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El disefio de un quimiosensor potente y selectivo para aniones en agua es un tema pendiente
en quimica debido a las elevadas energias libres de hidratacion que presentan los aniones y
a que el agua compite por los sitios de asociacion. El uso de centros metalicos con alta
afinidad por aniones ha podido contribuir a desarrollar sensores funcionales y selectivos en
agua. El presente proyecto se enfocd en sintetizar dos nuevos receptores fluorescentes
basados en complejos dinucleares de zinc (1) y estudiar su afinidad para una serie extensa
de bioanalitos (halogenuros, oxoaniones, dicarboxilatos alifaticos derivados del ciclo de
Krebs, aminoacidos y nucleétidos) en agua a valores de pH fisioldgicos. Los receptores 1y
2 presentan la formula general [ZnoL1](OTf)s y [Zn2L2] respectivamente, donde L1= 5,8-
Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)Jamino]quinolina y L2= 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]quinolina).
Estos fueron caracterizados por ('H, 13C, '9F, HSQC) RMN, EM-ESI, UV-Vis y fluorescencia.
La afinidad de los ligantes asimétricos L1 y L2 a la sal Zn(OTf), fue determinada por
titulaciones espectroscépicas con valores de logKzni1j= 4.76 y logK{znoL 1= 4.17 M. El andlisis
por variacion continua soporta la formacion de las especies dinucleares en agua neutra. Los
resultados de UV-Vis, fluorescencia y ('H, 3'P) RMN muestran que el receptor 1 tiene gran
afinidad por GTP sobre el resto de los bioanalitos y moderada afinidad por GDP, ATP y PPi.
A partir de titulaciones espectroscopicas de fluorescencia se determind el modo de unién del
quimiosensor tetracatiénico 1 con GTP y la formacién de especies con estequiometria 1:2 y
2:2, del tipo [1:GTP2] y [12:GTP2] con valores de constante de asociacion de, logp1= 8.49 y
logB2= 18.53 M- respectivamente. Para el caso del quimiosensor neutro 2, la mayor afinidad
fue determinada para GDP con un valor de logKp2-cor= 3.36 M-" (obtenida por fluorescencia).
El sensor 2 tiene un orden de selectividad: GDP > GTP > CTP > GMP > Pi >> resto de los
aniones estudiados. Los cambios de las propiedades fotofisicas de los receptores 1y 2 por
adicién de GTP y GDP, son resultado de la coordinacion del nucleétido a los dos centros
metalicos asimétricos del quimiosensor tetracationico 1, [ZnNa4]?*-quinolina-[ZnNs]** o
quimiosensor neutro 2, [ZnN202]-quinolina-[ZnNO;] a través del fosforo  del grupo tri o
difosfato y de un atomo de nitrégeno del imidazol de la guanosina. Los quimiosensores 1y 2
permiten la deteccion fluorescente de los nucleétidos GTP y GDP en el intervalo de
concentraciones pM con selectividad sobre bioanalitos anionicos como halogenuros,

oxoaniones, CTP, UTP y dicarboxilatos alifaticos.




INTRODUCCION

La quimica supramolecular, también conocida como la quimica mas alla de la molécula, es
el area de la ciencia que se encarga del estudio de las interacciones no covalentes y los
ensambles intermoleculares. Los ensambles intermoleculares generalmente estan
constituidos por una molécula anfitriona y una molécula que funge como huésped. El
concepto de quimica supramolecular fue introducido en 1978 por el Premio Nobel J. M. Lehn
y la define como “la quimica de los enlaces intermoleculares” o, dicho de otra manera, “la
quimica mas alla de la molécula que estudia las entidades organizadas de alta complejidad,
que son el resultado de la asociacion de dos o mas moléculas mediante enlaces
intermoleculares no covalentes”.! La quimica supramolecular comprende el reconocimiento
molecular, proceso que resulta fundamental en los mecanismos operativos presentes en los
seres vivos. El reconocimiento molecular puede describirse como la unién especifica de una
molécula a un receptor. Las moléculas que logran un reconocimiento eficiente y selectivo, se
llaman moléculas anfitrion (host), las cuales presentan sitios de reconocimiento utiles para
albergar a otras moléculas regularmente mas pequefias, definidas como huéspedes (guest).?
El reconocimiento es una uniéon con un propdsito, como un receptor es un ligante con un
proposito, ello implica un proceso de reconocimiento con una pauta a través de un conjunto
de interacciones intermoleculares estructuralmente muy bien definidas. Las interacciones
intermoleculares constituyen la base de los procesos altamente especificos de
reconocimiento, reactividad, transporte y regulacion que se dan en la biologia, como la unién
de un sustrato a una proteina, las reacciones enzimaticas, el ensamble de complejos
multiproteinicos, la asociacion antigeno-anticuerpo, la lectura, transcripcion y traduccion del
cbdigo genético, la regulacion de la expresion de los genes a través de las proteinas que se
unen a ADN, la entrada de virus a las células, la sefial de induccidn nerviosa que generan los

neurotransmisores, el reconocimiento celular, etc.

Una de las metas u objetivos de muchos investigadores que se dedican a la quimica
supramolecular, es imitar los procesos biolégicos y entender cada una de las etapas que
ocurren en determinado proceso. Asi surge el concepto “huésped-anfitrion” o quimica “host-
guest”3 que esta basado en una evoluciéon del modelo “llave-cerradura” formulado por Fischer

hace mas de cien afios.*




INTRODUCCION

En la actualidad la quimica supramolecular es un area de investigacion de gran interés y es

considerada por diversos grupos como pieza clave en el area de las ciencias analiticas®, es
por ello que el presente trabajo de sintesis y reconocimiento molecular esta enfocado a los
estudios de asociacion en medio acuoso y pH neutro, entre aniones que tienen una
participacion fundamental en un amplio niumero de procesos bioldgicos (nucledtidos,
dicarboxilatos derivados del ciclo de Krebs, aminoacidos, etc.) y receptores dinucleares de

zinc (II) que presentan como unidad fluorescente un fragmento de quinolina.

En la presente tesis, la informacion se ha dividido en diferentes capitulos entre los que se
encuentran antecedentes, marco tedrico, desarrollo experimental, resultados, discusion,
conclusién y anexos; con el propdsito de cubrir los lineamientos que el método cientifico

amerita.

El capitulo destinado al marco tedrico, contiene la informacién que representa el fundamento
quimico bajo el cual se realizé la experimentacion. Comprende generalidades de la quimica
supramolecular analitica, que van desde las principales interacciones no covalentes hasta el

proceso de reconocimiento molecular.

El apartado de antecedentes recopila y describe brevemente aquellos receptores mas
sobresalientes en el reconocimiento molecular de moléculas fosforiladas como los
nucledtidos, haciendo énfasis en dos hechos: primero, que dichos receptores realizan el
reconocimiento molecular en medio acuoso, lo cual es poco comun; en segundo lugar, logran

detectar los sustratos de estudio a pH cercano al fisiologico.

La descripcidon detallada de los diferentes procedimientos utilizados en cada etapa del
presente proyecto se encuentra escrita en el desarrollo experimental. Se hace alusion a
temperaturas, concentraciones, métodos y técnicas que se emplearon a lo largo del trabajo
en el laboratorio. De igual manera, se incluyen aspectos sobre la caracterizacion de cada
ligante sintetizado, haciendo énfasis en resonancia magnética nuclear en una y dos
dimensiones y en espectrometria de masas; asi mismo, se comentan caracteristicas fisicas

de los ligantes y rendimiento de las reacciones.

En los anexos se incluyen los espectros de 'H-RMN, '3C-RMN, ®F-RMN, IR, y EM de cada

uno de los productos sintetizados.




INTRODUCCION

De los estudios de reconocimiento molecular podemos citar el uso de equipo instrumental

como la espectroscopia de fluorescencia que juega un papel importante en esta
investigacion, gracias al fendmeno espectroscopico de emisién de fluorescencia, se
establece a partir de graficos de Job, la estequiometria de los sistemas supramoleculares de
estudio y la determinacién de Ka, estas se obtienen de titulaciones fluorimétricas, dichas
titulaciones proporcionan informacion acerca del proceso de extincidn de la fluorescencia de

los receptores sintetizados.

Otro tipo de métodos espectroscépicos que complementan el estudio de reconocimiento
molecular entre los sustratos de estudio y los receptores sintetizados, radica en el uso de la

espectrofotometria de UV-Vis y la espectroscopia de RMN.

Una titulacion espectroscépica de '"H-RMN y 3'P-RMN nos permite averiguar qué atomos de
la molécula huésped (nucleétido) se encuentran interaccionando con el receptor. El
desplazamiento a campos altos o bajos de ciertas sefiales correspondientes al huésped,
indican que ciertos atomos del receptor interaccionan directamente con el huésped para
formar un complejo receptor-huésped. La espectroscopia de UV-Vis ofrece un método
confiable para determinar constantes de asociacion (Ka) por lo tanto el uso de esta técnica
resulta ser complementaria para corroborar que efectivamente se lleva a cabo una asociacion

entre los receptores y sustratos de estudio.

Los obstaculos encontrados, las decisiones tomadas para solucionarlos y las resoluciones
inferidas, asi como la justificacién de los resultados obtenidos durante la elaboracion del
proyecto, se presentan en el apartado llamado “Resultados y Discusién”, donde se engloban
dos secciones. La seccion A recopila todos los datos espectroscopicos de la caracterizacion
de los complejos en disolucién, comenzando con experimentos de 'H-RMN, '3C-RMN,
HSQC, DEPT, espectros de absorciéon UV-Vis, espectros de emisiéon de fluorescencia y
determinacion estequiométrica empleando el método de variacion continua (graficos de Job).
La seccion B describe los estudios de asociacion de los complejos dinucleares de zinc (Il)
con los sustratos de estudio. Al final de cada seccion de este capitulo se realiza una discusién

de los resultados obtenidos.

Posterior al capitulo “Resultados y Discusion” se formula una conclusién del presente

proyecto.




CAPITULO 1
MARCO TEORICO

La quimica supramolecular es un campo interdisciplinario que se encarga del estudio de
todas aquellas interacciones intermoleculares y su efecto en la asociacion de moléculas,
reconocimiento molecular y ensambles moleculares.® Las supramoléculas son entidades
quimicas formadas por dos 0 mas moléculas, que se mantienen unidas por interacciones no
covalentes como por ejemplo enlaces de hidrégeno o apilamiento 1. Uno de los temas
centrales de esta disciplina es el estudio de los sistemas huésped-anfitrion; el estudio de
estos sistemas se centra en la forma en que estos se asocian y en las interacciones que
intervienen en el proceso de union.” Los sistemas huésped-anfitrion se engloban en un
proceso llamado reconocimiento molecular, es por ello que este capitulo fue dividido en dos

secciones.

La seccion A resume los aspectos mas relevantes dentro del campo de la quimica
supramolecular aplicada a la quimica analitica, donde se engloban los aspectos del
reconocimiento molecular y el uso de receptores artificiales que funcionan como
quimiosensores para detectar y cuantificar analitos. Adicionalmente dentro de la seccién A
existe un apartado dedicado a los diferentes mecanismos fotofisicos que pueden observarse
en el disefo de quimiosensores luminiscentes para aniones. Una justificacion de este
apartado radica en el amplio arsenal de receptores artificiales para detectar aniones a través
de alguno de los mecanismos fotofisicos clasicos, uno de estos mecanismos de respuesta,
el mas popular, reside en la interaccion directa entre el “anion (huésped)” y el “receptor
(anfitridon)”, este ultimo, generalmente posee grupos fluorogénicos capaces de transducir una
sefal éptica que es monitoreada por métodos convencionales de andlisis. La seccion B
describe las principales interacciones no covalentes que intervienen en los sistemas anfitrién-
huésped, como los enlaces de hidrégeno, apilamiento 1T, formacion de pares idnicos, fuerzas
de van der Waals, etc. Cabe resaltar que el entendimiento de la naturaleza de los enlaces de
hidrogeno y el enlace de coordinacion han permitido disefiar receptores para una amplia
gama de moléculas de importancia bioldgica, por lo cual, el enlace de hidrégeno y el enlace
de coordinacion, se consideran como algunas de las interacciones mas importantes en

quimica supramolecular.
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SECCION A. QUIMICA SUPRAMOLECULAR EN QUIMICA ANALITICA.

La quimica supramolecular ha evolucionado hacia la denominada quimica dinamica
combinatoria. La dinamica combinatoria se produce introduciendo en las entidades
supramoleculares enlaces reversibles que puedan formarse y romperse, con lo cual se
permite un cambio continuo en su estructura supramolecular debido al intercambio y/o
reorganizacion de sus constituyentes. Para la quimica supramolecular se abren amplias
perspectivas, sefalandola como una quimica emergente, adaptativa y evolutiva. Como se ha
mencionado anteriormente, la quimica supramolecular es intrinsecamente una quimica
dinamica dada la labilidad de las interacciones que conectan los componentes moleculares
de una entidad supramolecular y a la capacidad resultante de las especies supramoleculares
de intercambiar sus constituyentes. En los ultimos afios, una gran parte de los grupos de
investigacion de todo el mundo han demostrado que la quimica supramolecular puede
desempenar un papel de gran alcance en ciencias analiticas. Esto da origen a un nuevo y
creciente campo dentro de las ciencias quimicas analiticas: la “quimica supramolecular
analitica”, la cual aplica y explora aspectos de receptores quimicos sintéticos de naturaleza
organica o inorganica que funcionan por el intercambio dinamico covalente (reversibilidad de
determinados enlaces covalentes) y no covalente (enlaces de hidrégeno, apilamiento T,
pares ionicos, etc.) que crean los ensamblajes huésped-anfitrion que dan lugar a
modulaciones de sefal (Optica, electroquimica, magnética, etc.) tras la adicion de analitos.?

(Ver Esquema 1.1).

Esquema 1.1 Ejemplos representativos de interacciones supramoleculares e interacciones covalentes
dinamicas.?
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1. Reconocimiento Molecular: Sistemas Huésped-Anfitrién.

El reconocimiento molecular es una de las grandes areas que pertenecen a la quimica
supramolecular, este proceso, esta determinado por la energia y la informacion involucrada
en la seleccion y anclaje del sustrato por una molécula receptora dada.® Se han designado
varios términos en referencia al proceso de asociacion entre dos moléculas. El primero
corresponde a Cram que introdujo el término “huésped-anfitrion”, y el segundo corresponde
a Ehrlich con “receptor-sustrato”, mas enfocado a sistemas biolégicos. En ambas acepciones,
hay una analogia entre anfitridn-receptor y huésped-sustrato, el receptor es una estructura
molecular capaz de unir selectivamente especies mediante diferentes interacciones
intermoleculares, proporcionando un ensamblaje de dos o mas especies moleculares.? La
forma en que un anfitridn y un huésped se asocian generalmente esta mediada por las
interacciones no covalentes que participan simultdineamente en ese proceso.’® El
reconocimiento molecular es la base del procesamiento de la informacion a nivel
supramolecular. Este puede dar lugar a cambios en las propiedades electrdnicas, ionicas,
opticas o conformacionales de una especie supramolecular, generando con esto una sefial.!!
Para conseguir un alto nivel de reconocimiento (afinidad y selectividad) de un receptor hacia

un sustrato determinado, se necesitan tomar en cuenta los siguientes aspectos'?:

a. Complementariedad: Para reconocer una molécula, el anfitrion debe tener el mayor

numero posible de sitios de enlace con caracter electrénico complementario a aquellos
que posee el huésped. También es preferible que exista una complementariedad
geométrica. (Ver Esquema 1.2)

b. Preorganizacién: Un anfitrién con una elevada preorganizacion experimenta un cambio

conformacional minimo tras enlazarse con el huésped. En general cuando mas

organizados para la union estan el receptor y el sustrato, mas estable sera su complejo.

Esquema 1.2 Efecto de preorganizacion y complementariedad sobre log Ka de anfitriones poliéter para K*.
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c. Cooperatividad: Fenémeno producido por receptores que presentan diversos sitios de

unién. Cuando un sustrato se une a una subunidad del receptor, el resto de las

subunidades son estimuladas y se activan para favorecer la interaccion de otro sustrato.

(Ver Esquema 1.3).

Esquema 1.3 Efecto de cooperatividad para facilitar la interaccion de Na* tras la preorganizacion de un poliéter
con Ru?" y viceversa.'?

d. Efectos del Disolvente: Los disolventes pueden tener un efecto en la solubilidad,

estabilidad y velocidad de reaccion, asi que la eleccion del disolvente apropiado permite

el control cinético y termodinamico en el proceso de reconocimiento molecular.
1.1 Respuesta al Reconocimiento Molecular: Dispositivos Fotoquimicos.

Los dispositivos basados en procesos de reconocimiento, son moléculas mediante las cuales
se transduce una sefal, dicha sefal es inducida por la asociacion de un huésped, por lo tanto,
un quimiosensor es cualquier dispositivo capaz de transformar informacion quimica en una
sefial analitica, esto como consecuencia de la interaccidn con un sustrato.'® En este proceso
de reconocimiento, la informacién a nivel molecular, como la presencia o ausencia de
determinadas especies en disolucion se amplifica a nivel macroscopico, permitiendo por tanto
su determinacion cualitativa o cuantitativa. Un quimiosensor constara de al menos un centro
de reconocimiento molecular y un centro de generacion de sefal.!' El centro de
reconocimiento molecular debe poseer todas las caracteristicas citadas anteriormente, estas

deben ser apropiadas para el tipo de sustrato que se desea reconocer.
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El centro de generacion de la senal es el encargado de poner en contacto el ambiente

molecular con el mundo macroscopico, comunicando de alguna forma que se ha llevado a
cabo la interaccion quimiosensor-sustrato. Esta comunicacion tiene lugar a través de la
variacion de una propiedad bien definida que puede ser medible facilmente a través de un
instrumento. De esta manera, podemos utilizar como indicador una variacion en la intensidad
de una banda tanto de absorcién como de emisién en la regiéon del UV-Vis, el desplazamiento
de una sefial en RMN o el de una onda voltamperométrica.’® La emisién de fluorescencia es
una propiedad muy apropiada para este fin, por varias razones, entre las que podemos
destacar la simplicidad de la instrumentacion para su deteccion, la alta sensibilidad que
permite la deteccion del sustrato a nivel de trazas y, lo mas interesante, que se puede percibir

visualmente incluso a muy bajas concentraciones.'s
1.2 Quimiosensores Moleculares Opticos.

La seleccidn de moléculas receptoras con capacidad de indicar su interaccidon con el sustrato
mediante la transmision de algun tipo de sefial, ha conducido a la obtencién de los
denominados sensores o0 quimiosensores moleculares. Tipicamente los quimiosensores son
moléculas de origen abidtico que son capaces de enlazar selectiva y reversiblemente a un
analito de interés con un cambio concomitante en alguna de las propiedades del sistema,
tales como potencial redox, espectros de absorcion o fluorescencia, entre otras.' Hay dos
procesos basicos que ocurren en la deteccion del analito: el reconocimiento molecular y la
transduccion de la sefal. Por sus propiedades, los quimiosensores ofrecen interesantes y
atractivas posibilidades de aplicacién en el campo de las ciencias quimicas analiticas; de
hecho, nos permiten llevar a cabo mediciones en tiempo y espacio real cuando se utilizan
inmovilizados en superficies o incluso libres en disolucion.!® Los quimiosensores se pueden
clasificar de manera general tomando en cuenta su disefio o respuesta de sefalizacion.®

(Ver Esquema 1.4).

Esquema 1.4 Respuesta al reconocimiento molecular; Funcionamiento de quimiosensores.
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1.2.1 Quimiosensores Basados en su Diseiio Molecular.

Dentro de los quimiosensores basados en su disefio molecular podemos encontrar diferentes

situaciones estructurales:

a. Quimiosensores Intrinsecos: La unidad receptora es la unidad de senalizacion. Muchas

veces, el analito es un H* y a estos sensores se les denomina “indicadores de pH”. Si el
analito es un ion, se utiliza frecuentemente el término “agente quelante”.'” (Ver Esquema
1.5).

