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1.1. Quimica supramolecular

La quimica supramolecular, definida por Jean-Marie Lehn como “/a
quimica mas alla de las moléculas”, es un campo multidisciplinar que
engloba el estudio de las propiedades quimicas, fisicas y biologicas de las
especies de mayor complejidad que las mismas moléculas, las cuales se
mantienen unidas a través de interacciones intermoleculares.[1] Al contrario
de como sucede en la quimica molecular, la cual se basa en el
establecimiento de enlaces de tipo covalente, la quimica supramolecular
estudia las entidades resultantes de la asociacion de dos o mas especies

quimicas unidas mediante fuerzas de tipo no covalente.

Breve historia de la quimica supramolecular

Los antecedentes tedricos que sentaron las bases de la quimica
supramolecular se remontan a la segunda mitad del siglo XIX. En 1873
Johannes Diderik van der Waals postuld la existencia de fuerzas de tipo
intermolecular (entre grupos de distintas moléculas) y posteriormente, en
1883, Alfred Werner introdujo el concepto de la quimica de coordinacion.[2]
En la misma época, afio 1894, Hermann Emili Fischer acufio el concepto
conocido como “modelo de la llave y la cerradura”. Este mecanismo, que se
basa en los fendmenos de complementariedad estérica entre el sustrato y el
centro activo de las enzimas, fue propuesto para describir la interaccion
especifica enzima-sustrato.[3]

Sin embargo, no fue hasta la década de 1960 cuando se produjo el
avance definitivo en el campo de la quimica supramolecular. El
descubrimiento del rol (papel) biolégico esencial de cationes tales como Na',
K', Mg®" y Ca® en los procesos eléctricos (transmisién nerviosa) y
musculares (contraccion muscular),[4][5] junto al de un conjunto de
antibidticos naturales (valinomicina, gramidicina y nonactina) que
presentaban una elevada afinidad hacia distintos cationes alcalinos y a su vez

los transportaban a través de membrana,[6][7][8] sirvid como inspiracién



Capitulo 1

para que un conjunto de cientificos desarrollaran sistemas sintéticos con
propiedades analogas. En 1967 el quimico americano Charles John Pedersen
publico la sintesis de una serie de poliéteres ciclicos, denominados como
éteres corona, que tenian la capacidad de coordinar metales alcalinos de
forma selectiva (figura 1.1).[9] Posteriormente el trabajo de C. J. Pedersen
fue expandido por Donald James Cram mediante la sintesis de receptores de
topologia tridimensional capaces de encapsular al i6n metalico (figura 1.1),
lo que conducia a la obtencién de complejos metalicos con una mayor
estabilidad.[10] En la misma época, el quimico francés Jean-Marie Lehn
propuso el disefio de una serie de compuestos capaces de transportar cationes
a través de membranas celulares, mimetizando asi a los antibioticos
ciclopeptidicos anteriormente mencionados. El desarrollo de este tipo de
moléculas condujo por primera vez a la obtencion de ligandos
macrobicilicos, denominados criptandos, en los que dos atomos de nitrégeno
cabezas de puente estan conectados por cadenas de tipo poliéter (figura
L.1).[11][12]

Premio Nobel en Quimica, 1987

“for their development and use of molecules with structure-specific
interactions of high selectivity”
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La relevancia del trabajo de estos tres cientificos fue reconocida en
1987 mediante la concesion del Premio Nobel en Quimica (figura 1.1), por
sus trabajos pioneros en el campo de la quimica huésped-anfitrion (del inglés
host-guest), mas especificamente “por el desarrollo y uso de moléculas que
presentan una alta selectividad debida a interacciones estructuralmente
especificas”.

