" y 1.412X10™" respectivamente™.

Para las constantes de asociacion obtenidas por espectroscopia UV-visible se informa el promedio de
los valores caiculados a 6 longitudes de onda en un intervalo de 365-402 nm. Las K obtenidas por
espectroscopia de fluorescencia se calcularon tomando la A de emision, que corresponde a 609 nm
(Tabla 9). Se muestran ejemplos de ajustes para los datos colectados por técnicas de espectroscopia de

fluorescencia y UV-visible. (Figuras 21y 22)

Se observa que existe una dependencia entre la concentracion de titulante y la absorbancia o intensidad
de fluorescencia, dependiendo la técnica empleada. Es posible ajustar esta dependencia por medio de las
Ecuaciones 1y 2 Se prueba entonces que ta CP-1y la En forman agregados relativamente estables, y
el valor de la K depende del pH del medio. De acuerdo con los valores de pKa para En dentro del
intervalo de pH estudiado, esa especie se encuentra mono- o dication. El incremento observado en K al
trabajar en valores de pH bajos refleja una interaccion mas fuerte de la CP-I con la forma dicationica.
Las K de las formas individuales fueron calculadas mediante un ajuste de la dependencia de K vs pH

(ver seccion 5.5),



En ~-= CP-I'En ({=0.1 M)

Tabla 9. Valores de K para el sistema CP-1+
pH *K M) | =K (M)
7 105 + 15 854 5
8 333 35+ 10
85 16+ 1 ND
9 e 168

I (cps)

Figura 21. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para valoracion fluorométrica

de CP-1con En (pH 7, I= 0.1, Ay = 609 nm).
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Figura 22. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracidn espectrofotométrica

de CP-I con etilendiamina. (pH 7, I =0.1, A = 392 nm)

5.3.4 1,3-diaminopropano (DAP).

Hemos visto que los valores de las K determinadas por técnicas de espectroscopia de fluorescencia y
UV-visible no presentan grandes discrepancias en cuanto al orden de magnitud, y que los valores de
dicho parametro, determinado por una u otra técnica pueden ser empleados con la seguridad que seran

reproducibles y confiables. Con éste huésped unicamente se hicieron valoraciones por espectroscopia
UV-visible.

Se informan los valores para la K para el complejo CP-I-DAP con diferentes grados de protonacion
para DAP. Los valores de las constantes de disociacion para la primera y segunda desprotonacion de
esta diamina son 1.82X10” vy 3.02X10™" respectivamente®™. La magnitud de K se obtuvd como el

promedio de los valores calculados a 6 longitudes de onda en un intervalo de 365-402 nm. (Tabla 10)
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Se observa que los espectros de absorcion para una de las titulaciones de CP-I con DAP (Figura 23),
muestran un comportamiento tipico para la mayoria de los sistemas estudiados (disminucion de la
absorbancia en 392 nm y dos puntos isosbésticos alrededor de 375 nm y 415 nm, los cuales indican la

presencia de sélo dos forma de porfirina: libre y complejada)

Tabla 10. Valores de K para el sistema CP-I + DAP < = CP-I-DAP (1=0.1 M):

pH KM™)
7 140 30
8 75+ 5
9 503
10 304
11 0705

——DAP 0.053 M

0,16
014
| ——CP 1*10-6 M
0,12 ——DAP 0.01 M
- ———DAP0.02 M
0,10 _ ——DAP0.03 M
008l A ———DAP 0.035 M

Absorb.

0,06
0,04
0,02

S REEPEE WUV P S SRR S SR S

0 A
,0%50 360 370 380 390 400 410 420 430 440 45
A (nm)

Figura 23. Espectros de absorcion para la titulacion de CP-1 con DAP.
(pH7,1=0.1)
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5.3.5 1,4-diaminobutano (DAB).

Continuando con la serie de diaminas alifaticas, emplearemos la sustancia conocida como putresceina
(DAB). Los valores de las constantes de disociacion para la primera y segunda desprotonacion de esta

diamina son 3.631X10™"° y 1.905X10™"" respectivamente™.

Para las constantes obtenidas por espectroscopia UV-visible se informa el promedio de los valores
calculados a 6 longitudes de onda en un intervalo de 365-402 nm. Las K calculadas por espectroscopia

de fluorescencia se calcularon tomando la Aq.. de emision, que corresponde a 609 nm (Tabla 11).

Se muestran ejemplos de ajustes para los datos colectados por espectroscopia UV-visible y de
fluorescencia (Figuras 24 - 26) y espectros de emision para la valoracion fluorométrica de CP-1 con

DAB (Figura 27).

El comportamiento de la CP-I de la absorbancia como funcién de la concentracion de DAB es
notoriamente diferente de los casos previos: unicamente en presencia de bajas concentraciones de
diamina se observan cambios en la absorbancia similares a los presentados en la Figura 22; después,
la absorbancia de la CP-1 se incrementa como resultado del aumento en la concentracion del titulante
(Figuras 25 y 26). Este segundo cambio en la absorbancia es mas grande y estd acompafiado por una

notable ampliacion de las bandas espectrales.