Esquema 1.5 Quimiosensor intrinseco.

b. Quimiosensores Conjugados: La unidad de sefalizacion esta directamente integrada o

directamente espaciada a través de enlaces covalentes a la unidad receptora. (Ver
Esquemas 1.6-1.7). El disefio de este tipo de sensores, basados en el reconocimiento
i6nico o molecular, requiere una especial atencién, puesto que la parte receptora debe
cumplir con ciertos criterios de selectividad y afinidad por el analito. En estos, el analito
se coordina de forma reversible al centro de reconocimiento, provocando un cambio en
las propiedades de la unidad de senalizacion, indicativo de que la interaccion receptor-

analito se ha producido.'®

Esquema 1.6 Quimiosensor conjugado directamente integrado.

Esquema 1.7 Quimiosensor conjugado directamente espaciado.
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c. Quimiosensores Ensamblados: El centro de reconocimiento y la unidad de sefalizaciéon

se encuentran formando un complejo supramolecular. (Ver Esquema 1.8). Cuando se
afiade un determinado anién a la disolucion de este complejo, se produce una reaccion
de desplazamiento por lo que la unidad receptora pasa a formar un complejo con el
analito, desplazando a la unidad de sefalizacion hacia la disolucion y recuperando esta

su comportamiento espectroscopico no coordinado.’®

Esquema 1.8 Quimiosensor ensamblado.

1.2.2 Quimiosensores Basados en su Respuesta de Senalizacién.

Basandonos en la respuesta de sefializacion los quimiosensores Opticos se pueden clasificar

en cromogénicos y fluorogénicos.'®

a. Quimiosensores Fluorogénicos: Dispositivos que tienen la capacidad de interactuar

selectiva y reversiblemente al sustrato con un cambio simultaneo en la fluorescencia,
estos pueden ser intrinsecos, conjugados o ensamblados. Se pueden dividir en cuatro

grandes clases.

I.  Sensores en los cuales se amortigua “quenching” la emision de fluorescencia
como consecuencia de la colision aleatoria del analito con el fluoréforo.
Regularmente el quimiosensor no presenta unidades receptoras que puedan
favorecer la formacion de un complejo supramolecular. (Ver Esquema 1.9) El
proceso de extincion es controlado por difusion y se le denomina “quenching

dinamico”.

Esquema 1.9 Quenching dindmico no asociativo (colisiones aleatorias).
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Sensores ensamblados donde la unidad de sefializacion es un fluoréforo que ha
perdido sus propiedades fotofisicas debido al ensamble con la unidad receptora.

(Ver Esquema 1.10).

Esquema 1.10 Mecanismo de desplazamiento de fluoréforo en quimiosensores ensamblados.

Sensores intrinsecos donde el fluoréforo pueden unirse reversiblemente al analito.
(Ver Esquema 1.11). Estos sensores pueden ser de dos tipos. Aquellos en los que
la unién del analito produce un amortiguamiento de la fluorescencia (tipo CEQ. Del
inglés Chelation Enhancement of Quenching; Incremento de la Amortiguacion por
Quelacion) o aquellos en los que se produce un incremento en la emision (tipo
CEF. Del inglés Chelation Enhancement of Fluorescence; Incremento de la

Fluorescencia por Quelacion).

Esquema 1.11 Quimiosensores fluorogénicos intrinsecos tipo CEF y tipo CEQ, respectivamente.

V.

Sensores cuyos fluoréforos estan directamente integrados o espaciados a través
de enlaces covalentes. (Ver Esquemas 1.12-1.13). Los cambios en las
propiedades fotofisicas de los fluoréforos después de la interaccidon con el analito,
se deben a una perturbacion del ultimo a través de un proceso fotoinducido, como
una transferencia de energia o de carga, transferencia electronica, formacion o
desaparicién de un excimero. Como en el caso anterior, la fluorescencia puede

que se amortigie (CEQ) o que se incremente (CEF) después del reconocimiento.
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Esquema 1.12 Quimiosensores fluorogénicos directamente integrados, tipo CEF y tipo CEQ, respectivamente.

Esquema 1.13 Quimiosensores fluorogénicos directamente espaciados, tipo CEF y CEQ, respectivamente.

b. Quimiosensores Cromogénicos: Dispositivos que tienen la capacidad de interactuar

selectiva y reversiblemente al sustrato con un cambio de color, estos pueden ser

intrinsecos, conjugados o ensamblados. Se pueden dividir en tres grandes clases.

I.  Sensores ensamblados donde la unidad de sefalizacién es un croméforo que ha
modificado sus propiedades fotofisicas debido al ensamble con la unidad

receptora. (Ver Esquema 1.14).

Esquema 1.14 Mecanismo de desplazamiento de croméforo en quimiosensores ensamblados.

II.  Sensores intrinsecos donde el cromoforo puede unirse reversiblemente al analito

con un cambio perceptible de color. (Ver Esquema 1.15).

Esquema 1.15 Quimiosensor cromogénico intrinseco.
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lll.  Sensores cuyos cromoforos estan directamente integrados o espaciados a través
de enlaces covalentes. (Ver Esquemas 1.16-1.17). Los cambios en las
propiedades fotofisicas de los cromdéforos ocurren durante la interaccién con el

analito.

Esquema 1.16 Quimiosensor cromogénico directamente integrado.

Esquema 1.17 Quimiosensor cromogénico directamente espaciado.

2. Mecanismos Fotofisicos en Quimiosensores Fluorescentes.

El término fluorescencia se incluye dentro del concepto general de luminiscencia que puede
ser definido como una emisién de radiacion espontanea desde un estado excitado. Si la
molécula excitada tiene la misma multiplicidad que la molécula en el estado fundamental se
habla de fluorescencia. Una vez que una molécula es excitada por absorcion de un fotén,
puede volver al estado fundamental con emision de fluorescencia, pero también son posibles

otros muchos caminos de desactivacion. (Ver Esquema 1.18).

Las interacciones en el estado excitado con otras moléculas también pueden competir con la
desactivacion. Estos caminos de desactivacion que compiten con la emision de fluorescencia,
tienen lugar en una escala de tiempo comparable con el tiempo de vida media durante el cual
las moléculas estan en el estado excitado. La asociacion del huésped puede contribuir tanto
a incrementar como a reducir la intensidad de fluorescencia y en otros casos, lo que se
obtiene son desplazamientos en los maximos de emision. Dichos desplazamientos también

conducen a una variacion en la intensidad de fluorescencia.

Dada la complejidad de los estados excitados no siempre resulta facil interpretar cual es el
papel del huésped en el cambio de la emisidn del quimiosensor al formarse el complejo, razén
por la cual a continuacion se describe brevemente los mecanismos mas conocidos que

conducen al cambio de emision de los quimiosensores.
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Esquema 1.18 Diagrama de Jablonski:
Representa los niveles de energia de un sistema luminiscente. Las flechas continuas indican transiciones
radiativas como absorcién o emision (fluorescencia y fosforescencia) de un fotén. Las flechas discontinuas
representan transiciones no radiativas. La conversion interna y el cruce entre sistemas son transiciones no
radiativas. Por debajo del diagrama de Jablonski se muestran los espectros tipicos de absorcion, fluorescencia
y fosforescencia.

2.1 PET (Transferencia Electréonica Fotoinducida) y EET (Transferencia de Energia).

El efecto electronico mas ampliamente utilizado en el desarrollo de quimiosensores
fluorescentes para propositos de deteccion de cationes, aniones y moléculas neutras, es la
transferencia electrénica fotoinducida, mas conocida como PET (Photoinduced Electron
Transfer).2 EI PET es un proceso de transferencia electronica que ocurre a distancia entre
una molécula en estado excitado (fluoréforo) y alguna otra especie que puede actuar como
dador o aceptor (amortiguador). El proceso esta controlado por las energias relativas de los
orbitales HOMO-LUMO del fluoréforo y de un orbital molecular externo. En general, se

pueden presentar dos casos:'¢?' (Ver Esquemas 1.19-1.20).
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a. Quimiosensores tipo Off/On, donde la fluorescencia natural del fluoréforo que estaba

considerablemente reducida en el receptor, se restaura tras el proceso de asociacion.

Esquema 1.19 Mecanismo PET en sensores Off/On.

b. Quimiosensores tipo On/Off, donde Ila asociacion del analito amortigua

considerablemente la fluorescencia del receptor.

Esquema 1.20 Mecanismo PET en sensores On/Off.
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Cuando el proceso en vez de secuencial es sincronico, es decir, si ocurre un intercambio

simultaneo de dos electrones del LUMO al orbital externo y de este al HOMO, se habla de
desactivacion por transferencia de energia (EET). Lo que se observa a nivel macroscépico

es una ausencia total de fluorescencia.6:20
2.2 PCT (Transferencia de Carga Fotoinducida).

Los quimiosensores basados en transferencia de carga fotoinducida (PCT) contienen un
grupo electroatractor conjugado a un grupo electrodonador. Cuando un grupo donador de
electrones interacciona con un sustrato de interés, el caracter electrodonador del grupo
disminuye, por lo que el espectro de absorcidon manifiesta un efecto hipsocromico, una
reduccion en la conjugacién y una disminucion en el coeficiente de absortividad molar. Por el
contrario, cuando el sustrato interacciona con un grupo aceptor de electrones, incrementa el
caracter electroatractor del mismo, por lo que el espectro de absorcion manifiesta un efecto
batocromico y un aumento en el coeficiente de absortividad molar. El espectro de
fluorescencia, en principio, seguira la misma tendencia que el espectro de absorcion. Ademas
de estos efectos, se pueden observar cambios en el rendimiento cuantico y en los tiempos

de vida media.?? (Ver Esquema 1.21).

Esquema 1.21 Mecanismo de transduccion del evento de reconocimiento de un sustrato mediante un
quimiosensor PCT.
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2.3 Transferencia de Proton Fotoinducida.

Las propiedades acidas o basicas de una molécula que absorbe luz no son las mismas en el
estado fundamental o en el estado excitado. Una posible causa para este hecho
experimental puede deberse a la redistribucion de la densidad electronica dentro de la
molécula al promoverse un electrén del HOMO al LUMO. Los casos mas interesantes son
cuando los acidos y las bases son mas fuertes en el estado excitado que en el fundamental,
porque en estos casos, la excitacién puede producir una transferencia de protén fotoinducida.
(Ver Tabla 1.1) De este modo, el caracter acido de un grupo donador de protones puede
verse aumentado durante la excitacion de manera que la constante de acidez en el estado

excitado (pK*) es mucho mas grande que el pK en el estado fundamental.??

Tabla 1.1 Diferencia entre el pK en estado basal y el pK en estado excitado (pK*) para diversas moléculas.

Compuesto Estructura pK pK
OH
Fenol ©/ 10.6 3.6
OH
2-naftol “/ 93 28
OH
2-naftol-6-sulfonato /“/ 9.12 1.66
055
N H,
2-naftilamina “/ 71 122
o) o
Ant -9-carboxilat j\i 3.7 6.9
ntraceno-9-carboxilato ‘/\ \/\
Acridina | 55 10.6
N N\F NF

=z
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2.4 Formacion de Excimeros.

Un excimero es un dimero que se forma en el estado excitado (del inglés excited dimer). Se

forma por colisién entre una molécula excitada y una molécula idéntica no excitada:
™M* + M — [(MM)*

La representaciéon simbdlica (MM)* intenta describir que la energia de excitacién esta
deslocalizada sobre los dos monémeros. Una vez que se relaja la molécula, el excimero se
disocia. La banda correspondiente a un excimero se localiza a A mayores que la
correspondiente al mondmero y ademas nunca exhibe bandas vibrénicas. Los sensores
basados en la formacion de excimeros se caracteriza por la presencia de dos fluoréforos
presentes en la misma molécula que interactuan entre si por apilamiento 1. Podemos
describir dos aproximaciones para el disefio de sensores basados en la formacién

Intramolecular de excimeros.'6-24 (Ver Esquemas 1.22-1.23).

Esquema 1.22 La interaccion del sustrato induce la aproximacion espacial entre los fluoréforos con la
consiguiente aparicion de la banda del excimero.

Esquema 1.23 La interaccién del sustrato impide la interaccion entre los fluoréforos con la consiguiente
desaparicion de la banda del excimero.
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SECCION B. INTERACCIONES EN QUIMICA SUPRAMOLECULAR.

Las especies supramoleculares se mantienen unidas mediante una gran variedad de
interacciones no covalentes. En términos generales estas son de menor fuerza
comparandolas con un enlace covalente alcanzando valores de enlace entre 2-300kJ mol’,
mientras los enlaces covalentes se encuentran entre 150-450kJmol'. Este grupo de

interacciones no covalentes o también mencionadas en algunas ocasiones como

interacciones supramoleculares fueron reconocidas por primera vez por van der Waals en el
siglo XIX. (Ver Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Sumario de interacciones supramoleculares.?

Interaccién Energia kJmol-' Direccionalidad Ejemplo
l6n-lon 200-300 No direccional e es
tetrabutilamonio
l6n-Dipolo 50-200 Mog.erad?me”te Na*- [15]corona-5
ireccional
Dipolo-Dipolo 5-50 Mo(cjj_erad_amente Acetona
ireccional
E.nla'c e de 4-120 Direccional Agua, acido acético
Hidrégeno
Enlace de : :
Halégeno 10-50 Direccional CF3l-Py, Sg-CHl3
Cation-mr 5-80 Direccional K* en benceno
Anién-r 2-40 Direccional I--CsFe
Moderadamente Grafito, ADN,
-1 0-50 . . )
direccional benceno, pireno
Argon,
van der Waals <5 No direccional empaquetamiento
molecular cristalino
Enlace de 100-300 Direccional Py-Metal

Coordinacion

1. Interacciones no covalentes.

Las interacciones intermoleculares constituyen la base de los procesos de autoensamblaje
supramolecular, tanto en sistemas biolégicos como sintéticos. Por consiguiente, para poder
disefar sistemas artificiales con elevada eficiencia y selectividad, es importante conocer los

distintos tipos de interacciones no covalentes junto con sus propiedades y caracteristicas.

Los criterios para clasificar las diferentes clases de interacciones no covalentes atienden a

su fuerza, direccionalidad, distancia o angulo de enlace.?®
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1.1 Interacciones Electrostaticas.

Las interacciones electrostaticas estan fundamentadas en la ley de Coulomb y abarcan las
interacciones ion-ion, ion-dipolo y dipolo-dipolo. (Ver Esquema 1.24). La atraccién entre
cargas de signo opuesto puede considerarse como el mayor componente de las fuerzas
intermoleculares. Las interacciones ion-ion no son direccionales, mientras que si lo son las
interacciones ion—dipolo y dipolo-dipolo, puesto que el dipolo debe orientarse en una

determinada direccién para maximizar la intensidad de la interaccion.

Esquema 1.24 Ejemplos de interacciones electrostaticas: (a) interaccion ion—ion en cloruro de tetrabutilamonio;
(b) interaccién ion—dipolo en complejo Na*-[15]corona-5; (c) interaccion dipolo—dipolo en acetona.

Las interacciones electrostaticas son consideradas de gran importancia a nivel bioldgico,
estas son fuertemente dependientes de la distancia (r), en el caso de interacciones por par
idnico depende del inverso de esta (1/r) y no muestran dependencia de la direccionalidad, es
decir, éstas pueden ocurrir independientemente de la orientacion de las especies
participantes. En quimica supramolecular existen muchos sistemas que forman complejos
estables mediante estas interacciones, ya que son la base de la actuaciéon de muchos
receptores para cationes (éteres corona, criptandos y esferandos) y aniones (macrociclos de

poliaminas protonadas).2®
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1.2 Enlace de Hidrégeno.

El enlace de hidrégeno es una interaccion no covalente de suma importancia en la naturaleza
y en los materiales. Esta se puede considerar como un caso particular de interaccion dipolo-
dipolo. La versatilidad de esta interaccion se refleja en la gran cantidad de estructuras
cristalinas descritas hasta ahora. (Ver Esquema 1.26). Un enlace de hidrogeno se forma
cuando la electronegatividad de D con relacion al atomo de hidrégeno H es suficiente como
para atraer la densidad electronica que forma parte del enlace covalente D-H y dejar al atomo
H parcialmente desprotegido. Para que el aceptor A interactue con el donador D este debe

tener un par de electrones no compartidos o electrones T polarizables.?” (Ver Esquema 1.25).

R + — R R + —
N\ ¢ S + AN o _
5§ D—H----A S 6 N—H----0 o
R R
a) b)

Esquema 1.25 a) Representacion clasica de enlace de hidrégeno. b) Enlace de hidrégeno establecido entre un
grupo carbonilo (aceptor) y un grupo amino (donador).

Las estructuras cristalinas ofrecen un excelente medio para estudiar los enlaces de
hidrégeno. La gran cantidad de estructuras encontradas en la Cambridge Structural Database
son una fuente abundante de informacién. De esta forma se ha encontrado que no sélo los
enlaces de hidrégeno (aquéllos formados por dadores electroatractores y aceptores
electronegativos, como O-H---O, N-H---O, etc.), sino que interacciones mas débiles del tipo
C-H---O tienen una direccionalidad muy marcada. M. Etter?® concreté una serie de reglas

para el empaquetamiento de moléculas mediante enlaces de hidrégeno:

1. Todos los buenos donadores y aceptores formaran enlaces de hidrogeno.
2. Enlaces de hidrogeno intramoleculares formando anillos de seis miembros, prevalecen
sobre la formacién de enlaces intermoleculares.

3. Los mejores donadores y aceptores formaran enlaces de hidrégeno intermoleculares.

a) b) ©) d) e) f) A
A A H, A H::’
D—H----A D—H D—H D/ A p—H.---A D/ A
“ \H,' \ \H\
A

Esquema 1.26 Geometrias en enlaces de hidrégeno. a) Lineal. b) Doblada. ¢) Donador bifurcado. d) Aceptor
bifurcado. e) Trifurcado. f) Triple centro bifurcado.
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G. R. Desiraju también encuentra patrones fijos de asociaciones por interacciones débiles
entre grupos funcionales, a los que denomina “sintones supramoleculares”. Los sintones
consisten en fragmentos moleculares que incluyen las asociaciones supramoleculares entre

ellos. El Esquema 1.27, muestra algunos ejemplos de sintones supramoleculares.?®

Esquema 1.27 Sintones supramoleculares representativos.

Los investigadores que estudian al enlace de hidrégeno por espectroscopia de infrarrojo,
Raman y de microondas, pueden dar una definicibn con base en sus efectos sobre las
vibraciones moleculares. En RMN se observa un desplazamiento de la sehal quimica
provocada por el cambio en el ambiente electronico alrededor del protén. En difraccion de
rayos X o de neutrones se observan caracteristicas geométricas de los enlaces, como
angulos y distancias. Los termodinamicos miden energias de enlace de hidrogeno, las
calculan tedéricamente y determinan las configuraciones asociadas con la misma energia.
Todas estas propiedades proveen criterios para clasificar los enlaces de hidrégeno tal y como

se muestra en la siguiente Tabla 1.3.%7

Tabla 1.3 Propiedades del enlace de hidrégeno.?”

Fuerte Moderado Débil
Interaccién D-H-.A MEROTEEEE Mayoritaria,rr!ente Electrostatico
covalente electrostatico
Longitud de Enlace D-H = H.A D-H < H.A D-H << H«.A
H--A (A) ~1.2-1.5 ~1.5-2.2 2.2-3.2
DA (A) 2.2-2.5 2.5-3.2 3.2-4.0
Angulo de Enlace (°) 175-180 130-180 90-150
Energia de Enlace
(kJ/mol) 60-120 16-60 <12
Desplazamiento
Relativo en Banda de 25% 10-25% <10%
IR
Desplazamiento senal 14-22 <14 )
H a campo bajo (ppm)
-Esponja de -Acidos, alcoholesy  -Dimeros en fase
Ejemplo protones. fenoles. gas con acidos o
-Complejos con -Moléculas bases débiles.
HF. bioldgicas. -C-H...O/N
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El entendimiento de la naturaleza de los enlaces de hidrogeno ha permitido disenar sistemas

supramoleculares con importantes aplicaciones, por lo que el enlace de hidrogeno es
considerado como la interaccion intermolecular mas importante de la quimica

supramolecular.
1.3 Enlace de Halégeno.