Posteriormente, la quimica supramolecular ha desarrollado sus
propias bases tedricas asi como un lenguaje propio, impulsado en gran
medida por el trabajo posterior llevado a cabo por J.-M. Lehn.[13] Los
fundamentos de esta disciplina, junto a los principales avances producidos,
han sido recopilados recientemente en la enciclopedia “Supramolecular

Chemistry: From Molecules to Nanomaterials”.[14]

1.1.1. Aproximacion supramolecular a la quimica médica

Un analisis rapido del conjunto de los procesos involucrados en el
correcto funcionamiento de los sistemas biologicos conduce a la conclusion
de que la mayoria de las interacciones clave en este tipo de sistemas son de
tipo supramolecular.[14] Asi pues, dado que el objetivo principal de la
quimica médica es el de influir en este tipo de procesos, resulta esencial
profundizar en su estudio para poder aprovechar asi estos conocimientos en
el disefio de nuevos farmacos.

Para la correcta comprension del impacto de la quimica
supramolecular en la quimica médica se procedera a detallar las fuerzas
intermoleculares de tipo no covalente responsables de las interacciones a
nivel supramolecular junto a los conceptos de reconocimiento molecular y

autoensamblaje.
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Fuerzas intermoleculares

Como se ha mencionado anteriormente, las especies
supramoleculares resultan de la asociacion de dos o mas moléculas como
consecuencia de la suma de diferentes interacciones intermoleculares, tanto
atractivas como repulsivas, por lo que resulta conveniente llevar a cabo una

breve descripcion de las mismas.

La tabla 1.1 recoge los tipos de fuerza no covalentes mas
importantes junto a las correspondientes energias de disociacion y el grado
de direccionalidad asociado a cada una. En todos los casos este tipo de
fuerzas son mas débiles que los enlaces de tipo idnico o covalente, por lo que

es comun referirse a ellas como “fuerzas débiles”.

Tabla 1.1. Valores aproximados para las energias de disociacion de los distintos tipos

de enlace en las interacciones no covalentes.[15]

Tipo de interacciéon Energia de disociacién (kJ/mol) Direccionalidad
Enlace i6nico 350 - 100 No direccional
Enlace de coordinacion 300 - 100 Direccional
Ion - dipolo 200 - 50 Poco direccional
Enlace de hidrogeno 120 - 4 Direccional
Cation - 80-5 Direccional
Enlace de halogeno 50-10 Direccional
Anién - 1 50-5 Direccional
Dipolo - dipolo 50-5 Poco direccional
Apilamiento & 50-2 Direccional
Fuerzas de Van der Waals <5 No direccional




Introduccién

Las interacciones ion-dipolo ocurren entre un ion y una molécula
neutra que presenta un momento dipolar, pudiendo ser éste permanente o
temporal. Un ejemplo es las interaccion de un ion alcalino con un éter
corona. Por otro lado, las interacciones dipolo-dipolo se producen entre dos
moléculas neutras que poseen momento dipolar intrinseco.[16] Este tipo de
interacciones son las responsables de las orientaciones de las cadenas
hidrocarbonadas que se agregan para formar micelas o bicapas lipidicas
(figura 1.5).

Una mencion especial merece el enlace de hidrogeno, éste es
considerado como una interaccion dipolo-dipolo particular en la que existe
una interaccion atractiva direccional entre un atomo de hidrégeno de una
molécula X-H (dador de enlace de hidrogeno), donde el atomo X es mas
electronegativo que H, y un atomo electron-atrayente (aceptor de enlace de
hidrogeno). Estas asociaciones resultan de elevada importancia en multitud
de procesos bioldgicos. Uno de los ejemplos mas representativo lo
encontramos en la formacion de las estructuras secundarias de los acidos
nucleicos, proceso en el que dos hebras quedan enfrentadas mediante el
establecimiento de multiples enlaces de hidrogeno direccionales entre las
bases nucleicas.[17]