Formalmente, dicho cambio puede ajustarse a un modelo de asociacion entre CP-I con un segundo i6n
de DAB, pero no es claro por qué se incrementa la absorbancia. Como ya mencionamos, es posible que
concentraciones elevadas de DAB promuevan una nueva agregacion de CP-I para formar algunos
agregados neutros del tipo (CP-I).(DAB)»,. Los valores de X se calcularon tinicamente en regiones

iniciales donde los cambios espectrales estin de acuerdo con un modelo de interaccion 1:1.
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Tabla 11. Valores de K para el sistema CP-I + DAB =—= CP-I-DAB (/= 0.1 M):

pH *K (M) **K (M)
7 93 +1] ND
8 76 £ 1 ND
9 60x2 57+ 1
10 3121 | 27+ 1.1
11 4 £ ] 8+1

* Determinada por espectroscopia UV-visible: ** Determinada por espectroscopia de fluorescencia. ND: No determinada

S0400 b
45000 1 4
40000 -
—_—
7]
=,
&
—
)

JS000

30004

2 77—
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 005 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11

[DAB] (M)

Figura 24. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracion fluorométrica de CP-1

con DAB (pH 9, I= 0.1, Aqa = 609 nm).
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Figura 25. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracion espectrofotomeétrica
de CP-1con DAB (pH 8, /=0.1, A =392 nm).
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Figura 26. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracion espectrofotométrica

de CP-Icon DAB (pH 9,1=0.1, A = 392 nm).
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F - 609 nm
40000 —
35000 -
30000
25000 |- _"'-Cpl 2¢-TM
’g ——DAB0.O1 M
o 20000 0.
— DAB 0.023 M
- 5000 L ———DAB0.046 M
- DAB 0.09 M
10000 -
50090 |

560 580 600 620 60 660 680
A (nm)
Figura 27. Espectros de emision para ia titulacion de CP-1 con DAB.

(PH 11, 1= 0.1, Apax = 609 nm)

5.3.6 1,8-diaminooctano (DAO).

Para finalizar con la serie de diaminas alifaticas, se emple6 la diamina conocida como 1,8-
diaminooctano. Para esta especie organica estamos interesados solo en conocer cual es la constante de
asociacién entre CP-I con la forma diprotonada del DAO. Se informa la K a pH 8 (Tabla 12). Los
valores de las constantes de disociacion para la primera y segunda desprotonacion de esta diamina son
4.677X10™"" y 1.096X10"" respectivamente™. Se informa el promedio de los valores calculados a 6
longitudes de onda en un intervalo de 365-402 nm.. Se muestra un ejemplo de ajuste para los datos

colectados (Figura 28) y los espectros de absorcion para la valoracion de CP-I con DAO (Figura 29).

Para esta diamina observamos que la concentracion a la cual comienza a incrementarse la absorbancia es
menor que para DAB; el aumento en la absorbancia comienza a concentraciones de aproximadamente
10 mM de DAO. El valor para la constante de asociacion se calculé tnicamente en aquellas regiones

donde la concentracion de titulante alcanza para aumentar el valor de la absorbancia.
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El cambio en la absorbancia, como ya mencionamos puede ser resultado de una estequiometria mas
compleja o de la induccion de procesos de autoasociacidn en la CP-1. El valor de la constante de
asociacion nos muestra que la CP-I y la DAO forman complejos muy estables en medio acuoso y bajo

las condiciones que hemos probado.

De la comparacion entre los valores informados en las Tablas 9-12, se observa que los complejos entre
CP-1 y DAO son mas estables que aquellos que involucran diaminas con cadenas mis cortas. La razdn
de esta asercion se basa en que la K para el agregado CP-1'DAO presenta el valor mas grande de todos
los determinados durante los experimentos. Esto nos indica que en efecto, la CP-1 es capaz de

interactuar mas selectivamente con DAQO que con las diaminas de menor longitud.

Tabla 12. Valores de K para el sistema CP-1+ DAQ - -~ CP-I'DAO (I=0.1 M)
pH K(M™)
8 350+ 50
0,174

-

0,172 4
0,170
0,168

0,166

Absorb.

0,164

0,162 -

0,160 -

0000 0005 0,{;10 ' 0,(';15 ' 0-,620 0025 0030
[DAO] (M)

Figura 28. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracion espectrofotométrica

de CP-1con DAO (pH 8, 7= 0.1, A = 391 nm).
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Figura 29. Espectros de absorcion para la titulacion de CP-1 con DAO.

(pH 8, I=0.1)

5.3.7 Espermina (SP).

La espermina ( N,N’-Bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano) es una poliamina que cuenta con cuatro

grupos amino. Bajo las condiciones de nuestros experimentos, emplearemos esta tetraamina con

diferentes grados de protonacion. Los valores de pKa™ para esta especie son los siguientes:

Equilibrio: pKa
(HL'/H +L) 10.88
(H,L* /H +HL") 10.2

(H:L” /H +H,L*) | 9.04
(HLL* /H +H,L7) | 849

Para las constantes obtenidas por espectroscopia UV-visible se informa el promedio de los valores
calculados a 6 longitudes de onda en un intervalo de 365-402 nm (Tabla 13). Se muestran ejemplos de

ajustes para los datos colectados por espectroscopia UV-visible. (Figuras 30y 31).
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Tabla 13. Valores de K para el sistema CP-1+ SP <—= CP-}-SP ({=0.1 M)

pH K(M")
7.5 1860 + 30
8 2360 £ 40
8.5 1090 + 40
9 1210+ 180
9.5 395+ 15
10 175+ 15
10,5 50+ 7

0,150

Absorb.