El enlace de halégeno se refiere especificamente a cuando el halégeno actua como una
especie electrofilica, es una interaccion no covalente que se produce entre un atomo de
halégeno (acido de Lewis) y una base de Lewis.3® Una interaccién de enlace de halégeno se
caracteriza por una interaccién D-X:--A entre un donador halégeno (D-X) y un aceptor (A), en
el que la distancia internuclear es menor que la suma de sus radios de Waals. La interaccion
D-X:--A es tipicamente colineal con el enlace covalente (D-X): en efecto, en la fase gaseosa,
el angulo entre los componentes es normalmente de al menos 175° (aunque hay
desviaciones como resultado de interacciones secundarias o efectos del empaquetamiento

cristalino. (Ver Esquema 1.28).

Esquema 1.28 Geometrias mas comunes del enlace haldégeno, donde X= halégeno, D= C, N, O, halégeno, y
A= Base de Lewis neutra (N, O, S, Se) o aniodnica. (CI, Br7, I).

D-X---A es comparable en fuerza (hasta 200 kJ/mol) a las interacciones intermoleculares mas
conocidas como el enlace de hidrégeno. Tendencias similares en propiedades energéticas y
geomeétricas se encuentran para el enlace de hidrégeno y el enlace halégeno. (Ver Esquema
1.29). Los atomos de halégeno son mas grandes que los atomos de hidrogeno, sin embargo,
las interacciones D-X:-Aceptor pueden ser mas sensibles al volumen estérico y/o
interacciones secundarias. Ademas, la fuerza de los enlaces de halégeno puede ser
modulada mediante la variacion del atomo de halégeno y del sustituyente al que esta unido
covalentemente: un aumento en la capacidad de retirar electrones del sustituyente es

proporcional a un aumento en la fuerza de donadores de enlaces de halégeno.
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lOL HB donor 0 XB donor ,?I\

Esquema 1.29 Complejos formados entre tetrametilurea y un donador de enlace de hidrogeno (izquierda) o un
donador de halégeno (derecha).3°

Los haluros que participan en el enlace de halégeno son: yodo (I), bromo (Br), cloro (Cl) y a
veces fluor (F). Los cuatro halégenos son capaces de actuar como donadores (como se
demuestra a través de datos tedricos y experimentales) y siguen la tendencia general: F <Cl
<Br <I, donde el yodo normalmente forma los enlaces mas fuertes. Los dihalégenos (l2, Bro,
Clz, F2) tienden a formar enlaces de halégeno fuertes. La fuerza y la eficacia de cloro y fluor
en la formacioén de enlaces de halégeno dependen de la naturaleza del donante D-X:--A. Si
el halégeno esta unido a un fragmento D electronegativo, esta mas favorecido a que forme

un enlace de halégeno fuerte. (Ver Esquema 1.30)

Esquema 1.30 Enlace de halégeno (D-X---A) entre 2,4,6-trimetilpiridina y trifluoroiodometano en ciclopentano
(arriba); Enlace de halogeno neutro para especies organometalicas en disolucion de tolueno (abajo). 3

En resumen, los enlaces de halégeno son interacciones “fuertes” comparables con las
interacciones de enlace de hidrégeno, son interacciones especificas y direccionales que dan
lugar a estructuras muy bien definidas. Los enlaces de halégeno van desde 5 hasta 180 kJ
/mol; tienden a formar angulos de 180° o muy cercanos a éste valor. Otro factor que
contribuye a la fuerza del enlace de halégeno proviene de la corta distancia entre el halégeno
(acido de Lewis, D-X) y base de Lewis (aceptador, A). La interaccion D-X:--A se vuelve mas

fuerte a medida que la distancia entre ellos disminuye.

30



CAPITULO 1. MARCO TEORICO [RINLE:Y-XoZo (o] N[ Y S THe10 1V [ [oF- NI 12 ¥:\ ' (o] M {o{ V] WY ]

1.4 Interacciones 1.

Las interacciones 1T son fundamentales para eventos bioldgicos tales como reconocimiento
de proteina-sustrato; son de naturaleza no covalente y estas involucran sistemas 1. Al igual
que en una interaccidén electrostatica donde existe una entidad con carga negativa que
interactua con una carga positiva, un sistema 11 rico en electrones puede interactuar con otro
sistema 11, un metal (cation o neutro), un anion u otra molécula. Las interacciones 1T se

pueden clasificar en anién-, cation-1r y apilamiento m-1.3' (Ver Esquemas 1.31-1.34).

Los sistemas cation-1r implican una interaccion de un catién a un grupo de electrones 1T como
los de las moléculas de benceno o acetileno. Estas interacciones se consideran
electrostaticas con un componente de polarizacion. Por ejemplo, el benceno posee un
momento cuadripolar permanente que define regiones de carga negativa relativa por encima
y debajo del plano aromatico de la molécula, por lo que el cation experimenta una atraccion

favorable por la region negativa mediante interacciones electrostaticas. 32

Esquema 1.31 Interacciones catiéon-1 en estructuras biologicas.

A diferencia de la interaccion cation-1r, la interaccién anion-1r es poco intuitiva porque se
presupone que los aniones exhiben una repulsién por sistemas aromaticos. A través de
estudios teoricos se ha demostrado que las superficies aromaticas deficientes en densidad
electronica (hexafluorobenceno) interaccionan favorablemente con aniones, con energias de
enlace muy débiles. Diversos ejemplos se pueden extraer de la Cambridge Structural

Database, donde hay varios aniones que interaccionan con arenos o aminopiridinas.®?

Q
F_<N<D<:

Esquema 1.32 Representacion clasica de una interaccion anion-r.
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El apilamiento 11-11 es una interaccion débil que ocurre entre anillos aromaticos. Estas son de

gran importancia en diferentes niveles y ejemplo de ello son las observadas en diferentes
procesos biolégicos como el plegamiento de proteinas y la estructura tridimensional del ADN.
Se considera que existen tres tipos de orientaciones o conformaciones que generan un
apilamiento favorable entre anillos aromaticos: apilamiento desplazado cara-cara,
apilamiento eclipsado cara-cara y apilamiento cara-borde. Estas interacciones son débiles,
por ejemplo, la interaccién de un par de moléculas de benceno ha sido calculada en 2.2

kJ/mol.30

En un sistema 11-11, la densidad de carga negativa de la nube de electrones 1T puede provocar
repulsién entre anillos en el acomodo cara-cara, sin embargo, cuando las unidades
aromaticas estan desplazadas de tal forma que las cargas positivas de estas queden en
posicion correcta, se puede ejercer una fuerza atractiva con el sistema 1. Sustituyentes
electroatractores favorecen la conformacion desplazada o eclipsada, estas conformaciones

dependeran del numero de sustituyentes en el anillo aromatico. (Ver Esquema 1.33).

Esquema 1.33 Apilamientos presentes en los sistemas aromaticos. a) Cara-Borde, b) Desplazado Cara-Cara y
c) Eclipsado Cara-Cara.

La literatura ofrece numerosos ejemplos supramoleculares que interactuan por apilamiento
1. La separacion entre plano-plano en apilamiento desplazado cara-cara y apilamiento
eclipsado cara-cara es comunmente de entre 3.3-3-8 A, para apilamiento cara-borde suele
tomarse como referencia 5 A. Existen cuatro sistemas de empaquetamiento que surgen de

asociaciones entre moléculas aromaticas.3* (Ver Esquema 1.34).
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Esquema 1.34 Los cuatro principales sistemas de empaquetamiento en moléculas aromaticas.3*

Los sistemas heteroaromaticos (O, N y S incorporados en la estructura) son mas propensos
a presentar estas interacciones, debido a que se observa un incremento en la deslocalizacion
de electrones en el sistema y se favorecen las conformaciones desplazadas, la polarizacion
de estas moléculas puede ser ligeramente diferentes entre si en funcion del numero y la
posicion del heteroatomo en el sistema aromatico, estudios revelan que existe un ajuste de
la polarizacién que contribuye y favorece mas la interacciéon de apilamiento desplazado cara-
cara y esto se observa en las estructuras de piridina en comparacién con los diazobencenos
(piridazina, pirimidina y pirazina), y también es comparable a los sistemas de anillos
fusionados de quinolina y los naftalenos diazo (ftalazina, quinazolina y quinoxalina); de igual

forma las cargas netas presentes en estos sistemas influyen en su geometria y energia.
1.5 Fuerzas de van der Waals.

La primera evidencia sobre la existencia de este tipo de interaccion fue reportada por
Johannes Diderik van der Waals en 1873. Estas interacciones incluyen tres diferentes tipos
de asociacion entre dipolos y surgen a partir de las fluctuaciones de la distribucion de
electrones entre dos especies que se encuentran cercanas. La fuerza de estas interacciones
es dependiente de la polarizabilidad de las moléculas que participan, siendo las mas
polarizables las que forman interacciones mas fuertes y su dependencia de la distancia (r) es

expresada como 1/r6.3%

Cuando las moléculas que estan interactuando a cierta distancia poseen dipolos
permanentes y alinean esos dipolos de forma atractiva se conocen como interacciones de
Keesom, por otra parte, cuando una molécula con un dipolo permanente induce un dipolo en

otra cercana se conocen como interaccion de Debye.
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Esquema 1.35 Interaccion de London entre dos atomos de Argén.3®

La interaccion entre dos moléculas no polares, pero polarizables es conocida como
interaccion de London. (Ver Esquema 1.35). En quimica supramolecular, especificamente en

sistemas anfitrion-huésped, estas interacciones juegan roles importantes.
2. Enlace de Coordinacion.

El enlace de coordinacion, es una interaccion que se puede considerar de frontera, entre el
modelo covalente y el modelo electrostatico, la interaccién ocurre cuando una base de Lewis

dona un par de electrones a un acido de Lewis. Es de fuerza intermedia y reversible.

Los enlaces de coordinacion aportan funcionalidad a las estructuras supramoleculares
provocando variaciones en las propiedades Opticas y magnéticas, a través de la coordinacion

de iones metalicos en ligantes.

Un complejo de coordinacion puede funcionar como quimiosensor (ver Esquema 1.36) si este
presenta sitios disponibles para coordinar algun huésped o bien, presenta labilidad en sus

enlaces que propician el intercambio de un ligante por un huésped.3¢

\N
/ \
\
\ o~ ) 00
M) — o2z X0
/AT
N N—"
HO O 5 /L\/\ )
F
O3 O{“ g
HO O u

Esquema 1.36 Quimiosensor ensamblado para detectar fluoruro. El complejo de Zr**-EDTA coordina un
cromoforo derivado de 3-hidroxiflavona que posteriormente es desplazado cuando se adiciona fluoruro.
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3. Efecto Hidrofobico.

El efecto hidrofébico se puede definir como el conjunto de factores termodinamicos que son
responsables del agrupamiento de especies o dominios no polares en un medio acuoso. El
efecto hidrofébico se divide en dos componentes energéticos, el entalpico y el entrépico. El
componente entalpico ocurre cuando un huésped desplaza de la cavidad de un anfitrion
moléculas de disolvente, comunmente moléculas polares como H20. Normalmente la cavidad
del anfitrion es hidrofdbica y las moléculas del disolvente polar ubicadas dentro de la cavidad
no interaccionan fuertemente con los grupos situados en su superficie. Al desplazarse a la
matriz del disolvente se estabilizan por interacciones con otras moléculas de disolvente,
disminuyendo su energia y, por lo tanto, su entalpia. EIl componente entrépico relaciona los
grados de libertad del sistema. El agua que se encuentra previamente interaccionando dentro
de la cavidad presenta menores grados de libertad, cuando estas son desplazadas de la
cavidad, por la formacion del complejo huésped-anfitrion, aumentan los grados de libertad

del sistema vy, por lo tanto, la entropia. El proceso se puede ver en el Esquema 1.37.%

Esquema 1.37 Interaccion hidrofébica entre un huésped organico y un anfitrion con cavidad hidrofoba.®?

4. Solvatacion.

En disolucion todos los fendmenos de complejacion se encuentran en competencia con la
solvatacion, esto se debe a que el disolvente se encuentra en un exceso enorme. Los
disolventes polares, en particular el agua, compiten de manera muy eficaz por los sitios de
union de un anfitrion, en particular por enlaces de coordinacién y enlaces de hidrogeno. Por
lo tanto, la solvatacion del huésped y/o del anfitrion puede tener un efecto muy marcado sobre
la dindmica y energética de la asociacién. Con el fin de que el fendbmeno de asociacién ocurra,
deben romperse muchas interacciones entre el disolvente y los solutos (huésped y anfitrion)
lo que tiene consecuencias tanto entalpicas y entrdpicas. Este proceso de eliminacién de

disolvente se muestra de una manera simplificada en el Esquema 1.38.
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Entalpicamente, el proceso estara favorecido si la energia gastada para romper las

interacciones del disolvente con los solutos (anfitrion y huésped) es mucho menor que la
energia liberada por las interacciones que se forman por la asociacion huésped-anfitrion. La
eliminacién de moléculas de disolvente desde el anfitrion y el huésped conduce a las
moléculas de disolvente a un mayor numero de grados de libertad en la disolucion, lo que
aumenta la entropia y también conduce a la formacién de interacciones disolvente-disolvente.
La eleccion del disolvente puede tener consecuencias significativas en la unién de un

huésped.38

Esquema 1.38 Proceso de solvatacion durante la formaciéon de complejos huésped-anfitrion. 38

En el Esquema 1.38 podemos observar los diferentes fendmenos termodinamicos que

participan en el proceso de solvataciéon y formacion de complejos huésped-anfitrion:

1. Anfitrion solvatado (interacciones hidrofobas y van der Waals).

2. Anfitrion desolvatado (entalpicamente desfavorable, entrépicamente favorable).

3. Arreglo conformacional del anfitriéon (entalpicamente y entropicamente desfavorable).
Innecesario para anfitriones preorganizados.

4. Huésped solvatado (interacciones hidrofilicas).

5. Huésped desolvatado (entalpicamente desfavorable, entropicamente favorable).

6. Formacién del complejo huésped-anfitrion (entalpicamente favorable).

7. Solvatacion del complejo huésped-anfitrion (entalpicamente y entropicamente favorable).

8. Disolvente libre (entrépicamente favorable).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

El reconocimiento molecular de aniones es un area de gran interés dentro de la quimica
supramolecular, debido a que las especies anidnicas (halogenuros, nucleétidos, cofactores y
sustratos de enzimas) juegan un papel importante en los procesos bioquimicos y
ambientales. Si bien hay que tener algunas consideraciones muy importantes a la hora de
disefiar un receptor selectivo para aniones, como lo es el tamafio, ya que, en comparacion
con los cationes, son mas grandes y presentan una gran diversidad de geometrias. Otro
parametro importante, es el rango de pH para reconocer aniones, ya que este es muy
acotado, es decir, no sera igual reconocer al anién PO43 que al HPO4?%, puesto que ni las
cargas, ni la disposicion de las mismas seran idénticas, sin embargo y pese a esto, a la fecha
se han sintetizado muchos sistemas que han mostrado ser capaces de unir selectivamente y
con gran afinidad a este tipo de huéspedes. Cabe mencionar que el conocimiento generado
de estas investigaciones es la base del desarrollo de sensores y/o transportadores de estas

especies con aplicaciones en analisis y separacion.

Un area que ha recibido gran atencién es el reconocimiento dirigido hacia nucleétidos y sus
derivados. Existe un gran numero de sistemas capaces de unir mediante interacciones no
covalentes este tipo de huéspedes, es por ello que este capitulo recopila unicamente los
receptores mas sobresalientes en el reconocimiento de nucledtidos. Aunque existe
abundante investigacion cientifica dirigida al reconocimiento de este tipo de huéspedes, sin
embargo, es limitado el numero de reportes dirigido a la quimiodeteccion en medios polares
proticos y aun mas reducida la cifra en medio unicamente acuoso (de esta manera logramos
centrarnos en un determinado tipo de sensores que pueden detectar nucleétidos en
disolucién acuosa). El capitulo esta dividido en tres apartados, cada uno describe
determinado tipo de receptores en funcién a los grupos funcionales o fragmentos que tienen
el rol de ser unidades de sefializacion o unidades receptoras. Los apartados comprenden a
receptores inorganicos basados en complejos de zinc (lI) que contienen ligantes derivados
de DPA (dipicolilamina), macrociclos que coordinan iones zinc (Il) o cobre (ll) y compuestos

de coordinacién de cobre que contienen ligantes IDA (iminodiacetato).
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RECEPTORES ARTIFICIALES PARA MOLECULAS FOSFORILADAS.

Los fosfatos son uno de los componentes mas importantes de los sistemas vivos, ejemplo de
ello tenemos a los nucledtidos o nucleésidos fosfato que son los componentes principales del
ADN y ARN. Ademas, los iones fosfato y sus derivados juegan un papel clave en la
transduccion y almacenamiento de energia en sistemas biologicos. Por otra parte, los
fosfatos son componentes importantes de farmacos y fertilizantes. Por lo anterior, durante los
ultimos afos, se han desarrollado receptores cromogénicos y fluorogénicos para lograr la
union selectiva de fosfato y moléculas fosforiladas. La investigacion en materia de receptores
de fosfato abidticos, busca proporcionar metodologias mejoradas para la deteccion,
extraccién y transporte de fosfatos con importancia biolégica, quimica y ambiental. A
continuacion, se describen brevemente los receptores abioticos mas sobresalientes en el

reconocimiento de moléculas fosforiladas.3®
1. Receptores Artificiales Basados en Complejos DPA-Zinc (ll).

El zinc (Il) esta presente en sitios activos de diversas metaloenzimas, los aniones fosfato son
sustratos o inhibidores de estas metaloenzimas a causa de su tendencia a unirse de forma
reversible a uno o mas iones de zinc (ll) localizados en el grupo prostético de la enzima. Los
ejemplos incluyen, las fosfatasas alcalinas en el que dos iones de zinc (Il) se encuentran en
las proximidades para enlazar e hidrolizar el enlace éster fosfato en monoésteres de fosfato,
otro ejemplo son las nucleasas P1 que se encargan de hidrolizar el enlace fosfodiéster en el
ARN o ADN de una sola cadena, el sitio activo de estas nucleasas contienen tres iones de
zinc (ll) que acttan cooperativamente en el proceso de union e hidrolisis del sustrato.® Por
esta razdn, es que los receptores sintéticos basados en complejos de zinc (1) son populares
en el reconocimiento molecular, ademas suelen ocuparse como quimiosensores opticos,
debido a que el zinc (ll) es biolégicamente compatible, no es un redox activo en condiciones

fisiologicas y en el caso de quimiosensores fluorogénicos, no extingue la fluorescencia.*!

~Z N

Esquema 2.1 Dipicolilamina (DPA).
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El quelante mas popular para coordinar zinc (1) es la dipicolilamina (DPA) (ver Esquema 2.1),

este forma complejos estables con constantes de asociacion alrededor de 107 M-! en agua,
dejando uno o dos sitios vacantes para coordinar huéspedes neutros o anionicos. El quelante

es selectivo para zinc (Il) sobre otros iones biolégicos como Fe?*, Mg?*, Na*, K* y Ca2*.42

Hamachi es uno de los investigadores mas activos en el area, ha reportado algunos ejemplos
de complejos Zn(ll)-DPA para reconocer nucledtidos. Los receptores | y Il son
quimiosensores fluorescentes basados en el mecanismo fotofisico tipo FRET (Transferencia
de Energia por Resonancia Fluorescente).*® (Ver Esquema 2.2 y Tabla 2.1). El FRET surge
de la interaccion entre un par de fluoréforos distintos, uno de los cuales actua como un
donador de energia desde el estado excitado hacia el otro (aceptor). Esto regresa al donador
a su estado electronico basal y la emision puede ocurrir desde el centro del aceptor. Estos
quimiosensores poseen una unidad de cumarina (donador) directamente espaciada a una
unidad de xanteno (aceptor).
7\ 7\ 7 N\ 7\

OQJ \LQ @LQ

o 1-2Zn(ll); R=OH -2Zn(l)
| l-2Zn(ll); R=NEt,
o
R
/N 7\
N= =N

‘ ) ‘
(o) HO (o)
(o) N HN IVI-2Zn(ll)
m 180 o O\/go

Esquema 2.2 Quimiosensores derivados de xanteno, disefiados para reconocer nucleétidos en condiciones
fisiologicas.
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En el estado no enlazante, la unidad de xanteno adopta una forma no conjugada, por lo que

los quimiosensores muestran predominantemente emisién azul de la unidad de cumarina. La
union de un nucledtido induce a la recuperacion de la estructura conjugada del anillo de
xanteno. Este cambio estructural produce un gran solapamiento espectral entre los dos
fluoréforos, provocando que los quimiosensores exhiban una fuerte emision verde desde el

xanteno debido a la eficiencia del FRET.