Otro tipo de fuerzas que cobran gran relevancia en los sistemas
bioldgicos, y a las cuales se hard mencion durante la presente tesis, son las
interacciones que involucran sistemas aromaticos extendidos, pudiendo éstas
clasificarse en distintas categorias (figura 1.2): apilamiento-=, i6n-m (cation-n
y anioén- n) y XH-n.[18] Este tipo de fuerzas derivan de contribuciones
electroestaticas, dipolos inducidos, contribuciones dispersivas y efectos
hidréfobos.[19] La interaccion por apilamiento-rt presenta energias de enlace
inferiores a 50 kJ/mol, siendo mas intensas en el caso de sistemas en los que
estd involucrados dos anillos aromaticos, uno electron deficiente y otro
electron excedente. La presencia de atomos electron-atrayentes en el anillo
aromatico conduce a un estado en el que el sistema presenta una menor
densidad de carga n. Por otra parte, si algin heteroatomo del anillo aromatico
estd implicado en la coordinacion de un ion metalico, o se encuentra

alquilado, el caracter 7 deficiente se acentua.[20]
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Figura 1.2. Ejemplos de interacciones de tipo no-covalente en las que intervienen
anillos aromaticos.

Otro factor a considerar es el entorno en el que se producen este tipo
de interacciones. Por lo general, la asociacion entre una molécula y su diana
bioldgica tiene lugar en medio acuoso y, por consiguiente, deben tenerse en
cuenta los efectos hidrofobos, los cuales gobiernan la asociacion de
moléculas apolares en disolucién acuosa.[21] Asi pues, al desplazarse las
moléculas de agua presentes en la cavidad como consecuencia de la
interaccion de la molécula huésped hidrofoba se produce un efecto entrépico
favorable (figura 1.3). Dicho proceso puede llegar a compensar el cambio de

entropia desfavorable derivado de la inmovilizacion de la molécula.[14]
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(ONO) o
@ © @ © e @ © OO
@ oo +O© @ @ + n@
@ © o © @ ©
@ 0o 00
D C > vC
®e e
anfitrion supramolecular — huesped supramolecular disolvente

Figura 1.3. Descripcion de la quimica huésped-anfitrion y del desplazamiento de
moléculas presentes en la esfera de solvatacion producido por la interaccion.
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Reconocimiento molecular

El reconocimiento molecular se define como un proceso que
engloba tanto la unidon como la seleccion de sustratos especificos por parte de
una molécula receptora para realizar una funcion especifica.[14] Se trata de
un concepto ampliamente utilizado en el campo de la biologia desde que H.
E. Fischer planteara la hipdtesis de la llave y la cerradura. Este tipo de
asociaciones se ha revelado como uno mecanismo clave en una gran variedad
de procesos biologicos tales como la formacion de membranas lipidicas, el
plegamiento de las proteinas, los procesos de replicacion del ADN, la
actividad de distintos receptores y transportadores de membrana, asi como la
gran cantidad de procesos cataliticos cuya primera etapa consiste en el

reconocimiento especifico del sustrato por parte de la enzima.[22]

a)

enlace de hidrogeno
N, -

enlace de coordinacion

i
i
. O\

atraccion interacciones
electrostatica hidrofobicas

b)

Gy

Huésped ) Huésped
~———————

P Ty

9

Figura 1.4. Representaciones esquematicas del concepto de la llave y la cerradura

P
£

desarrollado por H. E. Fischer. Se presentan (a) las fuerzas que intervienen en el
proceso y (b) el concepto de complementariedad entre el huésped y el anfitrion.
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En el ambito de la quimica supramolecular se expande el concepto
de reconocimiento molecular mas allda de los sistemas bioldgicos,
definiéndose asi el concepto de huésped y anfitrion. Asi pues, el aducto
(complejo) resultante de la interaccion entre el huésped y el anfitrion esta
constituido por dos o mas moléculas, o iones, que se mantienen unidos por
medio de fuerzas de tipo no covalente (figura 1.4). En este tipo de procesos
no sélo es necesario que exista una elevada afinidad sino que a su vez debe
existir selectividad por un determinado sustrato (figura 1.4). Esto tltimo se
consigue por medio de los fendmenos conocidos como preorganizacion y
complementariedad.