0,145

-

0,140

0,135+

0,130 +————p——— ——————————————
0,0 50x10° 1,0x107 15x107 2,0x107 25x107% 305107

[SP] (M)

Figura 30. Ejemplo de ajuste para los datos experimentales de la valoracion espectrofotométrica de CP-

LconSP(pH 8, I=0.1, A =392 nm).
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Absorb.

T T v 1 T T T I T
0,0 3ox10? s0x10t  90xi0?  12x10° 1501077

[SP] (M)
Figura 31. Ejemplo de ajuste para los datos experimentales de la valoracion espectrofotometrica

de CP-I con SP (pH 10, /=0.1, A = 392 nm).

Encontramos que para esta poliamina, la dependencia de la absorbancia como funcion de la
concentracion de espermina para el intervalo empleado, que es entre 100 y 10 veces menor que el

utilizado para las diaminas, es posible ajustarla por medio de la Ecuacién 1, pero el efecto del aumento

en la absorbancia se presenta a . concentraciones de titulante sumamente bajas (Figura 32).
116
L ]
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.E 4
S 0,124
o
= ]
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1e .
sees®
0,10 - o .......0000
®ego000008®
0,09
v T T T v T Y T v T T T
G000 HU05 010 0,015 0,020 D025 0,030
ISP] (M)

Figura 33. Datos experimentales de la valoracion espectrofotométrica de CP-1 con SP.

(pH 7, I=0.1, % =392 nm)
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Los valores para la constante de asociaciéon nos muestran una sorprendentemente elevada afinidad de la
CP-1 por esta poliamina. Es claro que los complejos formados por estas especies, a cualquier valor de
pH son por mucho los mas estables; luego, hemos encontrado que /la CP-I en efecto es capaz de
discriminar entre la serie de aminas empleadas. Esta asercion puede hacerse si comparamos los efectos
de la absorbancia relativa entre las diferentes aminas empleadas para un valor de pH en cual todas las

especies probadas se encuentren protonadas (Figuras 33 - 35).

e AR VA
i MeN
100 g = openn, H,
o 095X
2 18
% 090~
E 0,85-
o
2 4

030 ¥ SP
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O,OIOO 0,605 0,(;]0'0,(;15'0,1;20'0,[;25'0,(;30'0,():3Sl0,0|40
|{Amina] (mol/L)

Figura 33. Comparacion de los efectos de Me-NH,, #-PrNH, y SP sobre la absorbancia de CP-1 a 392
nmy pH 8
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Figura 34. Comparacion de los efectos de En, DAP y SP sobre la absorbancia de CP-1 a 392 nm y pH
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La graficas anteriores son muy ilustrativas en cuanto a que nos proporciona evidencia sobre las
condiciones de concentracion de aminas en las cuales la absorbancia de la CP-1, evaluada en el maximo
de absorcién (392 nm), comienza a incrementarse. Es notono que las monoaminas practicamente no
provocan cambios apreciables en la absorbancia (ver Figura 33), mientras que para En y DAP, en e
intervalo de concentraciones empleadas el incremento en la absorbancia no se presenta, lo que no
excluye la posibilidad de que este comportamiento pudiera ocurrir. A pesar de que la CP-I forma
complejos estables con la En y DAP, no presenta reconocimiento selectivo entre ambas especies de

diaminas (ver Figura 34).

Para el caso de DAB y DAO el efecto del aumento en la absorbancia es evidente, siendo mayor para
DAO, mientras que para SP, éste comportamiento es por demas notorio. Podemos observar que el

incremento en la absorbancia de CP-I ocurre a concentraciones de diaminooctano relativamente bajas

(ver Figura 35)

En efecto, si nuestro interés es construir un sensor para aminas, y en este caso, aminas biogénicas (DAB
y SP), hemos encontrado una manera sencilla de caracterizar la interaccion CP-I-poliamina, ya que a
concentraciones sumamente pequefias de aminas, observamos que las diferencias en los cambios

espectrales inducidos por la complejacion son comparativamente gigantescos.

5.4 Efecto de la concentracion de CP-1 en la K del sistema CP-1 + diaminas.

Es relevante la observacion que los cambios espectrales pueden tener su origen no solo en la asociacion
de CP-I con poliaminas en una relacion estequiométrica 1:1, sino que ademas existe la posibilidad de

dimerizacion inducida por diaminas. Como alternativas, se proponen equilibrios complementarios:

En + CP-I «——— CP-I-En K.
En +2CP-1 —— (CP-I):‘EII Ki.-
2En + 2CP-1 ——= (CP-I);/(En), K.
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Con objeto de discriminar cual de los equilibrios se ajusta mejor a nuestros datos experimentales, se

determinaron las constantes de asociacion entre CP-I y En con la siguiente logica:

Si la dimerizacion de CP-I es importante para el proceso de asociacion, la constante K., debe ser

Juncion de la concentracion de CP-I; luego, la constante aparente debe incrementarse al aumentar la

concentracion de CP-1.

Se realizaron una serie de valoraciones de CP-1 con En, manteniendo fijos el pH, la fuerza 16nica y la
temperatura (Tabla 14). Las condiciones de los experimentos son: [CP-1]: 0.2-4 uM, buffer:
fosfatos/boratos 5 mM (= 0.1 M, EDTA 0.1 mM), pH 8, 25 °C.