El quimiosensor lll fue disefiado para localizar nucleétidos y pirofosfato especificamente en
la mitocondria, ya que es bien conocido que los derivados de rodamina que poseen anillos
de pironina localizan selectivamente en la regién negativa de la matriz mitocondrial. El
quimiosensor IV fue disefiado para localizar nucleétidos y pirofosfato de manera selectiva en
la superficie de la membrana plasmatica mediante la introduccion de una unidad
biocompatible, que posee un fragmento alquilo hidréfobo en el extremo de una larga cadena
de etilenglicol.** (Ver Esquema 2.2 y Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Constantes de asociacion aparente Kare (M™") de los quimiosensores I, I, lll y IV, en medio
fisiologico, 50 mM HEPES, 10 mM NaCl, 1 mM MgClz, pH 7.4, 25 °C.

ATP 29x10% 7.3x10® 3.5x10% 1.3x10°
ADP 3.6x108 6.6x10° 4.1x10% 1.8x10°
GTP 2.0x10% 4.5x10% 1.7x107 6.6x10°
CTP 1.4x108 3.3x10% 5.1x108 8.8x10°
UDP 1.2x10% 1.8x10% 1.2x108 2.7x10°
PPi 5.2x10% 1.3x10” 1.9x107 5.6x10°

Los quimiosensores V y VI (ver Esquema 2.3) desarrollados por Hong, contienen un grupo
fendxido que preorganiza dos unidades Zn2*-DPA. El fenéxido contribuye a formar una mayor

conjugacion entre las unidades de sefializacion.

El compuesto V es un quimiosensor colorimétrico y el compuesto VI es un quimiosensor
fluorimétrico, ambos receptores muestran selectividad por pirofosfato en agua (pH 7.4;
HEPES 10 mM, 25 °C), las constantes de asociacion para V y VI son Ka= 6.6+1.2x108 M- y
Ka= 2.9+0.7x108 M-, respectivamente. Cuando se adiciona pirofosfato a una disolucion de
los quimiosensores, el espectro UV-Vis de V manifiesta un desplazamiento batocromico y la
emision de fluorescencia de VI incrementa. En estado solido se observa que el pirofosfato se

coordina de manera tetradentada a los quimiosensores.*®
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R NO, ‘
H@ - O - C
o~ N

' o
N
\ Y, V-2Zn(ll) VI-2Zn(ll)
3NO,
Esquema 2.3 Quimiosensores derivados de fenol, disefiados para reconocer pirofosfato en condiciones

fisiologicas.
Recientemente, Yoon demostré que el receptor VIl actia como quimiosensor para pirofosfato
en medio acuoso (20 mM HEPES, pH 7.4, 25 °C), la constante de asociacién obtenida con
pirofosfato es Ka=1.68x10° M-'. (Ver Esquema 2.4). La estructura cristalina de VIl revela que
los iones zinc (I1) no solo se encuentran coordinados a las unidades de DPA, también lo estan
a los fendxidos adyacentes tal y como se muestra en el Esquema 2.4. La propuesta del
mecanismo para enlazar pirofosfato se puede observar en el Esquema 2.4. Cuando se
adiciona pirofosfato se observa que la fluorescencia de VIl incrementa y el maximo de emision
se desplaza ligeramente hacia el rojo debido a que se rompen los enlaces de coordinacion

de los fenoxidos presentes en la fluoresceina.*é

"z e

Omm

VII-2Zn(ll)

Esquema 2.4 Mecanismo propuesto para la asociacion de Vil y PPi.

41



oV [ Mo -\ o] 4 {5l RECEPTORES ARTIFICIALES PARA MOLECULAS FOSFORILADAS

El quimiosensor VIII es un complejo dinuclear de zinc (Il) derivado de antraceno. (Ver
Esquema 2.5). En medio acuoso (10 mM HEPES, pH 7.2, 20 °C) reconoce nucleétidos de
adenosina, manifestando una mayor afinidad por ATP. Las correspondientes constantes de
asociacion aparente Kapp (M-') para ATP, ADP y AMP son 2.2x106, 2.2x10% y 6.6x10%,
respectivamente. La adicién de ATP provoca un incremento en la emisién de fluorescencia
del complejo dinuclear y estudios de 3'P-RMN sugieren la coordinacion del fosforo y y B del
ATP en el complejo dinuclear.4”

7 N

N=

4NO;* 2H,0

VIII-2Zn(ll)

Esquema 2.5 Quimiosensor que reconoce nucleétidos derivados de adenosina en medio acuoso.

Los quimiosensor IX, X y Xl son receptores dinucleares de zinc (Il) ensamblados que pueden

detectar exitosamente nucledétidos en disolucion acuosa.

El quimiosensor IX ensambla violeta de pirocatecol (Ka= 2.89x108 M-'; pH 7.2; Buffer de
trizma 0.05 M) que es un colorante muy popular en el diseio de quimiosensores
ensamblados, regularmente el violeta de pirocatecol (VP) se coordina a receptores
dinucleares de zinc (Il) que pueden converger para coordinar el difendxido que presenta dicho
colorante. Este sistema ensamblado no fluoresce y es capaz de discriminar ente ATP y varios
aniones incluyendo ADP. La adicion de ATP a IX promueve el desplazamiento del violeta de
pirocatecol, desencadenando un aumento en la emision de fluorescencia atribuida a la
formacioén del complejo IX-ATP, la constante de asociacion Ka=1.36x108 M-! (pH 7.2; Buffer
de trizma 0.05 M)*8. (Ver Esquema 2.6).
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IX-2Zn(ll)-VP IX-2Zn(Il)-ATP

Esquema 2.6 Reconocimiento de ATP con IX.

El quimiosensor X consiste en el ensamble de dos diferentes quimiosensores (complejo
dinuclear de zinc (ll) y acido boroénico) que trabajan cooperativamente para detectar
nucledtidos. El complejo dinuclear de zinc (II) es un quimiosensor fluorogénico que reconoce
PPi en medio acuoso, el acido bordnico (B) es un quimiosensor cromogénico para
carbohidratos cuyo espectro de absorcion se traslapa con la emision de fluorescencia del
quimiosensor fluorogénico.4® El ensamble que presenta X fluoresce débilmente debido a la
interaccion que existe entre el naftaleno y el cromoéforo del acido borénico (Efecto FRET). La
constante de asociacién del acido borénico con el complejo dinuclear es Ka= 2.5(£0.5)x10°
M-' (pH 10.5; 10 mM CAPS), X puede distinguir entre nucleétidos y PPi. Cuando hay
presencia de PPi, este desplaza al acido borénico que esta coordinado a los nucleos de zinc
(1) y con ello hay un incremento significante de fluorescencia. La constante de asociacion
para el complejo dinuclear con PPi es Ka= 2.9£0.7x108 M- (10 mM HEPES; pH 7.4). Cuando
hay presencia de nucleétidos, estos extinguen por completo la fluorescencia del ensamblado
y esto se debe a la accion cooperativa de los quimiosensores que conforman X. El

mecanismo de reconocimiento de X dirigido a nucledtidos, es el siguiente (ver Esquema 2.7):

-La molécula de acido borénico reacciona con el grupo 2,3-cis-diol de la ribosa presente en
los nucledtidos para formar un éster boroénico.
-El complejo dinuclear de zinc (II) con un grupo fendxido central presenta una fuerte afinidad

por los grupos fosfato de los nucledétidos.
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CN
NC

Z “CN

X-2Zn(1l)-B

X-2Zn(ll)-PPi X-2Zn(l1)-NTP-B

Esquema 2.7 Funcionamiento de X para detectar PPi y nucledtidos (NTDs).

Kim ha ensamblado violeta de pirocatecol a un complejo bimetalico de zinc (Il) para ocuparlo
como un quimiosensor colorimétrico capaz de reconocer AMP. El uso de estos componentes
ensamblados conduce a un cambio de color de amarillo a azul en presencia de AMP. (Ver
Esquema 2.8). La utilidad del ensamblado Xl se demostré en el monitoreo de la cinética de
las fosfodiesterasas (PDE) que son las hidrolasas responsables de degradar los nucleétidos
ciclicos 2’',5-monofosfato de adenosina y guanosina (CAMP y cGMP) a sus respectivos
nucleodtidos 5’-monofosfatos (AMP o GMP). Este ensayo tiene ciertas ventajas si lo
comparamos con otros métodos que son mas laboriosos y requieren reactivos
isotopicamente marcados. La constante de asociacion determinada por ITC (calorimetria de
titulacion isotérmica) entre el complejo bimetalico y AMP es Ka=2.51(x£0.74)x10% M-" (pH 7.0;
HEPES 10 mM a 30 °C).5°
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES
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Esquema 2.8 Representacion del ensayo PDE usando el quimiosensor ensamblado Xl para AMP.

Los receptores a base de acridina XIl y XIll muestran una disminucion en la intensidad de

emision de fluorescencia y un desplazamiento hacia el azul en presencia de varios

nucleotidos en un buffer de HEPES a pH 7.2. (Ver Esquema 2.9).

Xl1-2Zn(ll)

(o)

XIl-2Zn (1)

Esquema 2.9 Receptores dinucleares basados en acridina.
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Hamachi, propone que, en ausencia de fosfatos, las unidades de DPA se coordinan a los

iones Zn?* y uno de los atomos de zinc se encuentra formando un enlace adicional con el
atomo de nitrégeno de acridina. Estas interacciones conducen a un aumento en la intensidad
de emisidn y a un desplazamiento al rojo en el espectro de fluorescencia de acridina. Este
efecto se invierte en presencia de nucledétidos difosfato o trifosfato. Presumiblemente, estas
especies se coordinan a las unidades Zn (11)-DPA y debilitan el enlace de coordinacién del
atomo de nitrogeno de la acridina con uno de los iones Zn?*. Las constantes de asociacion
observadas para varios nucleétidos trifosfato y difosfato se encuentran en el rango de 106-
107 M-'. Por otra parte, la afinidad de nucleétidos ciclomonofosfato y monofosfato es muy

pequefia.>!

El complejo mononuclear de zinc (Il) XIV es un quimiosensor cromogénico que cambia de
color en disolucién acuosa a pH 7.2 en presencia de ATP. (Ver Esquema 2.10). El cambio de
color no se presenta en las mismas condiciones cuando se utilizan otros aniones
bioldgicamente relacionados (AMP, ADP, PPi, o Pi). La Ka para ATP es 113016 M-'. Estudios

por 3'P-RMN sugieren que el grupo fosfato B se coordina al complejo de zinc (11).52

\N/

—— @ —_—
B

N N
N\ \_/
XIV-Zn(ll)

Esquema 2.10 Quimiosensor cromogénico para detectar ATP en disolucion acuosa.
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2. Receptores Basados en Compuestos de Coordinacién IDA-Cobre (ll).

La molécula iminodiacetato (IDA) fue reportada por primera vez en 1862 por Heintz. (Ver
Esquema 2.11). Desde entonces, ha sido ampliamente utilizado como un agente quelante
para diversos iones metalicos, por ejemplo, Cu (ll), Ni (), Zn (1), Co (l11), Fe (llI), Al (1ll), y Cr
(). Los complejos de IDA con metales de transicion generalmente presentan
estequiometrias 1:1 y 2:1 IDA:M (Il). Las constantes de asociacién de iones metalicos y la
estabilidad termodinamica y cinética, son generalmente muy altas. Dependiendo del numero
de coordinacion del ion metalico, los complejos de IDA pueden presentar sitios de
coordinacién vacantes para asociar otro tipo de ligantes. Por lo tanto, los complejos de IDA
insaturados califican perfectamente para el reconocimiento molecular de huéspedes basicos

de Lewis.53

O O

o)\/ H\)I\o'

Esquema 2.11 Iminodiacetato (IDA).
El receptor XV intensifica su fluorescencia tras la adicion de pirofosfato sin mostrar

desplazamiento en su longitud de onda de emision. (Ver Esquema 2.12). La constante de

asociacion de XV con pirofosfato en agua es Ka=6.4x103 M-' (HEPES; pH 7.4).

XV-2Cu(ll)

Esquema 2.12 Receptor dinuclear de cubre (II) basado en IDA.
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El quimiosensor XVI es un complejo mononuclear de cobre (Il) que no fluoresce en medio

acuoso (MOPS 10 mM; pH 7.0). (Ver Esquema 2.13). El quimiosensor enciende su
fluorescencia emitiendo en la region del infrarrojo cercano (NIR) con alta selectividad al anion
pirofosfato. Debido a que el quimiosensor emite en el NIR al asociarse con PPi, este se utiliza
para tefir células de carcinoma epidérmico nasofaringeo humano, utilizando un microscopio
de fluorescencia confocal para evaluar su potencial aplicaciéon en bioimagen, esto debido a

que a longitudes cercanas al NIR hay menor autoflorescencia de muestras bioldgicas.5®

XVI-Cu(ll)

Esquema 2.13 Receptor mononuclear de cubre (II) basado en IDA.

3. Receptores Basados en Macrociclos que Coordinan Cobre (ll) o Zinc (ll).

Ademas de los receptores basados en DPA-Zn (Il) e IDA-Cu (Il), otra estrategia adoptada
para el disefio de quimiosensores de nucledtidos y pirofosfato es el uso de complejos
macrociclicos de Zn (Il) o Cu(ll). Por ejemplo, el macrociclo XVIlI presenta una alta
selectividad hacia ATP y ADP. (Ver Esquema 2.14). Tras la adicion de ATP (o ADP) a una
disolucién del XVII en agua a pH 7.4 (HEPES 40 mM; 25 °C) se observa un aumento en la
intensidad de emision a alrededor de 434 nm. La estequiometria es 1:2 XVIl:nucledtido y
calculos DFT sugieren que el complejo macrociclico posee sitios de reconocimiento para dos
grupos fosfato y dos grupos adenina en ATP y ADP. Por otra parte, el modo de union de
sandwich entre los dos restos de antraceno de XVII y un par de grupos de adenina aumenta
la selectividad y la afinidad del complejo hacia ATP / ADP. Las constantes de asociacion de
XVII con ATP y ADP son 3.1x10"" M-1y 1.5 x 10" M~', respectivamente (pH 7.4, 25 °C).%
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XVII-2Zn(ll)

Esquema 2.14 Complejo macrociclico de Zn (ll) basado en antraceno.

Hasta ahora, XVIII es el unico hexaazamacrociclo que presenta fluoréforos unidos
covalentemente. (Ver Esquema 2.15). El complejo exhibe una débil emision de fluorescencia
en disolucion acuosa, pero la adicion de PPi causa un incremento enorme en la intensidad
de la fluorescencia. El quimiosensor responde de manera lineal a valores de 10 uM HPPi3-y
tiene un limite de detecciéon de 300 nM. El receptor XVIIl se comporta como un sensor
altamente selectivo para PPi y la presencia de otras moléculas fosforiladas no interfiere en la
emision de fluorescencia del complejo, en presencia de PPi. En condiciones fisioldgicas
(MOPS; pH 7.4) se determinaron las constantes de asociacion efectiva (Kerr) para diferentes
sustratos, utilizando espectrofluorimetria, el valor mas alto de Kerr (log 6.22) corresponde a
la asociacidon de PPi con XVIII, este valor, es uno de los mas altos que se ha reportado para
quimiosensores colorimétricos/fluorimétricos capaces de reconocer PPi a condiciones
fisiologicas.%” (Ver Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Constantes de asociacion efectiva Ker (M™") de XVIIl (20 mM MOPS, pH 7.4, 25 °C).

HATP?* 3.23x105
HADPZ 1.00x10°
HAMP- 1.51x10*
HPPi* 1.66x10°
HPO4* 1.07x10*
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XVIII-2Zn(ll)

Esquema 2.15 Complejo macrociclico de Zn (Il) basado en quinolina.

El indicador fluorescente tetrametil-6-carboxirodamina (6-TAMRA) no exhibe emisién de
fluorescencia cuando se encuentra ensamblado a XIX. (Ver Esquema 2.16). Sin embargo, en
condiciones acuosas a pH 7.0, el nucleétido ATP logra desplazar el indicador fluorescente y
en el proceso la 6-TAMRA recupera su emision de fluorescencia. El valor de Ka obtenido del
equilibrio de XIX con ATP es 1x108 M-".58

H Hm

N H

@- e

NH

\—.—.—/ o-TAMRA \—<_>—<_>—/

XIX-2Cu(ll)

\\““

Esquema 2. 16 Quimiosensor ensamblado basado en difenilos.
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HIPOTESIS

Los receptores dinucleares de zinc (ll) con quelantes tridentados de dipicolilamina o

iminodiacetato unidos a un fluoréforo de quinolina, funcionaran como quimiosensores

fluorescentes para nucleétidos en medio acuoso y pH neutro.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disefiar, sintetizar y evaluar dos nuevos quimiosensores fluorescentes, basados en
complejos dinucleares de zinc (IlI) que contengan sitios de coordinacién disponibles en el

centro metalico para la union selectiva de bioanalitos anionicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar y caracterizar dos nuevos compuestos fluorescentes que incluyan en su
estructura quimica, un fluoréforo de quinolina unido covalentemente a dos quelantes
dipicolilamina o iminodiacetato que coordinan zinc (ll).

2. Estudiar la estabilidad quimica y las propiedades fotofisicas de los complejos dinucleares
en medio acuoso.

3. Realizar estudios de reconocimiento molecular de los nuevos receptores fluorescentes
derivados de complejos de zinc (ll) con una serie de bioanalitos (nucleétidos,
aminoacidos, dicarboxilatos derivados del ciclo de Krebs, oxoaniones y halogenuros) a
través de técnicas espectroscopicas.

4. Determinar la estequiometria de las supramoléculas (quimiosensor-bioanalito) por
espectrofluorimetria.

5. Estudiar los modos de unién de los receptores sintetizados con las biomoléculas por
Resonancia Magnética Nuclear uni y bidimensional.

6. Determinar la selectividad y constantes de asociacién de los receptores con los

bioanalitos por técnicas espectroscopicas.
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JUSTIFICACION

El presente proyecto explora uno de los retos modernos de la quimica supramolecular
analitica, que es el desarrollo y estudio de nuevos sistemas huésped-anfitrion, con
selectividad y afinidad a bioanalitos que mimetizan los fenédmenos de asociacién en sistemas

bioldgicos.

El proyecto ataca el disefio de nuevos receptores fluorescentes y dinucleares de zinc (ll), su
sintesis quimica y estudio de asociacion con moléculas que tienen relevancia biologica en
enfermedades, procesos bioquimicos y quimica medicinal. Un punto relevante de esta
investigacion recae en la estructura de los receptores sintetizados y al modo en como estos
reconocen bioanalitos, ya que los primeros son asimétricos y contienen dos sitios potenciales
de unidén para enlazar aniones, lo cual esta practicamente inexplorado. Los receptores
sintéticos basados en complejos de zinc (II) son populares en el reconocimiento molecular,
ademas suelen ocuparse como quimiosensores Opticos, debido a que el zinc (Il) es
biolégicamente compatible, no es una especie redox en condiciones fisioldgicas, tiene una
quimica de coordinacién muy bien conocida y su unién con un fluoréforo usualmente mejora

las propiedades fotofisicas.