El principio de preorganizacion establece que cuanto mas
organizadas estén inicialmente las moléculas implicadas en la interaccion
mas estable sera el complejo resultante, mientras que la complementariedad
implica una disposicion estereoelectronica adecuada de los distintos sitios de

unioén del anfitrion respecto a los de la molécula huésped.[23][24][25]

Autoensamblaje

Se entiende por autoensamblaje la formacion de una estructura final
por medio de la asociacion directa y espontanea de sus componentes
individuales. Para que este proceso se produzca éstos deben encontrarse en
una mezcla que presente las condiciones adecuadas (concentracion, pH,
fuerza io6nica, temperatura etc.). Por otro lado, este proceso debe ser
completamente reversible y la estructura final ser el producto

termodinamicamente mas estable.[26]

Al igual que los procesos de reconocimiento molecular, el fenomeno
de autoensamblaje esta involucrado en una gran variedad de procesos
biolégicos, lo que permite alcanzar el grado de complejidad y organizacion
asociado a estos sistemas. Algunos ejemplos son el establecimiento de las

estructuras secundarias de los acidos nucleicos, la formacion de membranas

10
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fosfolipidicas asi como el plegamiento de las proteinas en su estructura
tridimensional (figura 1.5).

Las moléculas individuales a partir de las cuales se obtiene la
estructura compleja poseen de forma intrinseca toda la informacion necesaria
para que este proceso tenga lugar. El reto para la extrapolacion de este tipo
de procesos consiste en el disefio y la sintesis de nuevos componentes
moleculares, “building blocks”, que contengan codificada toda la
informaciéon necesaria (estructura, carga, polarizabilidad etc.) para que se
lleve a cabo la autoorganizacion de forma espontanea. En la figura 1.5 se
observa como en funcion de su informacion intrinseca, asi como de las
condiciones de la mezcla, el autoensamblaje de las distintas unidades basicas

puede conducir a la obtencion de una estructura final u otra.

a)

Figura 1.5. (a) Formacion de una bicapa fosfolipidica a partir de los grupos
individuales (fosfolipidos). (b) Estructuras adoptadas mediante el proceso de
ensamblaje de los fosfolipidos, en funciéon de las condiciones externas o sus
propiedades. (c) Formacion de distintas estructuras finales a partir de las unidades
basicas, “building blocks”.
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1.2. Aplicaciones biomédicas de las poliaminas

En el presente apartado se procedera a describir brevemente las
poliaminas de origen natural y sus roles biologicos (Poliaminas en los
sistemas biologicos, apartado 1.2.1), asi como algunas de las aplicaciones
biomédicas de poliaminas sintéticas descritas durante las ultimas décadas.
Mas especificamente, se hara una breve descripcién de las aplicaciones de
este tipo de moléculas en el campo de la defensa contra el estrés oxidativo
(Compuestos poliaminicos como miméticos SOD, apartado 1.2.2), asi como
de su uso para la interaccion con secuencias de acidos nucleicos enfocado a
la obtencion de nuevos agentes terapéuticos y de diagndstico (Acidos

nucleicos como diana supramolecular, apartado 1.2.3).

1.2.1. Poliaminas en los sistemas bioldgicos

Durante las tultimas décadas se ha visto que las poliaminas
desarrollan un papel esencial en una gran variedad de procesos bioldgicos
directamente involucrados en el crecimiento y desarrollo celular,[27] estando
presentes éstas en concentraciones altas (mM) en practicamente todas las
células.

Las poliaminas de pequefio peso molecular juegan un papel clave en
la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, en procesos de regulacion de
expresion génica asi como en el control de la actividad de ciertos canales de
iones y en la modulacion de la actividad quinasa.[28] Por otro lado,
numerosos estudios han demostrado que las poliaminas naturales desarrollan
un rol esencial en los procesos de division celular, alcanzandose
concentraciones elevadas de éstas en condiciones de alta division celular
tales como procesos de crecimiento tumoral o en la fibrosis quistica.[27] Por
todo ello, y con el objetivo de mantener la concentracion de las poliaminas
en niveles intracelulares, las células presentan una respuesta rapida y

significativa para regular su biodisponibilidad mediante la actuacion de un
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conjunto de enzimas encargadas de la sintesis y degradacion de las mismas
(ornitina descarboxilasa, aminopropil transferasas, acetil transferasas,

poliamina oxidasas, etc.).[27]