Tabla 14. Valores de K observadas para el sistema CP-1+ En «-= CP-I'En
[CP-1] K., [K2X107|Ka.,X10"
M) | M) (M?) (M)
0.2 35 17 61
0.55 36 6.5 23
1.1 32 2.9 9.3
2 55 2.8 15
4 51 1.3 6.5

La tabla anterior muestra que aunque modesto, el cambio en los valores de las constantes de asociacion
para K. es el que presenta la tendencia que se amolda mejor a nuestros valores experimentales. De esta
observacion podemos por tanto considerar que el equilibrio para K, es el que siguen las poliaminas
para su interaccion con la CP-I en este estudio; es decir, la estequiometria de los complejos formados

entre la CP-1 con los huéspedes tiene una relacion [ 1.



5.5 Dependencia de K con respecto al valor de pH.

Consideramos de importancia para este estudio la dependencia entre el pH y la constante de asociacion
experimental. Para evaluar este efecto se dedujo una ecuacion para el ajuste los valores de las constantes

experimentales (Ecuacién 3).

Se muestra a continuacién las graficas de K vs. pH, y su respectivo ajuste para cada una de las

poliaminas alifaticas empleadas (Figuras 36 a 39). La ecuacion para el ajuste de los valores de la K es:

m+KK4H1+mmx4H12

Koy = R L 12 3)
g 1+mh}+mﬁqﬁ]
Donde: K = K (determinada experimentalmente)
K, = [CP-I'A*Y[CP-I"][A]
K, =[CP-I AH*}/[CP-1"][AH']
K: =[CP-I- AH,”V[CP-I"}JAH,"]
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Figura 36. Dependencia de K con respecto a pH y ajuste a los datos experimentales por medio de la

Ecuacién 3 para las valoraciones de CP-I con En
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Figura 37. Dependencia de K con respecto a pH y ajuste a los datos experimentales por medio de la

Ecuaciéon 3 para las valoraciones de CP-1 con DAP.
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Figura 38. Dependencia de K con respecto a pH y ajuste a ios datos experimentales por medio de la

Ecuacion 3 para las valoraciones de CP-1 con DAB.
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Los ajustes realizados a los datos generados de la dependencia de K con respecto al pH nos permiten
conocer ¢l valor de las constantes de asociacion entre CP-I y las formas individuales protonadas de las

aminas estudiadas (Tabla 15).

Tabla 15. Valores de las constantes de asociacion de las formas individuales protonadas de poliaminas

con el tetraanion de CP-1.

AMINA KM AMINA KM
(En)H" i6+4 (SPYH" 80 + 50
(En)H-* 150+ 10 (SP)H.™ 450 + 100
(DAP)H* 33+ 6 (SP)H;™ 1800 + 700
(DAP)H,* 85+ 7 (SPY)H," 2200 + 700
(DAB)H" 20%3 (DAOYH,™ 350 + 50

(DAB)H,*" 76+ 2

Para el tratamiento de los datos generados por el sistema CP-1 + SP, se empled una modificacion de la
Ecuacion 3, en la cual se consideran las contribuciones de las formas tri- y tetraprotonadas, asumiendo
que se comportan de manera analoga a la forma diprotonada de espermina. El procedimiento es el

siguiente:

Dado que los valores de pKa son muy cercanos (ver seccion 5.3.7), se considera que hasta pH 10,
podemos considerar que existen en disolucion unicamente las formas mono- y di-protonadas, los datos
generados se ajustan como en el caso de diaminas. Posteriormente, en la misma ecuacion se considera
que ahora K, tiene la magnitud de la constante de asociacion de la forma monoprotonada de SP con
CP-1, y los valores de K, y K, representan las constantes de asociacion entre CP-I y las formas tri- y
tetraprotonadas de SP. Las consideraciones anteriores nos permiten un buen ajuste de los datos

experimentales, que se ilustra en la Figura 39.
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Figura 39 Dependencia de K con respecto a pH y ajuste a los datos experimentales para las

valoraciones de CP-1 con SP.

Con base en los ajustes realizados, se encuentra que K, tiene un valor de cero, es decir, no existe una

interaccion entre la diamina en su forma neutra con el tetraanion de CP-1.

Es claro que las formas monoprotonadas forman complejos débiles y ademés es interesante notar que
para las diaminas no se presenta un cambio sistematico en la constante de asociacion con CP-1 que
dependa de la distancia entre grupos catidnicos del huésped. Con la forma diprotonada de las diaminas,
el orden de magnitud de K aumenta en uno para las constantes calculadas, y se observa que las diaminas

con una cadena hidrocarbonada mas corta forman complejos con mayor estabilidad.

Sin embargo, €l comportamiento exhibido por SP y DAO es notoriamente distinto. Es probable que su
elevada hidrofobicidad contribuya de manera determinante en sus propiedades de complejacion con la
CP-1. Para estos dos casos, tenemos la contribucion hidrofobica aportada por la presencia de 10, y 8

grupos metileno en SP y DAOQ respectivamente.
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5.6 Dependencia de K con respecto a la carga del huesped.

Para el caso de la espermina en su forma monocatidnica, el orden de la constante de asociacidn
calculada es similar al de las diaminas diprotonadas (ver Tabla 15). lLas protonaciones subsecuentes
aumentan como es de esperarse éste valor, La elevada afinidad mostrada puede ser consecuencia de la
mayor hidrofobicidad de la cadena alifatica de la espermina. Una manera simple de visualizar €sta

tendencia es graficar el logK vs. carga del huésped (n") (Figura 40).