Se ha reportado, un gran nimero de quimiosensores organicos e inorganicos para una gran
variedad de analitos, sin embargo, pocos realizan el estudio de reconocimiento en medios
préticos como el agua, debido a que esta compite por los sitios de asociacion, que
comunmente son enlaces de hidrogeno o enlaces de coordinacion, en este contexto, la
presente investigacion realiza todo el estudio de reconocimiento i6nico y molecular, de dos
nuevos receptores dinucleares de zinc (ll) con bioanalitos (nucledétidos, dicarboxilatos,
aminoacidos, aniones inorganicos) en disolucién acuosa y a pH neutro, con la finalidad de
potencializar sus aplicaciones como quimiosensores. Desde el punto de vista sintético, los
quimiosensores para bioanalitos reportados a la fecha, resultan ser moléculas complejas y
multifuncionalizadas que hacen laborioso, costoso y complicado el proceso de sintesis, por
ello, el presente estudio aborda la sintesis de quimiosensores partiendo de moléculas
sencillas y de bajo costo. Por otra parte, los quimiosensores son técnicas analiticas
poderosas que requieren poco equipo especializado (por ejemplo, un espectrofotdmetro de

UV-Visible o un espectrofluorimetro).
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CAPITULO 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se desarroll6 en el laboratorio 1 de Quimica Inorganica
del Centro Conjunto de Investigacion en Quimica Sustentable UNAM-UAEMex y en el

laboratorio 1-1 del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autébnoma de México.

El capitulo detalla todo el proceso metodolégico llevado a cabo a lo largo de esta
investigacion. Se hace alusion a temperaturas, concentraciones, métodos y técnicas que se
emplearon a lo largo del trabajo en el laboratorio. De igual manera, se incluyen aspectos

sobre la caracterizacién de cada ligante sintetizado.

El capitulo se encuentra dividido en tres secciones:

1. Seccién A. Condiciones Generales de Instrumentacion.

Seccion destinada a describir cada una de las condiciones del equipo instrumental,

procedimiento técnico de analisis, uso de materiales, disolventes y reactivos.

2. Seccién B. Sintesis y Caracterizacion de Ligantes.

Seccién dedicada al procedimiento de sintesis, purificacién y caracterizacién de cada uno de

los ligantes empleados en este estudio.

3. Seccioén C. Estudios de Reconocimiento Molecular.

Seccion encargada de detallar la metodologia de cada uno de los experimentos de titulacion,
iniciando con la preparacion de soluciones stock y procesos de dilucion, hasta terminar con
los procedimientos de determinacion de constantes de asociaciéon y método de variacion

continua.

Adicionalmente en el apartado de anexos se puede observar cada uno de los espectros de
resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones, espectros de infrarrojo y espectros

de masas.
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SECCION A. CONDICIONES GENERALES DE INSTRUMENTACION.

1. Disolventes y Reactivos.

Los reactivos y disolventes utilizados fueron adquiridos de fuentes comerciales (Sigma-
Adrich, Tecsiquim), se usaron tal y como se recibieron, excepto en los casos que se indique
el método de purificacion. La mayoria de los disolventes son anhidros o grado HPLC, sin

embargo, algunos fueron secados por técnicas convencionales.

2. Instrumentacion.

Los estudios de asociacion, identificacion y caracterizaciéon de los productos se realizaron a

través de métodos espectroscopicos y espectrométricos.

Los espectros de IR, se realizaron usando un equipo Perkin-Elmer Attenuated Total
Reflactance FT-Spectrometer (ATR); en todos los espectros obtenidos se muestra el numero

de onda (cm-) contra el porciento de transmitancia (T%).

Los espectros de RMN de 'H y '3C se realizaron utilizando TMS como referencia y para los
nucleos de '9F y 3'P, se utilizd como referencia CFCls y H3PO4 respectivamente. Equipo

Bruker Advanced 300MHz. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm.

Los espectros de masas se obtuvieron usando un espectrometro de masas marca JEOL
modelo JMS-T100LC cuando el modo de ionizacion fue DART* y un cromatégrafo de liquidos
acoplado a masas marca Bruker Daltonics modelo Esquire 6000 cuando el modo de

ionizacion fue ESI. Para ESI el complejo 1 se preparé en MeOH y para 2 se us6é MeCN.

Los experimentos por espectrofotometria de UV-Vis se hicieron con un espectrofotémetro de
arreglo de diodos, Perkin EImer modelo Lambda 25, con resolucion de 2nm con una precision
de longitud de onda <+ 0.5nm y una precisién fotométrica <+0.005A a 1.2, acoplados a un
controlador de temperatura a 25°C. Se utilizaron celdas de cuarzo (Paso 6ptico [1cm],
Volumen [3mL]).

Los experimentos por espectroscopia de fluorescencia se realizaron con un
espectrofluorimetro Varian modelo Cary Eclipse (ventana espectral de 200 a 800nm), con
una exactitud de longitud de onda de +0.5 nm y una relacion sefal ruido 550/1. Las celdas

utilizadas son de cuarzo (Paso 6ptico [1cm], Volumen [3mL]).
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL I EREY-\7:-Xoa y331v4:-Yod [o] o] M V- g 353

SECCION B. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LIGANTES.

1. Ruta Sintética de los Ligantes.

El Esquema 3.1 muestra la ruta sintética de los ligantes L1 y L2. La caracterizacion de los
ligantes se realiz6 por espectrometria de masas (DART*/ESI) y varios experimentos de
resonancia magnética nuclear ('H, '3C, DEPT, HSQC). Los espectros se encuentran en la

seccion de Anexos.

| X
S
Z N N
S N
DPA \
A CHcl,, K,CO,4 N7
| X N
_N N
N
Br.
CH; CH,
NH, N
KI, H,SO, N NBS, BPO, CCly
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N N
CH; CH, Br
o)
o (U\O/\
Y IDA - N
CHCI3, K,CO3 Z
N

Esquema 3.1 Ruta sintética de los ligantes L1 y L2.
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1.1 Sintesis de 5,8-Dimetilquinolina.

CH3 CH3

NH,
Kl, H,SO,

Glicerol

/

\

CH3 CH3

Esquema 3. 2 Sintesis de 5,8-dimetilquinolina.

En un matraz de fondo redondo se prepard una disolucion de H2SO4 al 80 % (40 mL),
posteriormente se afiadidé Kl (0.2 g, 1.2 mmol) y se agitd hasta disolver completamente.
Subsiguientemente se adiciond gota a gota 2,5-dimetilanilina (12.5 mL, 0.1 mol) manteniendo
una temperatura inferior a 80 °C y una agitacién vigorosa. Después de la adicion, la mezcla
se calentd a 140 °C y se goted lentamente glicerol anhidro (12 mL, 0.16 mol) durante 1.5 h,
trascurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se coloco a reflujo por 4 h, conservando una
temperatura de 140-145 °C. El reflujo se equip6é con una trampa Dean-Stark. Después del
reflujo, la mezcla de reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente y se neutralizé con una
disolucion de NaOH al 40% hasta pH 7-8. Posteriormente la mezcla se destilé para separar
el agua (el destilado contiene un poco de materia prima). El crudo de la destilacién contiene
la quinolina, esta se extrajo utilizando CH2Cly, la fase organica se secé con MgSO,4 anhidro y
consecuentemente se filtrd. La fase organica se concentré en un rotavapor obteniendo un
liquido color negro correspondiente a 5,8-dimetilquinolina. El rendimiento de la reaccion se
determind en 66.8 % (10.5 mL).

H-NMR (300MHz, DMSO-ds) 5= 8.93 (m, 1H), 8.40 (m, 1H), 7.57-7.47 (m, 2H), 7.30 (m, 1H),
2.67 (s, 3H), 2.61 (s, 3H).
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1.2 Sintesis de 5,8-Bis(bromometil)quinolina.

Br
CH;

N N
NBS, BPO, CCly

= hv, reflujo
N v uj N

CH,

\

Br
Esquema 3. 3 Sintesis de 5,8-bis(bromometil)quinolina.

En un matraz de fondo redondo se agregaron los siguientes reactivos: 5,8-dimetilquinolina
(3.10 mL, 19.74 mmol), NBS (7.48 g, 42 mmol) y BPO (0.70 g, 2.9 mmol), estos se disolvieron
en CCl4 (100 mL), la mezcla de reaccion se irradio con luz UV y se coloco a reflujo por 48 h.
Después del tiempo transcurrido, la mezcla se dejo enfriar hasta 50 °C, a esa temperatura se
filtré a vacio. El filtrado se lavé con una disolucion saturada de NaxSOs3 (25 mL), Na2COs (25
mL) y H>O destilada (25 mL) respectivamente. Posteriormente se separo la fase organica con
un embudo de separacion y la fase organica se secd con Na>SOs anhidro, se filtré y
subsiguientemente se concentrd en un rotavapor, obteniendo un sélido color marrén que se
cristalizé por evaporacion lenta en THF (20 mL). El rendimiento de la reaccion se determind
en 82.3 % (5.18 g).

1H-NMR (300 MHz, CDCls) &= 9.05 (m, 1H), 8.49 (m, 1H), 7.78-7.75 (m, 1H), 7.59-7.54 (m,
2H), 5.21 (s, 2H), 4.89 (s, 2H).
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1.3 Sintesis de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)Jamino]quinolina.

| I
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Z N N
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N _ |
™

Esquema 3. 4 Sintesis de L1.

En un matraz de fondo redondo se mezclé 5,8-Bis(bromometil)quinolina (0.4 g, 1.27 mmol),
dipicolilamina (0.46 mL, 2.5 mmol) y K.COs (0.554 g, 4.0 mmol) en CHCI3 (20 mL). La mezcla
de reaccién se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 24 h. Después del tiempo
transcurrido, la mezcla se filtr6 a gravedad y consecuentemente el disolvente se evaporo en
un rotavapor. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna, utilizando como
eluyente una mezcla 2:2:6 AcOEt: MeOH: hexano y una fase estacionaria de alumina neutra.
La fraccidbn que contiene el compuesto de interés se secd con MgSOs anhidro y
subsecuentemente se filtro, el filtrado se concentré en un rotavapor, obteniendo un aceite

café rojizo. Rendimiento de la reacciéon 76.2 % (0.45 mL).

TH-NMR (300 MHz, MeOD) &= 8.86 (m, 1H), 8.62-8.59 (m, 1H), 8.40-8.35 (m, 4H), 7.85-7.82
(m, 1H), 7.75-7.61 (m, 6H), 7.56-7.53 (m, 1H), 7.51-7.47 (m, 1H), 7.43-7.40 (m, 2H), 7.22-
7.14 (m, 4H), 4.42 (s, 2H), 4.09 (s, 2H), 3.98 (s, 4H), 3.83 (s, 4H). '*C-NMR (300 MHz, MeOD)
5= 158.74 (4C), 157.93, 148.75, 148.04 (2C), 147.90 (2C), 146.39, 137.25 (2C), 136.94 (2C),
134.62, 134.10, 129.01, 128.01, 127.45, 123.74 (2C), 123.25 (2C), 122.50 (2C), 122.29 (2C),
120.49, 60.33 (2C), 59.74 (2C), 57.15, 54.13. EM (DART*) m/z [M + H]* 552.28775. Analisis
elemental C3sH33N7 (Calculado) C, 76.20; H, 6.03; N, 17.77. (Experimental) C, 75.95; H, 6.05;
N, 17.71.
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1.4 Sintesis de 5,8-Bis[dietil N-(metil)iminodiacetato]quinolina.
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Esquema 3. 5 Sintesis de L2.

En un matraz de fondo redondo se mezclé 5,8-Bis(bromometil)quinolina (0.4 g, 1.27 mmol),
dietil iminodiacetato (0.45 mL, 2.5 mmol) y K2CO3 (0.554 g, 4.0 mmol) en CHCI3 (20 mL). La
mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a 50 °C por 24 h. Después del tiempo
transcurrido, la mezcla se filtr6 a gravedad y consecuentemente el disolvente se evaporo en
un rotavapor. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna, utilizando como
eluyente una mezcla 5:3:2 hexano: AcOEt: MeOH y una fase estacionaria de silice. La
fraccibn que contiene el compuesto de interés se sec6 con MgSOs anhidro y
subsecuentemente se filtro, el filtrado se concentré en un rotavapor, obteniendo un aceite

café rojizo. Rendimiento de la reaccién 81.3 % (0.48 mL).

TH-NMR (300 MHz, DMSO-de) 5= 9.07-9.05 (m, 1H), 8.89-8.88 (m,1H), 7.80-7.77 (m, 1H),
7.57-7.53 (m, 1H), 7.45-7.42 (m, 1H), 4.50 (s, 2H), 4.23 (s, 2H), 4.10-4.02 (m, 8H), 3.59 (s,
4H), 3.49 (s, 4H), 1.19-1.13 (m, 12H). 3C-NMR (300 MHz, DMSO-ds) =171.37 (2C), 171.11
(2C), 149.75, 147.04, 137.18, 134.48, 133.64, 128.41, 128.33, 127.64, 121.30, 60.41 (2C),
60.26 (2C), 55.46, 55.02 (2C), 54.65 (2C), 53.03, 14.53 (4C). EM (DART*) m/z [M + HJ*
532.26481. Analisis elemental Cy7H37N3Og (Calculado) C, 61.00; H, 7.02; N, 7.90.
(Experimental) C, 60.59; H, 7.04; N, 7.85.
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SECCION C. METODOLOGIA EMPLEADA EN EL RECONOCIMIENTO MOLECULAR.

1. Titulaciones Espectrofluorimétricas y Método de Variacién Continua.

Para determinar la estequiometria de los ligantes con los iones zinc (Il), se utilizé el método
de variacion continua. El método, es aplicable a iones complejos formados por reaccion de
dos componentes, la cual se puede representar por la ecuacion: A + nB — ABn. Para
determinar n, se preparan soluciones de A + B variando la fraccion molar de ambos
componentes, pero manteniendo la concentracion de A + B constante y midiendo una
propiedad adecuada de las soluciones resultantes. En el caso de los sistemas de estudio,
esta propiedad fue la emisién de fluorescencia. EI método de variacion continua también se

aplicé para determinar la estequiometria del receptor 1 con GTP.

Las titulaciones fluorimétricas de los ligantes con Zn(OTf). se realizaron de la siguiente
manera. Se prepararon soluciones stock 10 mM de cada uno de los ligantes en MeOH para
L1y en MeCN para L2, a partir de estas soluciones, se tomaron alicuotas que fueron diluidas
en una celda de cuarzo con una disolucion buffer, 40 mM de MOPS (pH 7.0), hasta obtener
una concentracion de 150 uM del ligante. Los espectros de emision se grabaron a una
longitud de excitacion de 300 nm a potenciales de 650 V (L1) y 800 V (L2), posteriormente
se adicionaron alicuotas de una disolucién stock 10 mM (0-5 eq.) de Zn(OTf).. Los espectros
de emision de fluorescencia para cada una de las adiciones de Zn(OTf), se tomaron por
duplicado después de 1 min. Los datos experimentales fueron utilizados para determinar las

constantes de asociacion respectivas.

Las titulaciones fluorimétricas de los sustratos con los receptores, se realizaron de la
siguiente manera. Se prepararon soluciones stock 10 mM de cada uno de los receptores (in-
situ) en MeOH para 1 y en MeCN para 2, a partir de estas soluciones, se tomaron alicuotas
que fueron diluidas en una celda de cuarzo con una disolucion buffer, 40 mM de MOPS (pH
7.0) hasta obtener una concentracién de 150 uM. Los espectros de emision se grabaron a
una longitud de excitacion de 300 nm a potenciales de 650 V (1) y 800 V (2), posteriormente
se adicionaron alicuotas de soluciones stock de los sustratos de estudio. Los espectros
fueron grabados por duplicado después de agitar y esperar un par de minutos. Los datos
experimentales se utilizaron para determinar las constantes de asociacion respectivas. Las
concentraciones stock de los sustratos utilizados en esta investigacion, se muestran en la
Tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Concentraciones de los sustratos empleados en las titulaciones fluorimétricas y/o
espectrofotométricas. Todas las sales de los aniones son de sodio.

Sustrato [Stock] mM Sustrato [Stock] mM

Receptor 1
ATP 80 AsO2” 35
ADP 80 HAsO,? 35
AMP 27 HSO, 35
GTP 23 NO; 35
GDP 35 CH;CO,” 35
GMP 35 C¢HsCO, 35
Guanosina 12 C,0, 2 35
CTP 29 Malonato 35
UTP 28 Succinato 35
HP2073 (PPi) 35 Glutarato 35
H2PO4 35 Adipato 35
F 35 Fumarato 35
Cl- 35 Maleato 35
Br 35 Malato 35
I- 35 Tartrato 35
CN- 35 Citrato 35
L-alanina 50 ATP 80
L-arginina 50 ADP 80
L-aspargina 50 AMP 27
L-aspartato 50 GTP 23
L-cisteina 50 GDP 35
L-fenilalanina 50 GMP 35
L-histidina 50 CTP 29
L-serina 50 UTP 28
L-triptéfano 50 HP207* (PPi) 35
L-valina 50 H2PO4 35

2. Titulaciones Espectrofotométricas por UV-Visible.

Debido a la gran afinidad que existe entre el receptor 1 y GTP se decidio realizar una titulacion
espectrofotométrica. Para esto, se prepar6é una disolucion stock concentrada, 10 mM del
receptor 1 en MeOH y a partir de esta disolucién se tomd una alicuota que fue diluida con
una disolucion buffer, 40 mM de MOPS en una celda de cuarzo hasta obtener una
concentracion de 150 uM, posteriormente se tomo el espectro de absorcion y directamente
en la celda se adicionaron alicuotas de una disolucion stock concentrada, 23 mM de GTP.
Los espectros de absorcion para cada una de las adiciones del nucledtido se tomaron por
duplicado después de 1min. Los datos experimentales se utilizaron para determinar la

constante de asociacion.
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Adicionalmente se realiz6 una titulacién espectrofotométrica del ligante L1 con Zn(OTf). para

determinar las constantes de asociacion respectivas y compararlas con las obtenidas por
espectrofluorimetria. Para esto se prepard una disolucién stock 10 mM de L1 y a partir de
esta disolucion, se tomé una alicuota que fue diluida en una celda de cuarzo con una
disolucion buffer, 40 mM de MOPS (pH 7.0), hasta obtener una concentracion de 150 uM del
ligante. Los espectros de absorcion se grabaron adicionando alicuotas de una disolucion
stock 10 mM de Zn(OTf).. Los espectros de absorcidon para cada una de las adiciones de

Zn(OTf)2 se tomaron por duplicado después de 1 min.

3. Titulaciones Espectroscépicas por RMN.

Los estudios de asociacion por RMN, se hicieron para el receptor 1 con GTP y para el receptor
2 con GDP, debido a que estos receptores poseen una alta afinidad al nucleétido

correspondiente.

a. Titulacion por "TH-RMN.

Las titulaciones se realizaron directamente en un tubo de resonancia. Se prepararon 500 uL
de soluciones 4 mM de los nucledtidos en D20, estas se titularon con soluciones stock 50
mM de los receptores. (Ver Tabla 3.2). La disolucién stock de 1 se preparé en MeOD vy para
2 se utilizéo CD3CN. Los espectros obtenidos de las titulaciones de 'H-RMN se utilizaron para

determinar la constante de asociacion respectivas.

Tabla 3.2 Equivalentes de receptor agregados en la titulacion por '"H-RMN.

Vol. Receptor Eq. [Receptor]rubo |

10 uL 0.25 1mM
20 uL 0.50 2 mM
30 uL 0.75 3 mM
40 uL 1.00 4 mM
80 pL 2.00 8 mM

b. Titulacion por 3'"P-RMN.