La naturaleza, composicion y concentracion de las poliaminas varia
entre organismos (figura 1.6). Las poliaminas predominantes en mamiferos,
denominadas como “poliaminas naturales”, son la putrescina, la espermidina
y la espermina. Todas ellas son moléculas de bajo peso molecular que se
encuentran cargadas positivamente a pH fisiologico (figura 1.6).[27] Las
poliaminas biogénicas interaccionan con los surcos del ADN y del ARN
mediante fuerzas de tipo electroestatico asi como por medio del
establecimiento de enlaces de hidrogeno. Dicha interaccion favorece la
condensacion del ADN protegiéndolo asi de agentes daflinos tales como
radicales ionizantes y especies reactivas de oxigeno.[29] A su vez, la
interaccion de este tipo de moléculas con el ARN es uno de los procesos de
regulacion génica mas extendidos; esto es asi ya que dicha interaccion
produce cambios conformacionales en la secuencia de los acidos nucleicos
imposibilitando su interacciéon con las proteinas encargadas de la
traduccion.[30] Sin embargo, a pesar de los numeroso estudios llevados a
cabo el papel preciso de los distintos tipos de poliaminas en los sistemas

vivos no se ha descrito aun en su totalidad.
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La alimentacion y las bacterias gastrointestinales son las principales
fuentes de poliaminas exdgenas.[30] La internalizacion de este tipo de
moléculas se lleva a cabo mediante el proceso conocido como sistema de
transporte de poliaminas (STP), aunque cabe destacar que a dia de hoy no se
ha resuelto completamente su mecanismo. El STP se compone de un
conjunto de permeasas, sistemas de transporte de membrana, especificas para
distintos sustratos. Tanto la identidad como composicion de este tipo de
proteinas integrales de membrana no se ha descrito en su totalidad. Por otro
lado, se ha determinado que con frecuencia la actividad del STP aumenta de
forma significativa con la transformacion oncogénica de las células, generada
por la activacion de un protooncogen, encontrandose estrechamente
relacionado este proceso con un aumento significativo de la presencia de
poliaminas en el interior de la célula. [32] De ello se deduce que este
mecanismo de transporte de poliaminas se encuentra sobreexpresado en la
gran mayoria de células cancerigenas, lo que abre un campo para la

aplicacion de las poliaminas como agentes antitumorales.
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1.2.2. Compuestos poliaminicos como miméticos SOD

Se entiende por estrés oxidativo la generacion de cantidades no
metabolicas de distintas especies reactivas caracterizadas por poseer uno o
mas electrones deseapareados, algunos ejemplos son el superoxido (Oy), el
oxido nitrico (NO), el peroxido de hidrogeno (H,O,) y el peroxinitrito
(ONOO)). El desequilibrio redox entre estas especies y los distintos sistemas
antioxidantes endogenos se traduce en un dafio oxidativo a las moléculas
bioldgicas asi como en un deterioro en las vias de sefalizacion.[33] El estrés
oxidativo esta relacionado con una gran variedad de dolencias tales como:
patologias del sistema nervioso central (esclerosis lateral amiotrofica (ELA),
enfermedad de Parkinson, trastorno bipolar y enfermedad de Alzheimer)[34]
[35][36][37], afecciones cardiovasculares y pulmonares,[38][39][40]
diabetes,[41] enfermedades oculares,[42] envejecimiento,[43] cancer [44] y

lesiones por radiacion.[45]