35- /SP\

30

Rectal
m =0.676
2.5'1 RBCtB 2
1 m = (.676

T T I T l v
0 1 2 3 4

Carga del huésped (n*)

Figura 40. Dependencia de logK con respecto a la carga del huésped (n*), a I=0.1

Entre las posibles interpretaciones que podemos hacer de esta grafica, podemos postular que el
incremento en los valores iniciales de logK para SP y DAO tiene su origen en la mayor hidrofobicidad

de estas especies, que es consecuencia de la presencia de un elevado numero de unidades

hidrocarbonadas en su estructura.
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Para el caso de la forma tetracatidnica de SP, las coordenadas (logK vs. n") correspondientes a la forma
tetracationica caen dentro de la tendencia tipica para diaminas (Recta 1), lo que refleja la pérdida del
caracter hidrofobico, es decir, la molécula de espermina adquiere propiedades electrostaticas tales que la
contribucién hidrofobica es menos significativa que cuando la SP presenta mayores grados de

protonacion.

Observemos el caso de DAO: las coordenadas para la forma dicationica de ésta especie son tales que se

asemejan a la propias de SP con ¢l mismo grado de protonacion.

Ahora bien, jde qué manera podemos relacionar los valores de la dependencia de la carga del huésped
con respecto a la constante de asociacion?, o dicho de otra forma, jcual es la contribucion de los pares

ionicos formados entre CP-1y los huéspedes en la constante de asociacion?.

Como mencionamos previamente, Schneider y colaboradores™'® han abordado esta cuestion, y de sus
estudios encontramos que el valor de la pendiente en las graficas de la dependencia de logK con
respecto a la carga del huésped, a I = 0.1 (que para el presente caso tienen un valor de 0.676 para la
Recta 1 y 2 ilustradas en la Figura 40) nos proporciona la contribucion por par idnico formado

(AAG,s.), por medio de la siguiente expresion:

AAGM= M — __A_xéc;_xloge
An An RT
Donde 2loeK _ m=0.67
An
R=0.0831 kJ/molK
T=29815K
e=2.7183

Con base en los calculos pertinentes, encontramos que para nuestros sistemas estudiados, la magnitud
para AAGas., es de 3.9 kd/mol, el cual estd de acuerdo con el valor informade por Schneider y
colaboradores™'’, y que es igual a 5 + 1 k¥/mol (ver seccion 2.3). Cabe destacar que dicho parametro
informado fue calculado como el promedio de una serie de datos calculados a diferentes fuerzas idnicas,

y con sistemas que mantenian estaticas las posiciones de las cargas en el receptor.
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La diferencia en el valor de AAG.,. para nuestro sistema de estudio, en comparacion con el

informado*"?

parte de las siguientes consideraciones:

e La fuerza idnica se mantuvo siempre constante en un valor de 0.1 M.

e La CP-I es un receptor que presenta un arreglo de cargas simétrico, pero no estatico, ya que los
carboxilatos se encuentran al final de un cadena compuesta por dos grupos metileno; es claro por
tanto que debe existir un arreglo en los sustituyentes que compense la repulsion entre las cuatro

cargas negativas de la molécula (Figuras 41 y 42**),

Los sustituyentes en la CP-I deben sufrir necesariamente un cambio energético al modificar las
posiciones  en el espacio , ya que al adquirir una conformacién donde interactuen las cargas del
huésped y receptor (Figura 43**) se produce un gasto energético al rearreglarse los propionatos de la
CP-1, de manera que se “levanten” sobre el plano de la porfirina. Dicho gasto se ve reflejado en un valor

de AAG ... menor al informado.

Figura 41. Arreglo espacial propuesto del tetraanion de CP-1.
(C engris, N en azil y O en rojo)

“* Las figuras 40-42 se dibujaron con el programa Hyperchem. No son optimizaciones.
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Figura 42. Arreglo espacial propuesto del tetraanion de CP-I. Obsérvese que los propionatos se
acomodan en dos planos distintos. (C en gris, N en azul y O en rojo)

Figura 43. Arreglo espacial propuesto para el acomodo de los propionatos de CP-1 y la molécula de
DAB diprotonada. Obsérvese que los propionatos se acomodan en un plano.

(C en gris oscuro, N en azdl y O en rojo, H en gris claro)
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8.7 Efecto de fuerza idénica sobre 1a constante de asociacion.

Dentro de las espectativas de este trabajo pretendemos evaluar la influencia la de la fuerza idnica sobre
el proceso de asociacion. Para ello, se repitieron las valoraciones de las aminas estudiadas, pero esta vez,

variando la fuerza i6nica del medio.

La razdn de este cambio radica en que al determinar la constante de asociacion a diferentes condiciones
de pH e I, es posible encontrar el valor de K a fuerza idnica cero por medio de la ecuacion de Debye -
Hiickel en su forma semiempirica® (Ecuacién 4).

1.02x z, x zﬂx\/}_
1+1.5x T

logK = logK® + 4)
Donde:

K = Constante de asociaciéon experimental

K" = Constante de asociacion a fuerza idnica cero.

zp = carga de la porfirina,

zy = carga del huésped.

I = fuerza idnica.

Se informan los valores de K para cada amina a diferentes condiciones de fuerza ionica (Tablas 16-20),

las graficas de logK como funcion de I (Figuras 44-46), y los parAmetros para cada ajuste (Tabla 21).