La titulacién se realizd directamente en un tubo de resonancia, se adicionaron 500 pL de
soluciones 4 mM de los nucledtidos en D20, se grabaron los espectros y posteriormente se
adicion6 1 eq. del receptor correspondiente, se agitaron los tubos por 5 min y transcurrido

ese tiempo se grabaron los espectros.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se muestran los resultados mas sobresalientes de este trabajo, enfocados a
la formacién de los receptores en disolucion, asi como los estudios de reconocimiento
molecular con nucledtidos, aminoacidos, carboxilatos derivados del ciclo de Krebs y aniones

inorganicos, por medio de técnicas espectroscopicas.

El capitulo esta dividido en dos secciones. La seccion A describe el analisis estructural en
disolucién de los dos receptores sintetizados en este trabajo, ambos receptores son
complejos dinucleares de zinc (ll), estos presentan un fragmento de quinolina que se
encuentra funcionalizado en las posiciones 5 y 8 por dos unidades quelantes de zinc (ll). El
receptor 1, Zn[N4]?*-Quinolina-Zn[Ns]?*, tiene DPA como unidad quelante y el receptor 2,
Zn[NO2]-Quinolina-Zn[NO2], tiene como unidad quelante IDA. El estudio incluye el analisis
comparativo de los ligantes L1 y L2 respecto a la formaciéon de sus complejos en disolucion.
La resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones, juega un rol interesante e igual
de importante, comparandolo con la espectroscopia de fluorescencia. Debido a los espectros
uni y bidimensionales de RMN de los sistemas estudiados, se pueden analizar todas aquellas
interacciones entre los iones Zn?* y los ligantes. Adicionalmente también se muestran
espectros de absorcion UV-Vis y emisién de fluorescencia de los receptores, acompafados
de diagramas de Job que corroboran la estequiometria 1:2 Ligante-Zn?*. La seccion B
engloba y discute todo el estudio relacionado al reconocimiento de aniones biologicos
(prestando atencion a los nucledtidos) con receptores dinucleares de zinc (Il) en agua. Los
estudios van desde fendmenos fluorescentes hasta fendmenos magnéticos que involucran el
desplazamiento de sefales en espectroscopia de RMN. La primera parte de la seccion B esta
enfocada a los estudios de asociacion receptor-nucleotido, llevados a cabo por titulaciones
fluorimétricas. La segunda y tercera parte discuten las titulaciones espectroscépicas de RMN
("H y 3'P) y espectrofotométricas, entre el receptor 1 y GTP, receptor 2 y GDP. La razén por
la que unicamente se hizo el estudio de estos sistemas, incide en el elevado valor de su
constante de asociacion obtenida por espectroscopia de fluorescencia frente al resto de los

demas huéspedes.
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SECCION A. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS RECEPTORES.

1. Estudios Espectroscoépicos de RMN, UV-Vis, Fluorescencia y EM.

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, los receptores sintéticos basados en
complejos de zinc (ll) suelen ocuparse como quimiosensores Opticos, debido a que el zinc
(I1) es biolégicamente compatible, no es un redox activo a condiciones fisiolégicas y en el
caso de quimiosensores fluorogénicos, no extingue la fluorescencia. Es por ello, que una vez
que se caracterizaron los ligantes L1 y L2, estos se hicieron reaccionar en disolucion de
MeOH o MeCN con dos equivalentes de Zn(OTf), para formar los complejos dinucleares
respectivos. Bajo luz UV, se observa un incremento perceptible en la intensidad de
fluorescencia cuando los ligantes se coordinan a Zn?*. La caracterizacion en disolucion de

los complejos dinucleares de zinc (ll), se realiz6 a través de técnicas espectroscopicas.

1.1 Receptor 1.
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Esquema 4. 1 Sintesis de 1.

H-NMR (300 MHz, MeOD) & 9.42 (s, 1H), 8.80-8.79 (m, 2H) 8.40-8.39 (m, 2H) 8.33-8.27 (m,
2H), 8.12-8.06 (m, 2H), 7.94-7.89 (m, 2H), 7.85-81 (m, 3H), 7.73-7.71 (m, 2H), 7.51-7.38 (m,
5H), 4.62 (s, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.31 (s, 2H), 4.01 (s, 2H), 3.93 (s, 2H). *C-NMR
(300 MHz, MeOD) & 154.53 (2C), 154.14 (2C), 152.24, 148.32 (2C), 146.96 (2C), 145.42,
141.95 (2C), 140.49 (2C), 135.89, 134.29, 132.25, 130.96, 130.10, 128.83, 125.64 (4C),
124.51 (2C), 124.36 (2C), 122.58, 59.07 (2C), 58.72 (2C), 55.68, 48.33. EM (ESI) m/z [M +
30Tf]* 1127.9.
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a. Espectroscopia de RMN.

Para realizar un analisis comparativo, a continuacion, se presentan los espectros de RMN de

1 y L1. Los espectros incluyen experimentos unidimensionales ('H, 3C, '9F, DEPT) y

bidimensionales heteronucleares ('H,'3C-HSQC). Todos los experimentos se realizaron en

MeQOD, en un equipo de 300 MHz. (Ver, Anexos).
— 13 J—

7 N1z

4*

4frfo

Esquema 4. 2 Espectros de 'H-RMN de L1 (inferior) y 1 (superior).

El Esquema 4.2, representa los espectros de "H-RMN del L1y 1, se puede observar que hay
fendmenos de desproteccion cuando las unidades de DPA se coordinan a zinc (ll),
principalmente de las sefiales orto al nitrégeno de las piridinas y a las sefales alifaticas de
las unidades de DPA. Adicionalmente se puede observar que el hidrégeno orto al nitrégeno
de la quinolina se desprotege, lo que indica que el nitrogeno de la quinolina participa en la

coordinacién de uno de los iones zinc (Il).
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Tabla 4.1 Desplazamientos quimicos en MeOD (ppm) de 'H-RMN y '*C-RMN de L1y 1.

— 13 —_— 4+

/ N\17

afrfo’]

L1 1
H H H

1 8.86-8.85 942 0.56 1 148.75 152.24 3.49
2 7.51-7.47 7.85-7.81 0.34 2 120.49 12258 2.09
3 8.62-8.59 8.12-8.06 0.50-0.53 3 134.1 135.89 1.79
4 7.56-7.53 7.51-7.38 0.05-0.15 4 128.01 132.25 4.24
5 7.85-7.82 8.12-8.06 0.27-0.24 5 129.01 134.29 5.28
6 4.42 3.93 0.46 6 54.13 48.33 5.80
7 4.09 4.01 0.08 7 5715 5568 147
8 3.98 4.62-4.56 0.64-0.58 8 59.74 59.07 0.67
9 3.83  4.36-4.31 0.53-0.48 9 60.33 58.72 1.61
10 8.40-8.35 8.80-8.79 0.40-0.44 10 148.04 148.32 0.28
11 8.40-8.35 8.40-8.39  0.04 11 1479 146.96 0.94
12 7.22-7.14 7.85-7.81 0.63-0.67 12 1225 125.64 3.14
13 7.22-714 7.73-7.71 0.51-0.57 13 122.29 125.64 3.35
14 7.75-7.61 8.33-8.27 0.58-0.66 14 137.25 141.95 4.7
15 7.75-7.61 7.94-7.89 0.19-0.28 15 136.94 140.49 3.55
16 7.75-7.61 7.51-7.38 0.24-0.23 16 123.25 124.51 1.26
17 7.43-7.40 7.51-7.38 0.08-0.02 17 123.74 124.36 0.61

18 146.39 130.96 15.43

19 127.45 128.83 1.38

20 134.62 130.1 4.52

21 157.93 145.42 12.51

22 158.74 154.14 4.60

23 158.74 154.53 4.21
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Esquema 4. 3 Espectros '*C,"H-HSQC de 1 (inferior) y L1 (superior).
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Como se puede observar en los Esquemas 4.2-4.3 y en la Tabla 4.1, las senales alifaticas

correspondientes a los cuatro grupos metileno de las unidades de DPA, sufren de una
desprotecciéon como es de esperarse debido a la coordinacion de iones zinc (ll), sin embargo,
también se desdoblan como consecuencia del mismo fenémeno, esto debido a que los iones
zinc proporcionan rigidez en L1 y, por lo tanto, un ambiente magnético diferente en los

nucleos de hidrégeno.

Algunas sefales aromaticas y alifaticas, se desplazan a campo alto tras la formacion del
complejo dinuclear, por ejemplo, los dos grupos metileno asignados como “7” y “6” son de las
sefales que mas se protegen. (Ver, Esquemas 4.2-4.3 y Tabla 4.1). Estos fendbmenos de
proteccién son consecuencia de la rigidez que presenta el ligante tras coordinarse a los iones
zinc (I), lo que conlleva a incrementar la anisotropia magnética de los grupos aromaticos,
que resulta en una disminucion del campo magnético efectivo al que se someten los protones

y en consecuencia de esto, ciertas sefiales se desplazan hacia campo alto.

En '°F-RMN, el complejo dinuclear de zinc (ll) presenta solo una sefal en -80.04 ppm,
indicando que los aniones trifluorometanosulfonato (OTf) se hallan en un entorno quimico
idéntico y ademas actuando como contraiones de la entidad dinuclear. El hecho de
permanecer como contraiones en la especie, no implica un enlace formal dentro de la esfera
de coordinacioén del zinc (1), sino una estabilizacion de cargas en el sistema, esta afirmacion

puede ser soportada con el desplazamiento del NaOTf (-80 ppm).

b. Espectrofotometria de UV-Vis y Espectrofluorimetria.

Se realizaron titulaciones espectrofluorimétricas y espectrofotométricas de UV-Vis de L1 con
Zn(OTf), para determinar las constantes de formacion del complejo dinuclear 1. Cada
titulacion se realizé en medio acuoso a pH 7.0 conteniendo MOPS 40 mM, utilizando una
concentracién de L1 igual a 150 yM, los datos experimentales se pueden consultar en la
Tabla 4.2.

El Esquema 4.4 representa los espectros de absorcion UV-Vis y emision de fluorescencia de
una disolucién 150 uM de L1 y 1. Se puede observar un maximo de emision de fluorescencia
en 404 nm de L1 y 1 cuando la longitud de excitacion es a 300 nm. El Esquema 4.5 representa
las titulaciones por UV-Vis y fluorescencia, donde se observan los cambios en la absorcion

UV-Vis y emision de fluorescencia de L1, conforme se adiciona Zn(OTf)s.
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Esquema 4.4 Espectros de absorcion y emision de fluorescencia (Aex 300 nm) para L1 (150 pM)y 1 (150 uM) a
pH 7.0 (MOPS, 40 mM) en agua.

L1 fluoresce menos que su respectivo complejo dinuclear (1), este fendmeno es conocido
como CEF (Chelation Enhancement of Fluorescence; Incremento de la Fluorescencia por
Quelacién) y se debe principalmente a que los pares de electrones libres de los atomos de
nitrogeno se encuentran formando enlaces de coordinacién con los iones zinc (Il), esto
minimiza notoriamente el efecto PET, que es un proceso de transferencia electronica que
ocurre a distancia entre el fluoréforo en el estado excitado y alguna otra especie que puede
actuar como dador o aceptor (amortiguador). El proceso PET esta controlado por las energias
relativas de los orbitales HOMO-LUMO del fluoréforo y de un orbital molecular externo. En el
caso de L1, el fluoréforo es el fragmento de quinolina y los amortiguadores son las unidades
de DPA, que actuan como buenos donadores de electrones en el estado excitado, dicho en
otras palabras, los electrones no enlazantes de los atomos de nitrégeno de DPA, poseen una
energia adecuada para producir el amortiguamiento de la fluorescencia del fragmento de
quinolina. Cuando los iones zinc (ll) se coordinan a L1 a través de las unidades de DPA,
utilizando los electrones no-enlazantes de estas unidades, la energia de los electrones que
forman ahora “enlaces de coordinacién”, disminuye drasticamente, por lo que el PET ya no
es factible y la fluorescencia de la molécula se restituye.

Tabla 4.2 Constantes de asociacion log Ka (M) para L1 (150 uM) con Zn(OTf). (0-5.0 eq.) a pH 7.0 (MOPS,
40 mM) en agua.

(UAVAAVITS Fluorescencia

Ka1 476+0.04 4.81+0.05
Kaz 4.17+0.09 4.00+0.08
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Esquema 4.5 Titulacién espectrofotométrica UV-Vis y fluorimétrica (Aex 300 nm) para L1 (150 pM) con Zn(OTf)2
(0-5.0 eq.) a pH 7.0 (MOPS, 40 mM) en agua.

El Esquema 4.5 (izquierda), representa la titulacion entre L1 y [Zn(OTf),], donde se observa
claramente la presencia de dos puntos isosbésticos a 300 y 325 nm. Estos puntos
isosbésticos comprueban la presencia de dos especies en disolucién, esto corrobora la

formacion del complejo dinuclear 1.

Los perfiles de las titulaciones de L1 con [Zn(OTf)2] se muestran en el Esquema 4.6. Se
observa que para el perfil UV-Vis, la absorbancia disminuye (280 nm) conforme se adiciona
[Zn(OTf)2], para el perfil de fluorescencia se puede observar un incremento en la emisiéon de

fluorescencia (404 nm), conforme se adiciona [Zn(OTf)2].

Esquema 4.6 Perfiles de las titulaciones UV-Vis A=280 nm (Izquierda) y fluorescencia Aex= 300 nm (derecha)
para L1 (150 yM) con Zn(OTf)2.
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Esquema 4.7 Diagrama de Job de L1 con Zn(OTf)2. [L1 + Zn?*]= 150 uM.

Para determinar la estequiometria de L1 con los iones zinc (Il), se utilizé el método de
variacion continua. El Esquema 4.7 representa el diagrama de Job. Se puede observar que
el maximo de emision de fluorescencia se encuentra en una fraccion molar de L1 aproximada

a 0.33, por lo tanto, se corrobora que la estequiometria de 1 es 1:2 L1:Zn?"*.

1.2 Receptor 2.
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Esquema 4. 8 Sintesis de 2.

1H-NMR (300 MHz, MeOD) & 9.77-9.74(m, 1H), 9.10-9.09(m, 1H), 7.98-7.91(m, 2H), 7.68-
7.65(m, 1H), 4.61(s, 2H), 4.40(s, 2H), 4.23-4.04(m, 12H), 3.49(s, 4H), 1.26-1.21(m, 8H), 1.13-
1.08(m, 4H). 13C-NMR (300 MHz, MeOD) & 176.82 (2C), 171.13 (2C), 151.80, 145.48, 140.40,
138.79, 135.99, 129.25 (2C), 127.33, 122.05, 65.06 (2C), 60.35 (2C), 59.82, 57.14 (2C),
55.03, 54.21 (2C), 13.17 (2C), 12.50 (2C). EM (ESI) m/z [M + MeCN + 10Tf] 733.2.
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a. Espectroscopia de RMN.

Para realizar un analisis comparativo, a continuacion, se presentan los espectros de RMN de
2 y L2. Los espectros incluyen experimentos unidimensionales ('H, '3C, '°F, DEPT) y

bidimensionales heteronucleares ('H,'3C-HSQC). Todos los experimentos se realizaron en

MeQOD, en un equipo de 300 MHz. (Ver, Anexos).
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Esquema 4. 9 Espectros de 'H-RMN de L2 (inferior) y 2 (superior).
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El Esquema 4.9, representa los espectros de "H-RMN del L2 y 2, se puede observar que hay

fendmenos de desproteccion cuando las unidades de IDA se coordinan a zinc (ll),
principalmente de las sefiales aromaticas de la quinolina y los grupos -CH2CO»- de las
unidades de IDA. Las sefiales 1 y 3 de los hidrégenos de la quinolina exhiben la mayor
desproteccioén, lo que indica que el nitrégeno de la quinolina participa en la coordinacion de

uno de los iones zinc (ll).

Tabla 4.3 Desplazamientos quimicos en MeOD (ppm) de 'H-RMN y '*C-RMN de L2 y 2.

H H H

1 8.85-8.84 9.10-9.09 0.25 1 148.95 151.80 2.85
2 7.52-7.48 7.98-7.91 0.46-0.43 2 120.54 122.05 1.51
3 9.19-9.16 9.77-9.74  0.58 3 134.86 140.40 5.54
4 7.46-743 7.68-7.65 0.22 4 128.03 129.25 1.22
5 7.83-7.81 7.98-7.91 0.15-0.10 5 128.93 135.99 7.06
6 4.54 4.61 0.07 6 55.21 59.82 4.61
7 4.31 4.40 0.09 7 52.97 55.03 2.06
8 3.63 4.23-4.04 0.6-0.41 8 54.60 57.14 2.54
9 3.49 3.49 0 9 54.14 54.21 0.07
10 4.19-4.01 4.23-4.04 0.04-0.03 10 60.18 65.06 4.88
11 4.19-4.01 4.23-4.04 0.04-0.03 11 60.18 60.35 0.17
12 1.28-1.19 1.26-1.21 0.02 12 13.15 13.17 0.02
13 1.28-1.19 1.13-1.08 0.15-0.11 13 13.15 12.50 0.65

14 136.18 138.79 2.61

15 127.86 127.33 0.53

16 133.86 129.25 4.61

17 146.78 145.48 1.3

— — 4+

4frio’|

18,19 171.68,171.32 176.82,171.13 5.14, 0.19
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Esquema 4.10 Espectros '*C,"H- HSQC de 2 (inferior) y L2 (superior).
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En el Esquema 4.9 se puede observar la presencia de dos sefiales ajenas al complejo

dinuclear, estas sefales corresponden a EtOH, este proviene del producto de hidrolisis de
los grupos éster que presenta L2. Es muy conocido que la hidrolisis de ésteres ocurre a
cualquier pH, sin embargo, la presencia de acidos de Lewis como los iones zinc (ll), favorecen
la hidrolisis de dichos grupos funcionales, esto debido a que los iones zinc (Il) se coordinan
a través de los pares de electrones no enlazantes que contiene el grupo éster, este proceso
favorece el ataque nucleofilico al carbono del grupo carbonilo y en consecuencia de eso, se
promueve la hidrolisis para generar EtOH. El espectro de masas obtenido por cromatografia
de liquidos acoplada a masas (ESI), corrobora la presencia del complejo dinuclear 2 con

unidades de IDA totalmente hidrolizadas en disolucion de MeCN.

Como se puede observar en los Esquemas 4.9-4.10 y en la Tabla 4.3, las sefales alifaticas
“6”, “77 y “8”, sufren de una desproteccion como es de esperarse debido a la coordinacién de

iones zinc (II).

En 9F-RMN, el complejo dinuclear 2 presenta una Unica banda ubicada en -80.12 ppm, la
cual indica que todos los aniones trifluorometanosulfonato (OTf) se hallan en un entorno
quimico idéntico y no coordinativo. Esta afirmacion puede ser soportada con el

desplazamiento del NaOTf (-80 ppm).

b. Espectrofotometria de UV-Vis y Espectrofluorimetria.

El Esquema 4.11 representa los espectros de absorcion UV-Vis y emisién de fluorescencia
de una disolucién 150 pyM de L2 y 2. Se puede observar un maximo de emision de

fluorescencia en 410 nm de L2 y 2 cuando la longitud de excitacion es a 300 nm.

Cada espectro de UV-Vis y de fluorescencia del complejo dinuclear 2, se tom6 30 min
después de su preparacion, esto para cerciorarse que se ha formado el complejo dinuclear
neutro, es decir, que se han hidrolizado los cuatros ésteres que conformaban a L2.

Los espectros UV-Vis de L2 y 2 (ver Esquema 4.11), son practicamente idénticos (no hay
mucha diferencia en la absorcion UV-Vis entre un grupo éster no conjugado y su respectivo
carboxilato) y debido a que no hay un cambio espectral significativo entre el ligante y la
formacion del complejo, no se pudieron calcular las constantes de formacion de L2 con

Zn(OTf)2. L2 presenta el mismo fendmeno CEF que L1 cuando coordina dos iones zinc (I1).
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Esquema 4.11 Espectros de absorcion y emision de fluorescencia (Aex 300 nm) para L2y 2 a pH 7.0 (MOPS,
40 mM) en agua. Los espectros de 2 se tomaron después de 30 min de su preparacion.