En el caso especifico del superoxido, O,, éste se genera cuando la
molécula de O, se reduce por un electron. Pequefias cantidades de este
radical se producen en una gran variedad de procesos metabolicos de las
células aerdbicas; algunos ejemplos son la respiracion celular, el
metabolismo del 4cido araquidénico y la actividad de la enzima xantina
oxidasa,[46] por lo que existe una produccion celular baja pero continua de
0O,. A su vez, también se genera O, como resultado de la activacion de los
fagocitos en respuesta a procesos de infeccion (neutréfilos, monocitos,
macroéfagos etc.).[47] Si bien el radical O, dismuta de forma espontanea, esta
reaccion no es lo suficientemente rapida como para mantener su
concentracion intracelular en niveles no tdxicos.[48] Por este motivo los
organismos han evolucionado generando una familia de metaloenzimas
protectoras, llamadas superoxido dismutasas (SOD), las cuales catalizan de
forma eficiente la reaccion de dismutacion del O,. Las enzimas SOD se
clasifican en funcion del tipo de metal presente en su centro activo; se han
determinado enzimas con cobre y zinc (CuZnSOD), con manganeso
(MnSOD), con hierro (FeSOD) y con niquel (NiSOD) (figura 1.7).[49]
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Ir
-_p%ill

Figura 1.7. Comparacion de las estructuras cuaternarias (arriba) y los centros activos
(abajo) de distintas SOD; (a) CuyZn,SOD humana (PDB, 1pu0), (b) MnSOD (PDB,
lvew), (c) FeSOD de E. Coli (PDB, lisa) y (d) NiSOD de S. Coeliocor (PDB, 1t6u).

Las MnSOD y las FeSOD, que se localizan respectivamente en las
mitocondrias y en algunas células procariotas, estan emparentadas
evolutivamente por lo que presentan una alta similitud estructural. Por otro
lado, las NiSOD se encuentran en algunas células procariotas mientras que
las CuZnSOD estan presentes en practicamente todas las células
eucariotas.[49]

En el caso de los mamiferos se ha determinado la presencia de
enzimas CuZnSOD en el citosol y en el exterior celular, asi como de MnSOD
en el interior de las mitocondrias.[S0][S1] La mayor parte de la produccion
de O, intracelular procede de la cadena respiratoria mitocondrial, en donde a
lo largo de los distintos ciclos encargados del suministro de la energia
necesaria para la actividad celular, por medio de la conversion de ADP a
ATP, un electron pueden reducir a la molécula de O, generando esta especie
reactiva de oxigeno.[52] Por ello estos organulos juegan un papel critico en
los procesos de estrés oxidativo.[53]

A continuacion se describiran brevemente las metaloenzimas con
mayor presencia en los mamiferos, CuZnSOD y MnSOD, junto a sus

correspondientes ciclos cataliticos. Por otro lado, se discutiran los factores
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mas importantes que se deben tener en cuenta a la hora de disefar
compuestos poliaminicos como miméticos SOD, asi como algunos ejemplos

encontrados en la literatura.

Superoéxido dismutasas de cobre y zinc (CuZnSOD)

Este tipo de enzimas fueron las primeras SOD en ser aisladas y
estudiadas. Ya en 1932 Taddeus Mann y David Keilin aislaron una enzima
azul de cobre de eritrocitos bovinos a la que denominaron hemocupreina y
determinaron su contenido en cobre (0.34 %), asi como su peso (24 kDa).
[54] Afios mas tarde se aislaron otro conjunto de enzimas con caracteristicas
similares procedentes de eritrocitos humanos, las cuales recibieron el nombre
de eritrocupreina de cerebro, cerebrocupreina, y eritrocupreina de higado,
hepatocuproteina.[55][56] Sin embargo, no se tuvo constancia de la funcidén
bioldgica de este tipo de metaloenzimas hasta que Joe Milton McCord y
Irwin Fridovich determinaron su funcién en 1969. El trabajo de estos dos
cientificos concluyd que este tipo de macromoléculas eran las encargadas de
catalizar la reaccion de dismutacion del O,, pasando a denominarse como

superdxido dismutasas de cobre y zinc (CuZnSOD).[57]