Tabla 16. Valores de K para el sistema CP-1+ En - -~ CP-I'En
pH K (M) I pH KM T
7 105+ 15 0.1 8 333 0.1
7 123 +2 0.055 8 20%1 0.055
7 178 £2 0.03 8 20+ 1 0.03
7 163 + 1 0.025 8 2512 0.025
7 185 +1 0.015 8 252 0.015
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Tabla 17. Valores de K para el sistema CP-I + DAP ---= CP-I'DAP
pH K(M") I
7.5 240 %5 0.03
7.5 320+ 5 0.025
7.5 3905+5 0.015
2 —_
A | DAPpH 7.5
2’0__ EnpH7
1,6 EnpH 8
%ﬂ ) ""_$ m w Faol
2 121 -
1 @ EnpHS8
041 ® EnpH7
] ® DAPpH7S5

04 -

0,110 ‘ 0,112 ' 0:14 . 0,l16 ' 0,'18 ' 050 ' 0,122 l 0,124
1.02x2Y(1+1.5x'? )

Figura 44. Dependencia de logK con respecto a I para En y DAP.
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1,4-diaminobutano.

Tabla 18. Valores de K para el sistema CP-1+ DAB

pH KM I
7 93 +1 0.1
7 239+ 2 0.055
7 524 +2 0.03
7 487+ 6 0.025
7 720 £ 10 0.015
8 76 + 1 0.1
8 230+ 2 0.055
8 460 + 10 0.03
8 380+ 5 0.025
8 425 +3 0.015

1,6 4

1,4 e p————

pH

9
9
9

10
10
10

—-= CP-I'DAB
KM I
60 + 2 0.1
152+ 1 0.055
180 + 1 0.3
30+ 1 0.1
77+ 1 0.055
67 + 1 0.3

@

T |
0.10 a,12 0,14 0,16

Figura 45. Dependencia de logK con respecto a f para DAB.

T
0,18

—r—
1.02x1Y%/(1+1.5x " )

0,22
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Tabla 19. Constantes de asociacion para el sistema CP-1+ 8P < -~ CP-I-SP

pH KM I pH K (M) i
7 10300 £ 1950  0.055 9 1200 + 180 0.1
7 14160 + 180 0.03 9 1670 + 30 0.055
7 17000 + 200 0.025 9 2870 + 140 0.3
7 22620 £ 510 0.015
8 2360 + 40 0.1 10 175 15 0.1
8 7160 + 90 0.055 10 490 + 7 0.055
8 9000 £100 0.03 10 1660 + 20 0.3
8 12240 + 160 0.025
8 16220 + 250 0.015
Tabla 20. Valores de K para el sistema CP-1 + DAQ ~ -~ CP-1'DAO
pH KM 1
8 350 + 50 0.1
8 810 + 60 0.055
8 900+ 15 0.03
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Figura 46. Dependencia de logK con respecto a I para SP y DAO.
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Tabia 21. Parametros para el ajuste por regresion lineal de la dependencia de K con respecto a

I, y valores calculados de K° para el sistema CP-I + Huésped === CP-I"huésped:

Huésped | pH -m b K' M
En 7 2526 | 231 335
En 8 0210 | 0.53 35

DAP | 75 | 3211 5.71 1625
DAB 7 3.747 7.94 5590
DAB g 3.783 | 8466 | 6070
DAB 9 3066 | 6.12 1265
DAB | 10 | 2510 | 433 320
DAO 8 3.755 533 5690
SP 7 5.530 100 | 338840
SP 8 4990 | 708 | 97720
SP 9 4105 | 4.6 12735
SP 10 | 4930 | 1242 | 85110

De la informacién adquirida, y recabada en la Tabla 21, podemos observar que las constantes de
asociacion a I = 0 presentan siempre la magnitud mas grande para aquellos valores de pH en los cuales
las poliaminas se encuentran en su forma diprotonada, lo que concuerda con las observaciones

generadas del ajuste de K en funcion del pH (Tabla 1S).

Encontramos que esta vez, K se incrementa conforme la cadena de hidrocarbonada de la diamina es
mayor, lo cual es la tendencia que esperariamos si la interaccion CP-I + Huésped presenta una
importante contribucion hidrofobica en la energia de asociacion; en especies como DAB, DAO y SP que
son mas hidrofobicas que el resto de las aminas empleadas, la constante de asociacion debe sufrir un

incremento importante, lo cual, en efecto se observa.
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Baste observar que para el mismo pH, /a constante K° calculada para el agregado CP-I'SP es 60 veces
mas grande que la correspondiente a los agregados CP-1-DAB o CP-I'DAO. La evidencia nos

demuestra que la Coproporfirina I presenta reconocimiento por SP.