Para determinar la estequiometria de L2 con los iones zinc (Il), se utilizé el método de
variacion continua. EI Esquema 4.12 representa el diagrama de Job. Se puede observar que
el maximo de emision de fluorescencia se encuentra en una fraccion molar de L2 aproximada

a 0.33, por lo tanto, se corrobora que la estequiometria de 2 es 1:2 L2:Zn?".

Esquema 4.12 Diagrama de Job de L2 con Zn(OTf)2. [L2 + Zn?*]= 150 uM.

2. Andlisis Estructural de los Complejos en Disolucion.

Los ligantes L1 y L2 presentan dos unidades quelantes para coordinar iones metalicos como
el zinc (I1). De acuerdo a los graficos de Job, obtenidos por fluorimétrica en disolucién acuosa
y a pH 7.0, los ligantes forman los respectivos complejos dinucleares 1y 2 de zinc (ll). Dichos
complejos fluorescen a las mismas condiciones y presentan constantes de formacion del
orden de 10* M-".
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Esquema 4.13 Quimiosensores fluorescentes basados en receptores dinucleares de zinc (Il) sintetizados en
este estudio.

Como era de esperarse, durante la formacion del complejo 2, se puede observar en RMN, la
presencia de dos sefales correspondientes a EtOH, que es el producto de hidrolisis de los
grupos éster que presenta L2. La presencia de acidos de Lewis como los iones zinc (Il),
aceleran la hidrolisis de ésteres, esto debido a que los iones zinc (ll) se coordinan a través
de los pares de electrones no enlazantes que contiene el grupo éster, este proceso favorece
el ataque nucleofilico al carbono del grupo carbonilo y en consecuencia de esto, se promueve
la hidrolisis para generar EtOH. De esta manera se obtiene un ligante tetraanionico que
coordina dos iones zinc (Il) y el resultado es un complejo neutro. Al tener un complejo
dinuclear neutro de zinc (ll), favorecemos las interacciones electrostaticas entre los iones
zinc (Il) y las unidades quelantes de IDA, sin quitar la funcionalidad de usarse como
quimiosensor luminiscente para moléculas de importancia biolégica. El espectro de masas
obtenido por cromatografia de liquidos acoplada a masas (ESI), corrobora la presencia del
complejo dinuclear 2 con unidades de IDA totalmente hidrolizadas en disolucion de MeCN-
Agua. Debido a que los ligantes no son simeétricos, el numero de coordinacion de cada ion
zinc (ll) es diferente, esto se corrobord con experimentos uni y bidimensionales de RMN. Los
ligantes L1 y L2 presenta dos unidades quelantes de DPA e IDA respectivamente, las
unidades quelantes coordina de manera tridentada cada ion zinc (ll), sin embargo, la cercania
de los quelantes sustituidos en la posicion 5 de la quinolina, promueve a que el nitrégeno de
la quinolina también participe en la coordinacion, de esta manera, uno de los iones zinc (ll)
forma un quelato tridentado y el otro, forma un quelato tetradentado. Ambos quelatos
presentan sitios vacantes para coordinar huéspedes basicos de Lewis, como nucleétidos,
aminoacidos, halogenuros, dicarboxilatos y oxoaniones, por lo que los receptores dinucleares

de zinc (lI) 1 y 2 pueden fungir como quimiosensores luminiscentes para estas especies.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR

SECCION B. ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR.

1. Estudios por Espectroscopia de Fluorescencia.

Los complejos dinucleares 1 y 2 fueron estudiados como quimiosensores para aniones con
relevancia bioldgica los cuales incluyen especies inorganicas (halogenuros, oxoaniones) y
especies organicas (nucledtidos, aminoacidos, carboxilatos). En general la adicion de
alicuotas de aniones extingue la fluorescencia de soluciones acuosas de los quimiosensores
1y 2 apH=7.0 (MOPS, 40 mM). La selectividad relativa “lo/l vs [Anidon]”, (lo= Intensidad
fluorescente del receptor, I= Intensidad después de cada adicién de alicuotas de aniones)
proporciona informacion referente a que tanto un sustrato extingue la fluorescencia de un
quimiosensor. Los Esquemas 4.14 y 4.15, representan los graficos de barras “lo/l vs anion”
donde se pueden observar los cambios en la emision de fluorescencia de los quimiosensores

1y 2, después de la adicidn de 7 eq. de anion.

4+

afrfo|

Esquema 4.14 Cambios en la emision de fluorescencia de 1 (150 uM) después de adicionar 7 eq. de anion.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR
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Esquema 4.15 Cambios en la emisién de fluorescencia de 2 (150 uM) después de adicionar 7 eq. de anion.

Como se puede observar en el Esquema 4.14, el mayor cambio en la emisién de
fluorescencia de 1 ocurre en presencia de PPi y moléculas fosforiladas como los nucleétidos.
Debido a que estos aniones apagan fuertemente la fluorescencia de 1, se decidié hacer un
estudio detallado con estas especies, en concreto con la familia de nucleétidos derivados de
guanosina, pues el mayor cambio de emision de fluorescencia se presenta con GTP y GDP.
Para el caso del quimiosensor 2, el mayor cambio en la emision de fluorescencia se presenta
con la familia de nucledtidos derivados de guanosina, en especial con GDP. Si comparamos
los cambios que existen en la emisién de fluorescencia de 1 con respecto a los que presenta
2, para la misma familia de nucleétidos, se puede observar que 1 es mas sensible a la
presencia de dichos aniones. Una posible razén a esto radica en el modo de unién entre
quimiosensor-nucleotido, donde interacciones supramoleculares trabajan de manera aditiva,
favoreciendo el proceso de asociacion. Para el caso del quimiosensor 1, las interacciones 1T
existen en mayor probabilidad si se compara con el quimiosensor 2. Adicionalmente la
contribucién electrostatica en la asociacion del sensor 1 (tetracationico) puede resultar en

una mayor afinidad por aniones que la determinada por el sensor neutro 2.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR

El quimiosensor 1 es soluble en un intervalo de concentraciones micromolares en agua pura
conteniendo MOPS (40 mM) a pH 7.0. El espectro de emision (Aex= 300 nm) muestra un

maximo a 404 nm. (Ver Esquema 4.4). En el caso del quimiosensor 1, la adicion de PPi y

derivados de guanosina (GTP, GDP, GMP) genera una fuerte respuesta de apagamiento de
sus soluciones acuosas, sin modificacion del maximo. ElI Esquema 4.16, muestra las

titulaciones fluorimétricas para PPi, GTP, GDP, GMP y adenosina (0-7 eq.).

Esquema 4.16 Titulaciones fluorimétricas (Aex= 300 nm) de 1 (150uM) a pH 7.0 con adiciones de guanosina y
sales de sodio de PPi, GTP, GDP, GMP.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR

El Esquema 4.17 muestra los perfiles | vs [A] (I= Intensidad fluorescente del receptor, [A]=
Concentracion del anién) obtenidos de titulaciones fluorimétricas de 1 con PPi y una serie de

nucleotidos en condiciones experimentales del Esquema 4.16.

Esquema 4.17 Perfiles de las titulaciones fluorimétricas de 1 con guanosina, PPi, GTP, GDP, GMP.

Los perfiles obtenidos del Esquema 4.17 para PPi, GMP y guanosina se ajustan bien a la

siguiente ecuacién

1 1 2 0.5
(zm—zo){mw[A]+K—A—[([R]o+[A]+K—A) —[4][R]O[A]] }

2[R]o

Iops = Ip +

La ecuacion se basa en un equilibrio 1:1, donde lops representa el cambio observado en la
emision de fluorescencia en funcién del analito, /, corresponde a la emision de fluorescencia
del receptor, . simboliza la emision de fluorescencia a saturacion con el analito, [R]o
concierne a la concentracion del receptor, [A] es la concentracion del analito y finalmente Ka
es la constante de asociacion. Interesantemente, los perfiles obtenidos para GTP y GDP son
curvas sigmoideas que no se ajustan a un modelo clasico 1:1 descrito por la ecuacién
anterior, en principio indican mas de un equilibrio. Estos perfiles fueron ajustados a una
combinacion de modelos estequiométricos 1:2 y 2:2 correspondientes a las especies
[1:Nucleotido] y [12:Nucleotido] respectivamente. De los datos experimentales se calcularon
constantes de asociacion logB1y logB2 (ver Tabla 4.4) con un error menor al 10 %, utilizando

el software Hyp Spec-Stability constants 2014.5°
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR

La Tabla 4.4 resume los valores calculados de las constantes de asociacion para 1 con los

aniones. La afinidad del quimiosensor 1 por los aniones, tiene la siguiente tendencia GTP >
GDP > PPi > GMP > Guanosina.

Tabla 4.4 Constantes de asociacion logKa (M) de 1 con guanosina, PPi, GTP, GDP, GMP. (pH 7.0).

log B4 log B2

GTP [1:GTP2] 8.4910.03 [12:GTP2] 18.531£0.03
GDP [1:GDP2] 7.7810.05 [12:GDP2] 9.29+0.05
GMP [1:GMP] 2.831£0.04 -
Guanosina [1:Guanosina] 2.81+0.05 -
HsP207  [1:PPi] 4.02+0.07 -

La tendencia de 1 (GTP > GDP > PPi > GMP > Guanosina) puede explicarse en funcion de
la longitud del nucledtido, esta es modulada por el numero de grupos fosfatos, a mayor
numero de grupos fosfato, mayor interaccién de extremo a extremo entre las dos unidades
DPA-Zn?*, La presencia de tres o dos grupos fosfatos incrementa notablemente la afinidad
de 1 por nucleétidos de guanosina. La ausencia de grupos fosfatos arroja valores de Ka
menores por varios ordenes de magnitud, por lo que necesariamente el modo de unién entre
los nucledtidos y 1, es de forma ditdpica a través de los grupos fosfato. Adicionalmente y
debido a que el nucleétido GTP presenta una mayor respuesta al apagamiento de la emision
de la fluorescencia del quimiosensor 1. Se decidié analizar el efecto del pH en el
reconocimiento de GTP, por lo que el Esquema 4.18 representa los perfiles de las titulaciones

fluorimétricas de 1 con GTP a diferente pH (6-8).

Esquema 4.18 Perfiles de las titulaciones fluorimétricas de 1 con GTP a diferente pH.
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Tabla 4.5 Constantes de asociacion logKa (M") de 1 con GTP a diferente pH (MOPS-MES 40 mM).

pH=8.0 [1:GTP;] 4.17£0.04 [1,:GTP] 12.28+0.05
pH=7.0 [1:GTP;] 8.49:0.03 [1,:GTP] 18.53+0.03
pH= 6.0 [1:GTP,] 7.28:0.03 [1,:GTP] 16.72+0.05

La Tabla 4.5 exhibe los valores calculados de las Ka de 1 con GTP a diferente pH. De acuerdo
a los resultados obtenidos de titulaciones fluorimétricas de 1 con GTP a diferente pH,
obtenemos un mayor valor de Ka a condiciones neutras. Durante la titulacion fluorimétrica a
pH 8.0, se observa una ligera turbidez de las soluciones de 1, esta puede ser atribuida a la
posible formacion de pequenas cantidades de Zn(OH),, este hecho puede explicar el bajo
valor de Ka. A pH 6.0, el valor de Ka también disminuye considerablemente si se compara
con el valor de Ka obtenido a pH 7.0, es conocido que, a pH ligeramente acido, las aminas
terciarias se protonan con facilidad, por lo que posiblemente el par de aminas terciarias que
presenta L1 en su estructura dificulte la formacién del complejo 1 y en consecuencia de esto,

el valor de Ka disminuya.

Para corroborar la estequiometria del sistema supramolecular 1-GTP, se utilizé el método de
variacion continua. EI Esquema 4.19 representa el diagrama de Job. Se puede observar que
el maximo de emision de fluorescencia se encuentra en una fraccion molar de 1 aproximada
a 0.51, soportando la formacion de la especie con estequiometria 2:2 [12:GTP2], por este
analisis no es posible discriminar las especies 1:1 y 2:2, sin embargo, la forma sigmoidea de
los perfiles de emision descarta la formacion de la especie 1:1.8% La curva de asociacion
sigmoidea es tipica de sistemas huésped-anfitrion que presentan cooperatividad y se
presenta cuando el receptor “anfitrion” posee mas de un sitio de union. El quimiosensor 1
presenta dos sitios de union que pueden coordinar GTP formando sistemas estequiométricos
1:2 y 2:2. La pendiente inicial en la curva sigmoidea es pequefa ya que la afinidad de 1 con
GTP es baja, el aumento de la pendiente significa que la unién de la primera molécula de
GTP facilita la asociacion de otra molécula de GTP. Por lo tanto, se habla de cooperatividad
en la asociacion. El analisis de las constantes de asociacion considerando la combinacion de
especies 1:2 [1:GTP2] logB+= 8.49 y 2:2 [12:GTP-] logB2= 18.53 M-" muestra que la especie
con mayor contribucion en el equilibrio es la correspondiente a 2:2 y el pequefio efecto de la
curva sigmoidea a bajas concentraciones es por la contribucion de la especie 1:2. (Ver Tabla
4.4y45).
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Esquema 4.19 Diagrama de Job de 1 con GTP.

El quimiosensor 2, es soluble a concentraciones micromolares en agua pura conteniendo un
buffer de MOPS (40 mM) a pH 7.0. El espectro de emision (Aex= 300 nm) muestra un maximo
a 410 nm. (Ver Esquema 4.11). Para el caso del quimiosensor 2, unicamente se realizé una
titulacion espectrofluorimétrica con GDP, debido a que este fue el nucledtido con el que se
presentd una mayor respuesta de apagamiento de la emision de fluorescencia. El Esquema
4.20, muestra la titulacién fluorimétrica de 2 con GDP (0-7 eq.) y el respectivo perfil que se

ajusta a la misma ecuacion de la pagina 81.

Esquema 4.20 (Izquierda) Titulacion fluorimétrica (Aex= 300 nm) de 2 (150uM) a pH 7.0 con adiciones de GDP.
(Derecha) Perfil de la titulacion fluorimétrica de 2 con GDP.

La afinidad que presenta 2 por GDP puede explicarse de manera analoga a lo que ocurre
con el quimiosensor 1. A mayor numero de grupos fosfato, mayor interaccién de extremo a
extremo entre las dos unidades IDA-Zn?*. La constante de asociacion (Ka) de 2 con GDP es

igual a 4316 M1,
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2. Estudios por 3'P-RMN y 'H-RMN.

De acuerdo a los experimentos de reconocimiento molecular llevados a cabo por titulaciones
fluorimétricas entre los quimiosensores y nucleotidos, se observa que el sistema 1-GTP
presenta un importante apagamiento de la fluorescencia, dicho en otras palabras, el
quimiosensor 1 presenta cierta afinidad por asociarse a GTP y esto se refleja en una
constante de asociacion alta (Ka), por este motivo se decidio realizar unicamente para el
quimiosensor 1 una titulacién espectroscopica de RMN utilizando como sustrato GTP. En
este contexto, para el sensor 2 se realizdé una titulacion espectroscopica de RMN utilizando

como sustrato GDP.

El experimento consiste en obtener primeramente los espectros individuales de 'H y 3'P de
los nucledtidos (4 mM, 500 uL de D2O) y posteriormente se obtiene los espectros de 'H y 3'P
de los mismos con adiciones del quimiosensor (0.25-1-00 eq.), este sencillo experimento nos
permite elucidar el modo de unién de los sistemas quimiosensor-nucleétido y determinar las
constantes de asociacion. El desplazamiento de ciertas sefales correspondientes al
nucledtido indica una interaccion, si el desplazamiento es a campo bajo se habla de
fendmenos de desproteccion como formacion de enlaces de hidrégeno o de coordinacion, si
el desplazamiento es a campos altos se habla de fendbmenos de proteccion como la formacion

de enlaces de hidrégeno CH-1T 0 apilamientos 1r-17.60

El Esquema 4.21 representa el experimento de titulacion de "H-RMN de 1 con GTP, donde
se puede observar para GTP, que la sefial “b” correspondiente al CH de la ribosa, se desplaza
a campos altos, lo que indica una interaccién donde el nucleo de hidrégeno se encuentran a
favor del campo magnético externo y por lo tanto esta protegido, esto es normal para
interacciones CH-11, donde se propone que el CH de la ribosa se encuentra interaccionando
con alguno de los grupos aromaticos presentes en el quimiosensor 1. La senal “a”
corresponde al CH del imidazol de la guanina presente en GTP, esta sefial se desplaza a
campos bajos, lo que indica fendmenos de desproteccion, para explicar este desplazamiento,
se propone la formacién de un enlace de coordinaciéon entre una de las unidades DPA-Zn?*
y el nitrégeno del imidazol. (Ver Esquema 4.21). En el espectro de 3'P-RMN de GTP se
observan tres sefiales tipicas correspondientes a los tres nucleos de fésforo presentes en la
molécula. Cuando se obtiene el espectro de GTP con 1 eq. de 1, se observa que todas las

sefales en 3'P se desplazan, pero la sefial beta (B) presenta un desplazamiento mayor.
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Lo que indica que este nucleo de fésforo esta interaccionando fuertemente con el

quimiosensor 1, este fenomeno puede ser explicado por el hecho de que el fosforo B

representa el grupo fosfato intermedio en el GTP y se piensa que este se encuentra

coordinado de manera bidentada a una de las unidades DPA-Zn?* (Ver Esquema 4.22).

Tabla 4.6 Desplazamientos quimicos representativos (RMN) correspondientes a GTP y a 1-GTP (D20)

SEE] GTP 1-GTP Ad SEGE] GTP 1-GTP Ad
-11.15 0.28

a 8.13 8.28 0.15 o -11.43
b 595 5.83 0.12 B -22.82 -21.51 1.31
Y -10.23  -9.75 0.48
OH
H,N HO, = OH
=N /D\/O. 0.
HN - <N !_-Ig ol,_\ﬂ;
o’ N/"a(\\.-’:‘ I P’F{ v,
= ud / NTA
NS

Esquema 4.21 Titulacion espectroscopica de "H-RMN GTP (4 mM) con 1 (500 pL D20).

Esquema 4.22 Espectros de *'P-RMN de GTP y 1-GTP (500 pL D20).
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Esquema 4.23 Perfil de la titulacion espectroscépica de 'H-RMN de 1 con GTP.

La constate de asociacion calculada para 1 con GTP se obtuvo a través de los

desplazamientos quimicos de la sefal “a” usando la siguiente ecuacion.

9 0.5
(600—60){[A]o+[R]+K—A—[([A]o+[R]+KiA) —[4][A]O[R]] }

8ops = 00 +

La ecuaciéon se basa en un equilibrio 1:1, donde d.ps representa el cambio observado en el
desplazamiento quimico (una sefal especifica presente en el analito) en funcién del receptor,
0o corresponde al desplazamiento inicial del analito, d.. simboliza el desplazamiento del
analito a saturacién con el receptor, [A]o concierne a la concentracion del analito, [R] es la

concentracién del receptor y finalmente Ka es la constante de asociacion.

El Esquema 4.23 representa el perfil AS vs [1]. El valor de Ka (1:GTP) es igual a 15856 M.
Este valor es menor que el determinado por fluorescencia y puede ser atribuido a la mayor
concentracién que se usa en RMN. A concentraciones altas (intervalo de mM) se favorecen
los equilibrios 1:1 donde 1 presentan baja afinidad por GTP, debido a que no hay
cooperatividad en el proceso de asociacion. Por otro lado, en titulaciones fluorimétricas se
trabaja a alta dilucién (intervalo de uM), lo que favorecen los equilibrios 1:2 y 2:2 donde existe
cooperatividad entre 1 y GTP, lo que contribuye a aumentar la afinidad de 1 con GTP. La alta
dilucién favorece que el quimiosensor ditdpico 1 pueda reaccionar intermolecularmente con
dos moléculas de GTP formando un sistema 1:2 que conducird a la formacién de un

macrociclo con otra unidad de 1 formando un sistema 2:2.%' (Ver Esquema 4.29).
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El Esquema 4.25 representa el experimento de titulacion de '"H-RMN de 2 con GDP, donde

se puede observar para GDP, que la senal “b” correspondiente al CH de la ribosa, no se

[T ]

desplaza. La sefal “a@” corresponde al CH del imidazol de la guanina presente en GTP, esta
sefal se desplaza a campos bajos, lo que indica fendmenos de desproteccion, para explicar
este desplazamiento, se propone la formacion de un enlace de coordinacién entre una de las

unidades IDA-Zn?* y el nitrégeno del imidazol.