La mayoria de las enzimas de cobre y zinc son dimeros de unos 32
kDa, por lo que cominmente se denominan como Cu,Zn,SOD. A modo de
ejemplo, la CuyZn,SOD de eritrocito bovino (PDB, 2SOD) esta compuesta
por dos subunidades idénticas de unos 16 kDa. Cada una de las subunidades
CuZnSOD presenta una estructura de tipo barril-f achatado integrada por un
total de ocho laéminas-f antiparalelas. A su vez, ambas subunidades presentan
una cavidad cénica con un didmetro de 24 A en la parte externa y de 4 A en
la parte interna, situdndose el centro activo al final de esta cavidad. Las
cadenas laterales que forman las paredes de las cavidades estan compuestas
por aminoacidos cargados positivamente, lo que genera un gradiente
eléctrico que atrae a moléculas cargadas negativamente hacia el centro

activo.[58] Cada uno de los centros activos presenta un atomo de cobre y uno
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de zinc unidos por una histidina (His-61), cuyo grupo imidazol desprotonado
actia como ligando puente bis-monodentado entre los centros metalicos
(figura 1.8). En su forma oxidada la esfera de coordinacion del cobre
presenta, ademas del imidazolato puente, tres residuos de histidina (His-44,
His-46 y His-118) asi como una molécula de agua débilmente unida al centro
metalico, adoptando una geometria de coordinacion de piramide de base
cuadrada distorsionada (figura 1.8). Cercano al cobre se encuentra la cadena
lateral de la Arg-141, la cual estd cargada positivamente y cuya funcion
parece ser la de ayudar en el proceso de transferencia de protones, a la vez
que fija la orientacion del O, en el centro activo. Por otro lado, la esfera de
coordinacion del zinc se compone de dos histidinas (His-69 y His-78) y un
grupo aspartato (Asp-81), adquiriendo una geometria de coordinacion

tetraédrica distorsionada (figura 1.8).

En cuanto a la actividad catalitica, el cobre actia como centro
electroactivo mientras que el zinc parece desempefiar una funcion meramente
estructural. Esta hipotesis se verifico experimentalmente ya que al sustituir el
zinc por otro catiéon divalente (cobre, cobalto, cadmio o mercurio) no se

observo una pérdida de actividad significativa.[58]

En la figura 1.8 se muestra el mecanismo propuesto para el ciclo
catalitico de las CuZnSOD, el cual consta de una etapa de oxidacion del
metal seguida por otra de reduccidn, junto a las correspondientes etapas
intermedias de transferencia de protones, entrada de sustratos y salida de
productos. Mas especificamente, el primer paso consiste en la difusion del
O, hasta el centro activo, guiado por el gradiente de potencial eléctrico
generado por los aminoécidos que conforman las paredes de la cavidad.

Como se ha mencionado anteriormente, el resto Arg-141 juega un
papel relevante ya que no solo atrae al O, sino que lo dispone espacialmente
de forma adecuada para las posteriores etapas. Una vez coordinado el
superdxido al metal se produce una transferencia electronica mediante un
mecanismo de esfera interna; el O, se oxida a O, mientas que por otro lado

el estado de oxidacion del cobre pasa de +2 a +1. Posteriormente, el oxigeno
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molecular generado se libera al medio a la vez que el grupo imidazol puente
se protona permaneciendo coordinado al Zn(II) como ligando monodentado
(figura 1.8). El siguiente paso consiste en la fijaciéon de un segundo O, por
parte del centro metalico; este proceso viene acompafado de una reduccion
del radical por un mecanismo de esfera interna regenerandose asi el cobre en
su estado de oxidacion inicial +2. Paralelamente se produce la transferencia
del proton de la His-61 al superdxido, dando lugar a la formacion de la
especie HO,". Una vez liberado el anion HO, éste se protona, obteniéndose
asi la especie H,O,. Como consecuencia directa de esta etapa catalitica se
restablece el puente imidazolato entre el cobre y el zinc, regenerandose asi la

geometria de coordinacion inicial (figura 1.8).
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Figura 1.8. Ciclo catalitico de las CuZnSOD para la dismutaciéon del radical
superoxido, mecanismo de esfera interna propuesto.[59]