Podemos calcular ahora el valor de AAG,,... (ver seccién 5.6, Figura 40), a fuerza ionica cero, el cual se
calcula a partir de la pendiente generada del ajuste lineal de los datos recabados en la Tabla 21 para

logK® vs. carga del huésped (Figura 47):

Observemos que el valor de la pendiente para este caso es aproximadamente dos veces mas grande que
la calculada cuando el valor de ! era de 0.1, luego, dado que la hidrofobicidad no depende de la fuerza

16nica del medio, encontramos que en efecto la contribucion electrostatica predomina en la interaccion

CP-TI'huésped. El valor calculado de AAG... es de 7 kJ/mol. Cabe destacar que denrro del error
experimental, los valores de K° son confiables; la dispersion de los datos, que se observa en los valores
de logK" para n"=1, no es tan grande que impida que puedan ser empleados para el calculo de AAG,....

de los diversos sistemas estudiados

Y=A+B*X
Param.  Val
A 1,042
B 1,224

L "_ L} 1 L] I T 'l T r
o 1 2 3 4 5

Carga del huésped (n")

Figura 47 Dependencia de logK’ con respecto a la carga del huésped (n").



5.8 Efecto de disolvente.

Complementario a lo anterior, queremos saber cual es el papel que desempefa el disolvente para el
sistema CP-1 + Huésped. Para este fin, se elige el DAP para estudiar la influencia del disolvente en el

proceso de asociacion de CP-1.

Se determinaron las constantes de asociacion entre CP-1 y DAP, pero con la variante de que se adiciono
etanol tridestilado al buffer, de manera que contuviera 5y 10 % de etanol. Se informan los valores de K
para este sistema (Tabla 22). En la Figura 48 se ilustra un ejemplo de los ajustes para los datos

obtenidos de estos experimentos.

Tabla 22. Valores de K para el sistema CP-1 + DAP ==~ CP-I'DAP (/=0.1 M)

pH KM % EtOH (v/v)
8 165+ 10 5
9 521 5
10 20 1 5
8 200 £ 20 10
9 655 10
10 15+ 1 10

Observamos que el aumento en la concentracion de EtOH en el medio incrementa el valor de la K de
manera significativa solo para el caso en el que el valor de pH es 8 (ver Tabla 10); es decir, cuando la
diamina se encuentra completamente protonada. Si asumimos que la contribucidon dominante en la
energia de asociacion es la interaccion electrostatica, al disminuir la constante dieléctrica del medio con
la adicion de etanol, et valor de K debe incrementarse. Es éste el comportamiento observado.
Encontramos de nueva cuenta que los datos experimentales se ajustan bastante bien a las Ecuaciones 1

y 2, generando complejos moleculares con estequiometria 1:1.
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Figura 48. Ejemplo de ajuste de los datos experimentales para la valoracion espectrofotométrica de CP-

1 con DAP (pH 9, I=0.1, A = 392 nm, buffer con 5% de EtOH).

5.9 Reversibilidad del sistema CP-I + huésped.

Finalmente, se pretende demostrar que la asociacion de CP-1 con las poliaminas es un fenomeno
reversible. Para ello partimos de la suposicion de que al introducir una molécula tambi€n tetraanionica,
pero capaz de enlazarse mas fuertemente a las poliaminas que la misma CP-1, entonces los espectros
para las valoraciones de CP-1 con poliaminas mostraran el siguiente comportamiento: al agregar una
cantidad dada de poliaminas (en este caso SP) a una disolucion de CP-1, la absorcion presentara un
decremento, como hemos venido observando. Ahora bien, la adicion de una especie tetraanionica que se
enlace mas fuertemente con las poliaminas en comparacion de la CP-1, tendra el efecto de alterar los

espectros de absorcion de forma tal que cada vez se asemejen mas al espectro de la CP-1 libre.



67

Para probar nuestra suposicion disefiamos un experimento en el cual a una disolucion de CP-I se le
adiciona espermina, y posteriormente se agrega al sistema cantidades crecientes de una disolucion
acuosa de Ky[Fe(CN)s] (FC), adquiriendo en seguida el espectro correspondiente a cada una de las

adiciones (Figura 49). El experimento fue monitoreado por medio de espectroscopia UV - visible.

Condiciones experimentales:

[CP-1}: 1 uM; buffer: fosfatos/boratos 5 mM (NaCt 0.1 M), pH 10, 25 °C.

0,225 J;-
0,200 jo
<
[ o
0175 0 —— Cpl le6 M
i 'O\-___ s . —a P 0.1 mM
GISO o T e D e & 0.1 mM +FC 0.2 mM
. o125 [T T 0.1 mM+FC04 mM
£ 7" ¥ W LEEE P 0.1l mM+ FC0.56 mM
R - o FCO.04 mM
0,100
.-g FCO0.16 mM
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Figura 49. Espectros de absorcion para la titulacion con FC de agregados tipo CP-1"SP.

(pH 10, 1=10.1)
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Podemos obtener una serie de observaciones de los espectros ilustrados en la Figura 49. Para ello, se
evalia la absorbancia a 392 nm, y se compara el espectro de CP-1 libre con los correspondientes a la

CP-1 en su interaccion con SP y con FC (Tabla 23):

Observamos que la adicién de espermina disminuye la absorbancia, y al agregar FC, su magnitud
comienza a incrementarse. Los espectros de absorcion muestran una tendencia a adquinr la forma
original, es decir, la de CP-1 libre. Vale la pena destacar que los cambios del espectro en la region de
350-370 nm son resultado de la absorbancia propia del FC. Con el fin de probar la veracidad de esta
afirmacion se ilustraron los espectros de disoluciones de FC a dos diferentes concentraciones. Es claro
que los espectros se solapan en esa region, dando como resultado las deformaciones al espectro original

de la Coproportirina.