En el espectro de 3'"P-RMN de GDP se observan dos sefales tipicas correspondientes a los
dos nucleos de fosforo presentes en la molécula. Cuando se obtiene el espectro de GDP con
1 eq. de 2, se observa que todas las sefiales en 3'P se desplazan, pero beta () presenta el
mayor desplazamiento, lo que indica que este nucleo de fosforo esta interaccionando
fuertemente con el quimiosensor 2, este fendbmeno puede ser explicado por el hecho de que
el fésforo B representa el grupo fosfato terminal en el GDP y se piensa que este se encuentra

coordinado de manera bidentada a una de las unidades IDA-Zn?* (Ver Esquema 4.26).

La constate de asociacion calculada para 2 con GDP se obtuvo a través de los

desplazamientos quimicos de la sefal “a” utilizando la ecuacion de la pagina 87.

Esquema 4.24 Perfil de la titulacion espectroscopica de 'H-RMN de 2 con GDP.

El Esquema 4.24 representa el perfil Ad vs [2], los datos se ajustan a un modelo 1:1. El valor
de Ka (2-GDP) calculado con la ecuacion de la pagina 87 es de 2300155 M-1.
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Tabla 4.7 Desplazamientos quimicos representativos (RMN) correspondientes a GDP y a 2-GDP (D20).

1H 31P
Senal GDP 2-GDP Ad Senal GDP 2-GDP Ad
a 8.12 853 0.41 o -11.10 -9.73 1.37
b 595 5.95 0 B -999 -8.15 1.84
OH
H,N HO, ¢ OH
=N /bmogp'\
HN =N (o) NG _O‘B—O
o/ W=a o-R~
5 0..0 O S
bQ\I\N/ \ \\\: o
- N
o//k/ \0
a b
Esquema 4.25 Titulacion espectroscopica de "H-RMN GDP (4 mM) con 2 (500 uL D20).
GDP + 2

GDP

Esquema 4.26 Espectros de 3'P-RMN de GDP y 2-GDP (500 uL D20).
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3. Estudios por Espectroscopia de UV-Vis.

La espectroscopia de UV-Visible ofrece un método confiable para determinar constantes de
asociacion (Ka) por lo tanto el uso de esta técnica resulta ser complementaria para realizar
estudios de reconocimiento molecular. Partiendo de lo anterior, se realiz6 una titulacion
espectrofotométrica entre el receptor 1 y GTP ya que de acuerdo a los experimentos
fluorimétricos este sistema posee la constante de asociacion mas alta (Ka).

En general la adicion de concentraciones micromolares de GTP provocan un cambio de
absorbancia en el quimiosensor 1 (150 yM) a pH= 7.0 (MOPS, 40 mM). El Esquema 4.27
representa la titulacion entre 1 y GTP, donde se observa la presencia de dos puntos
isosbésticos en los 310 y 325 nm. Estos puntos isosbésticos comprueban la presencia de
dos especies en disolucion, este hecho correlaciona la formacién de los complejos
supramoleculares entre 1 y GTP. El perfil AA vs [GTP] se muestra también en el Esquema
4.27; se puede observar claramente dos procesos, uno a concentraciones inferiores a 400
MM de GTP (formacion de la especie 1:2) y otro a concentraciones superiores a 400 uM de
GTP (formacién de la especie 2:2). Los datos se ajustan a una combinacién de sistemas 1:2
y 2:2. Las constantes de asociacion determinadas a 335 nm para las estequiometrias
[1:GTP2] y [12:GTP2] se aproximan a los valores obtenidos en fluorescencia (logB1= 8.49 y

logB2= 18.53 M-*; valores obtenidos por titulaciones fluorimétricas).

Esquema 4.27 (Izquierda) Titulacion espectrofotométrica entre 1 y GTP a pH 7.0 (MOPS, 40 mM). (Derecha)
Perfil AA vs [GTP] usando 1.

Debido a que no hay un cambio significativo en la titulacion espectrofotométrica UV-Vis del

quimiosensor 2 con GDP, no se pudo determinan una Ka.

90



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ESTUDIOS DE RECONOCIMIENTO MOLECULAR

4. Discusién de Constantes de Asociacidon y Perspectivas.

Una inspeccion de los valores de las constantes de asociacion obtenidas por fluorescencia,
colectadas en la Tabla 4.4, muestran que 1 puede detectar concentraciones micromolares de
nucledtidos con una tendencia GTP > GDP > PPi > GMP > guanosina. La tendencia puede
explicarse en funcion a la longitud del nucleétido, el numero de grupos fosfatos modula tal
propiedad, por lo que a mayor numero de grupos fosfato, mayor interaccion de extremo a
extremo entre las dos unidades DPA-Zn?*. La presencia de tres o dos grupos fosfatos
incrementa notoriamente la afinidad de 1 por nucleétidos de guanosina. La ausencia de
grupos fosfatos arroja valores de Ka muy bajos, por lo que necesariamente el modo de unién
entre los nucledtidos GTP y GDP con 1, es de forma ditdpica a través de los grupos fosfato

y de acuerdo a titulaciones por '"H-RMN a uno de los atomos de nitrégeno del anillo de purina.

El nucledtido GTP se asocia al quimiosensor 1 con un abatimiento de la fluorescencia, el pH
optimo para detectar GTP es de 7.0. De acuerdo al grafico de Job (ver Esquema 4.19),
espectros de masas por ESI (ver Anexos pagina 114) y a los ajustes por fluorescencia de la
curva sigmoidea, la estequiometria del complejo 1-GTP es 2:2, mayoritariamente.

Tabla 4.8 Resumen de constantes de asociacion (M) obtenidas de titulaciones fluorimétricas de 1 con
nucledtidos, guanosina y PPi.

log B4 log B2

pH=8.0 [1:GTP7] 4.17+0.04 [12:GTP2] 12.28%0.05
[1:GTP2] 8.49+0.03 [12:GTP2] 18.53+0.03
[1:GDP2] 7.78£0.05 [12:GDP2] 9.29+0.05

pH=7.0 [1:GMP] 2.83+0.04 -
[1:Guanosina] 2.81+0.05 -
[1:PPi] 4.02+0.07 -

pH=6.0 [1:GTP7] 7.28+0.03 [12:GTP2] 16.72+0.05

El quimiosensor 2 puede discriminar entre nucledtidos derivados de adenosina y guanosina
a pH 7.0. En presencia de ATP, ADP y AMP la fluorescencia de 2 practicamente no cambia;
en presencia de GTP, GDP y GMP la fluorescencia de 2 disminuye, siendo GDP el que abate
la fluorescencia en mayor magnitud (ver Esquema 4.15). Si comparamos los cambios que
existen en la emision de fluorescencia (lo/l) de 1 con respecto a los que presenta 2, para la
familia de nucleétidos derivados de guanosina, se puede observar que 1 es mas sensible a
la presencia de dichos aniones. Una posible razén para esto radica en el modo de unién entre

quimiosensor-nucleotido, donde interacciones supramoleculares trabajan de manera aditiva,
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favoreciendo el proceso de asociacién, como por ejemplo apilamiento T o formacion de

enlaces de hidrégeno. Para el caso del quimiosensor 1, las interacciones 1T existen en mayor
probabilidad si se compara con el quimiosensor 2, debido a que este, no posee tantos grupos
aromaticos como 1. Adicionalmente la contribucion electrostatica en la asociacion del sensor
1 (tetracation) puede resultar en mayor afinidad por nucleétidos que la determinada por el

sensor neutro 2.

Los estudios UV-Vis proporcionan evidencia adicional que apoya la formacion de especies
1:2y 2:2 entre el GTP y el quimiosensor 1. El perfil AA vs [GTP] muestra dos procesos, uno
a concentraciones inferiores a 400 uyM de GTP (formacién de la especie 1:2) y otro a

concentraciones superiores a 400 uM de GTP (formacion de la especie 2:2).

Los estudios de RMN de los sistemas 1-GTP y 2-GDP, permitieron elucidar el modo de union
de los sistemas quimiosensor-nucleétido. En ambos sistemas hay desproteccion del CH del
grupo imidazol presente en la guanosina del nucleétido, por lo que se propone la formacion
de un enlace de coordinacion entre la unidad que forman el quelato de zinc (Il) tetradentado
y el nitrégeno del imidazol, de esta manera se logra saturar la esfera de coordinacion de zinc

(1) para obtener un quelato pentadentado (ver Esquema 4.28).

En 3'P-RMN se observa para ambos sistemas, la desproteccion del fésforo B correspondiente
al grupo fosfato intermedio en GTP y en el caso de GDP, representa el fosfato terminal. Esto
lleva a proponer que el grupo fosfato respectivo se encuentra coordinado de manera
bidentada a la unidad que forma el quelato de zinc (ll) tridentado, de esta manera se logra
saturar la esfera de coordinacién de zinc (ll) para obtener un quelato pentadentado (Ver
Esquema 4.28 y 4.29).

/ A
o/>/’ N GDP o’ N_”‘ o-R™
Yo o
O%N/ \ o
N

Esquema 4.28 Propuesta del modo de unién entre 2 y GDP, estequiometria 1:1.
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Esquema 4.29 Propuesta del modo de unién entre 1 y GTP, estequiometria 1:1, 1:2 y 2:2.

De acuerdo a los estudios de fluorescencia, RMN y espectroscopia de UV-Visible resulta
prometedora la afinidad y selectividad del receptor 1 con GTP frente a otros nucledétidos, por
lo cual esto abre una perspectiva donde el receptor 1 puede competir en afinidad y
selectividad con los receptores informados hasta la fecha que detectan GTP en disolucion
acuosa y a pH neutro.
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Se disenaron y sintetizaron dos nuevos receptores dinucleares de zinc (ll) que fluorescen en

medio acuoso y pH neutro, estos funcionan como quimiosensores para moléculas con

relevancia bioldgica (nucleétidos, guanosina, PPi).

Los quimiosensores 1 y 2 son producto de la reaccion del respectivo ligante (L1 o L2) con
Zn(OTf)2, estos ultimos presentan como unidad de sefializacion un fragmento de quinolina,
dicho fragmento se encuentra funcionalizado en las posiciones 5 y 8 por agentes quelantes
de dipicolilamina (DPA) para L1 e iminodiacetato (IDA) para L2. Los quelatos de Zn?*-DPA o
Zn?*-IDA funcionan como unidades receptoras para coordinan sustratos basicos de Lewis
como los nucleétidos que presentan grupos O-donadores y N-donadores. Los ligantes L1y
L2 coordinan iones zinc (ll) con constantes de asociacion (Ka) alrededor de 104 M.
Diagramas de Job y EM (ESI) corroboran una estequiometria 1:2 ligante-zinc (ll). Bajo luz
UV, se observa un incremento perceptible en la intensidad de fluorescencia cuando los
ligantes se coordinan a Zn?*. Este fendmeno es conocido como CEF (Chelation Enhancement

of Fluorescence; Incremento de la Fluorescencia por Quelacion).

La caracterizacion por RMN de los complejos dinucleares de zinc (II) 1 y 2, muestra que las
sefales orto y para al nitrégeno de la quinolina presentan el mayor desplazamiento a campo
bajo, lo que indica que el nitrégeno de la quinolina participa en la coordinacion de uno de los

iones zinc (ll).

Las constantes de asociacion obtenidas de titulaciones fluorimétricas muestran que 1 pueden
detectar concentraciones micromolares de nucledtidos, nucledsidos y PPi con una tendencia
GTP > GDP > PPi >> GMP > Guanosina. Para el caso del quimiosensor 2, se observa afinidad
por GDP, el sistema 2-GDP presenta una constante de asociacion obtenida de una titulacion
espectroscépica de 'H-RMN igual a 2300+£55 M.

Los perfiles de fluorescencia de 1 muestran asociacion con los nucleétidos estudiados
manifestando una selectividad para GTP. Los datos experimentales fueron ajustados a una
combinacion de modelos estequiométricos 1:2 y 2:2 correspondientes a las especies
[1:GTP2] y [12:GTP2] respectivamente.
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CONCLUSION

De los datos experimentales se calcularon constantes de asociacion logB1= 8.49 [1:GTP2] y
logB2= 18.43 M-' [12:GTP2] con un error menor al 10 %.

Por el método de variacion continua se puede observar que el maximo de emision de
fluorescencia para el sistema 1-GTP se encuentra en una fracciéon molar de 1 aproximada a
0.51, soportando la formacién de la especie con estequiometria 2:2 [12:GTP2], por este
analisis no es posible discriminar las especies 1:1y 2:2, sin embargo, la forma sigmoidea de

los perfiles de emision descarta la formacién de la especie 1:1.

Estudios de RMN de los sistemas 1-GTP y 2-GDP, permitieron elucidar el modo de unién de
los sistemas quimiosensor-nucleétido. En ambos sistemas hay desproteccion del CH del
grupo imidazol presente en la guanosina del nucleétido, por lo que se propone la formacién
de un enlace de coordinacion entre la unidad que forman el quelato de zinc (Il) tetradentado
y el nitrégeno del imidazol, de esta manera se logra saturar la esfera de coordinacién de zinc
(II) para obtener un quelato pentadentado. En el sistema 1-GTP, se puede observar para
GTP, que la sefial correspondiente a uno de los CH de la ribosa, se desplaza a campos altos,
por lo que se propone que el CH de la ribosa se encuentra interaccionando con alguno de los
grupos aromaticos presentes en el quimiosensor 1. En 3'P-RMN se observa para ambos
sistemas, la desproteccion del fésforo B correspondiente al grupo fosfato intermedio en GTP
y en el caso de GDP, representa el fosfato terminal. Esto lleva a proponer que el grupo fosfato
respectivo se encuentra coordinado de manera bidentada a la unidad que forma el quelato
de zinc (Il) tridentado, de esta manera se logra saturar la esfera de coordinacion de zinc (I1)

para obtener un quelato pentadentado.

Un punto relevante y que vale la pena resaltar de esta investigacion recae en la estructura
de los receptores sintetizados y al modo en cémo estos reconocen nucledésidos di y trifosfato,
ya que los primeros son asimétricos debido a que presentan un quelato tridentado y un
quelato tetradentado que en conjunto contienen sitios potenciales de unién para enlazar

nucleotidos cooperativamente, lo cual es practicamente inexplorado.

Combinando todos los estudios espectroscopicos en disolucion acuosa y en particular debido
a la selectividad que manifesté el quimiosensor 1 por GTP frente a otros nucledtidos alientan
a abrir una perspectiva donde 1 puede competir en afinidad y/o selectividad con los

receptores informados hasta la fecha que detectan GTP en disolucion acuosa.
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ANEXOS

1. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, DMSO-46) de 5,8-Dimetilquinolina.

2. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CDCls) de 5,8-Bis(bromometil)quinolina.
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ANEXOS

3. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CD30D) de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)amino]quinolina, L1.

4. Espectro de *C-RMN (300 MHz, CDs0OD) de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)amino]quinolina, L1.
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5. Espectro HSQC (300 MHz, CD30OD) de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)amino]quinolina, L1.

6. Espectro DEPT (300 MHz, CD3OD) de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)Jamino]quinolina, L1.
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ANEXOS

Data:2302 QDPy-F Acquired:6/17/2016 12:52:44 PM
Sample Name:Dr Dorazco Alejandro/Operador:Carmen Garcia-Javier Perez Operator:AccuTOF
Mass Calibration dala:Cal PEG 600
Created:12/9/2016 2:08:59 PM

Created by:AccuTOF
Charge number:1 Tolerance:2.00(mmu) Unsaturation Number:3.0 .. 24.0 (Fraction:Both)
Element:'?C:0 .. 45, 'H:0 .. 80, “N:2 .. 7
Relative Intensity
1004 552.28775
50 -
553.29421
1 554.29078
- |
o I ' I 'I I v T T T ' I | v ) T 1 ! I ! I ' I L I '
552.0 554.0 556.0 558.0 560.0 562.0 564.0
m/z
; Mass Difference | Mass Difference "
Mass ‘ Intensity | Calc. Mass ‘ (mmu) ‘ (ppm) Possible Formula | Unsaturation Number
55228775 1041578  552.28757 0.1¢ 0.33 12Cas'Haa"N7 [ 225

7. Espectro de Masas (DART") de 5,8-Bis[N-(metil)di-(2-dipicolil)amino]quinolina, L1.

8. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CD30D) del Complejo Dinuclear 1.
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ANEXOS

9. Espectro de "*C-RMN (300 MHz, CDsOD) del Complejo Dinuclear 1.

10. Espectro HSQC (300 MHz, CDsOD) del complejo dinuclear 1.
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11. Espectro DEPT (300 MHz, CD30D) del complejo dinuclear 1.

12. Espectro de "®F-RMN (300 MHz, CDs0D) del Complejo Dinuclear 1.
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ANEXOS

Inlens5 +MS, 0.1-1.0min #(2-10), 100%=161381
x10°

7642

583.1

489.6

11279

9141

05

823.0

3826
10139

2931 . 1395.2

00 Mo L A

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz

13. Espectro de Masas (ESI*) del Complejo Dinuclear 1.

14. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CDsOD) de 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]quinolina, L2.
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ANEXOS

15. Espectro de "*C-RMN (300 MHz, CD30D) de 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]quinolina, L2.

16. Espectro HSQC (300 MHz, CDsOD) de 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]lquinolina, L2.
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17. Espectro DEPT (300 MHz, CDsOD) de 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]quinolina, L2.

Data:2444 QDEtAc
Sample Name:Dr Dorazco Alejandro

Charge number:1
Element:'2G:0 .. 45, 'H:0 .. 80, “N:2 .. 5, '¥0:0 .. 8

Relative Intensity

Tolerance:2.00(mmu)

Acquired:6/22/2016 12:03:46 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal PEG 600
Created:12/9/2016 2:02:43 PM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:3.0 .. 24.0 (Fraction:Both)

53226481

50 -

J 533.26780

N 534.26845

0= T T : T T T T T T T T T T T T I T T T
532.0 534.0 536.0 538.0 540.0 542.0
m/z
I Mass Difference | Mass Difference | "
Mass Intensit Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
y (mmu) (ppm)
532.26481 20992.75 532.26589 -1.08 -2.03 12Co7'Hag™Na'80g 10.5|

18. Espectro de Masas (DART) de 5,8-Bis[N-(metil)iminodiacetato]quinolina, L2.
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19. Espectro de "H-RMN (300 MHz, CD3s0OD) del Complejo Dinuclear 2.

20. Espectro de "*C-RMN (300 MHz, CDsOD) del Complejo Dinuclear 2.
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21. Espectro HSQC (300 MHz, CD30D) del Complejo Dinuclear 2.

22. Espectro DEPT (300 MHz, CD30OD) del Complejo Dinuclear 2.
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23. Espectro de "®F-RMN (300 MHz, CD30OD) del Complejo Dinuclear 2.

Intens +MS, 0.1-1,0min #(2-0), 100%=1023634%
x104 7332

6182

°

b M itk .4.“( Ll .lmuu._h .W\.JMJMMLLW»L.M& l.L.«)h.mu.v MM‘MLU

600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 miz

24. Espectro de Masas (ESI") del Complejo Dinuclear 2.
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ANEXOS

[1:GTP2]

[L1+2Zn?" + 2GTP2 + H']*

[12:GTP2]

[2L1 + 4Zn?" + 2GTP* + 20T~ + 3Na'T*

Intens -MS, 2.8-4 3min #(20-31), 100%=43
2101 4
404
[12:GTP2]
30

[2L1 + 4Zn?* + 2GTP* + 30T~ + 2Na'T
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25. Espectro de Masas (ESI*) del Complejo Supramolecular [1-GTP]= 25 uM en H20.
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