Tabla 23. Valores de la absorbancia evaluada a 392 nm para la valoracion con FC de agregados

moleculares tipo CP-1°SP

Agregado: Absorb.
CP-11uM 0.17
CP-11 M+ S8SP0.1 mM 0.13
CP-I1uM+SPOI mM+FC02mM 0.14
CP-11 uyM+SP 0.1 mM + FC 0.4 mM 0.15

CP- 11 uyM+SPO.1 mM + FC0.56 mM 0.16

FC 0.04 mM 0.01

FC 0.16 mM 0.03

Lu evidencia recabada nos indica de manera contundente que el proceso de asociacion entre CP-1 y

las diversas poliaminas estudiadas es reversible.
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6.- CONCLUSIONES: s & W

Con base en la informacion recabada en la seccién previa podemos elaborar una serie de conclusiones

respecto al proceso de la asociacion entre CP-1'y poliaminas en medio acuoso:

e La variacién en la fuerza idnica del medio reaccional, bajo las condiciones empleadas, no afecta
significativamente el grado de agregacién de la CP-1. Dentro del intervalo de concentracion de CP-1
empleado a lo largo de nuestros experimentos, tenemos que alrededor det 90% de la CP-I total
permanece en forma monomérica, y por tanto, los cambios espectrales en las valoraciones de CP-1

son resultado unicamente de la interaccion PORFIRINA - HUESPED.

e No se detectd la formacion de complejos entre la Coproporfirina | con las formas protonadas de la

Me-NH; y #-PrNH; en las condiciones probadas.

¢ La molécula de CP-I forma agregados con todas las diaminas estudiadas, y el valor de K depende del
pH del medio. Con base en los ajustes realizados, se encuentra que no presenta interaccion con las
diaminas en su forma neutra. L.as formas monoprotonadas forman complejos débiles, mientras que los
agregados con mayor estabilidad se presentan cuando las diaminas se encuentra en su forma

diprotonada.

» Las constantes de asociacion a / = 0 presentan siempre la magnitud mas grande para aquellos valores
de pH en los cuales las poliaminas se encuentran en su forma diprotonada. La K caiculada de la
dependencia de la constante experimental con respecto a I demuestra que la estabilidad de los

complejos es mayor conforme crece la cadena alifatica del huésped.
p y P

o Con base en los experimentos sobre la dependencia de K con respecto a la concentracion de CP-I,
podemos afirmar que los agregados entre CP-1 y diaminas presentan en general una estequiometria

1:1. Existe evidencia sobre la formacion de agregados moleculares con estequiometrias diferentes.
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¢ Hemos encontrado que la CP-I presenta selectividad para su interaccion con SP con respecto a todas
las diaminas evaluadas. En efecto, si nuestro interés es construir un Sensor para aminas, y €n este caso
las aminas biogénicas, hemos encontrado una manera sencilla de monitorear dichas especies. En las
valoraciones espectrofotométricas, al adicionar concentraciones sumamente pequefias de SP ( del
orden de 10° M), los cambios en el espectro de absorcion de CP-I son enormes. Dado que las
concentraciones de poliaminas biologicas en medio intracelulares son muy pequefias, podemos

esperar que la CP-1 funcione como un eficiente sensor para estas especies.
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APENDICE 1

Cilculo de la constante de formacién.
Se propone el equilibrio siguiente para la asociacion de porfirina libre (P) y huésped (H):
K
P+H == PH K= —[13—}—{—]—
[PIH]
La absorbancia esta dada por:

Absorb. = gp[P] + epy|PH] Ec. 1

[P} = [P} + [PH]
[H}r = [H] +{PH] = [H]
Dada la condicion: [H}>>[P]y

Se genera la expresion para [Py

(P]r = [P] + K[P][H]}r = [P](1+K[H]1)
Resolviendo [P] y [PH]:
[P] = [P1:/(1+K[H].)

{PH] = (K[H}([P]:)/(1+K[H]x)

Sustituyendo [P] y [PH] en la Ec. 1:
Absorb. = ep[Ph/(1+K[H}r) + epun(K[HJ][P]7r)/(1+K[{H]y)

Rearregiando la expresién anterior:

Absorb. = (g[P}r +epu[P)}K[H]:)/(1+K[H]r)

Finalmente;

Abs. = (Absy + Abs,(K[H]:)/(1+K[H)y)

Donde [P] = concentracion de porfirina libre.
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[H} = concentracion de huésped.
[P}r = concentracion total de porfinna,
[Hlr = concentracion total de huésped
K = constante de asociacion.
£ = coeficiente de absorcion molar
[PH] = concentracion de! complejo porfirina-huésped.

Absorb,, = absorbancia al infinito (a saturacion).
Absorby, = absorbancia intcial.

Calculo de la relaciéon [Monomero}/|Dimero]:

Se tiene que el cociente entre la absorbancia de la CP-1, evaluada a 392 nm y 372 nm esta dada por la

.. Azoznm aX + ﬁ
expresion: =
Asr2am Y + X
Donde o, B, y — constantes

X = [Monomero}/[Dimero}

_ Azoznm

A 3Nnm

Reordenando la Ec. 2, se tiene que XY +yY =aX +f

Reordenando la expresion anterior. X= By
Y-a
Se tiene que: [P]T = [Monomero] + 2[Dimero] = [M] + 2[D}
Pl
Muitiplicando la Ec. 3 por 1/[M]; (Pl .2
M X

M
Luego: % Mondémero = [—~—]~ x 100

7],