Si bien se ha descrito que ambos procesos redox del O, transcurren
mediante un mecanismo de esfera interna, algunos trabajos han sugerido la
hipotesis de que al menos una de las dos etapas tenga lugar por un

mecanismo de esfera externa.[60]
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Superoéxido dismutasas de manganeso (MnSOD)

En 1970 se aislaron y describieron otro tipo de enzimas SOD cuyo
centro activo presentaba un i6on manganeso (MnSOD). Las MnSOD estan
presentes en casi todos los sistemas vivos, desde bacterias hasta seres
humanos. La estructura primaria de las MnSOD se compone de un total de
200 residuos, con un peso de aproximadamente 88 kDa.[61] Estos residuos
se disponen en dos dominios, presentando el primero de ellos dos hélices-a
(al y 02) y el segundo cinco hélices-a (a3 - a7) y tres ldminas-f. El centro
activo se situa entre ambos dominios. Las hélices del primer dominio (al y
a2) se disponen en posicion antiparalela con un angulo relativo de 35°,
aportando cada una de ellas un grupo histidina como posicion coordinante
hacia el atomo de manganeso. El segundo dominio se divide en tres
subunidades, por un lado las hélices a3 y a4, por otro las hélices a6 y a7
mientras que las tres laminas-p y la hélice a5 se disponen en el centro. Las
dos posiciones coordinantes restantes para completar la esfera de
coordinacion del manganeso son la His-163 y el grupo Asp-159,
provenientes respectivamente de B3 y a6 del segundo dominio. El entorno de
coordinacion del manganeso esta altamente conservado en las distintas
enzimas MnSOD sin importar el organismo considerado (figura 1.9).

A modo de ejemplo, el centro activo de la MnSOD humana (PDB,
In0j) presenta un cation manganeso coordinado a tres histidinas (His-26,
His-74 y His-63), a un grupo aspartato (Asp-159) y a una molécula de agua
(figura 1.9). En este caso, el manganeso adopta una geometria de
coordinacion de bipiramide trigonal distorsionada con una de las histidinas y

una molécula de agua ocupando las posiciones axiales.

En los sistemas bioldgicos las MnSOD suelen encontrarse en forma
de dimeros (figura 1.9), viéndose esta estructura estabilizada por la
interaccion directa entre un conjunto de residuos cercanos a los centros
metalicos. En estos sistemas los cationes metalicos se encuentran separados
por aproximadamente 18 A.[62][63][64] En algunos casos se observa la

asociacion de dos dimeros para conducir a la obtencion de tetrameros (figura
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1.9). Esta disposicion se ha identificado principalmente en MnSOD presentes
en las mitocondrias de levaduras, eucariotas superiores y algunos organismos

extremofilos.[62]

HISIH
GLN ae.i

'.“alﬁv

Figura 1.9. Comparacion de las estructuras cuaternarias (arriba) y de los centros
activos (abajo) de distintas MnSOD: (a) humanos (PDB, 1n0j), (b) E. Coli (PDB,
lvew) y (¢) D. radiodurans (PDB, 2ce4).

En la figura 1.10 se muestra el mecanismo propuesto para el ciclo
catalitico de las MnSOD. A lo largo de las distintas etapas el manganeso
modifica su estado de oxidacion de +2 a +3, mientras que a su vez se observa
la entrada y salida de sustratos asi como distintos procesos de transferencia

de protones.

Mas especificamente, partiendo del estado inicial en el que el
manganeso se encuentra pentacoordinado y en estado de oxidacion +2, la
fijacion y posterior reduccion del O, transcurre por un mecanismo de esfera
externa a través de su coordinacién con la molécula de agua que ocupa la

posicion axial (figura 1.10). Como consecuencia se produce la oxidacion del
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centro metalico asi como la transferencia de dos protones, uno procedente de
la molécula de agua y otro del grupo tirosina cercano, lo que conduce a la
liberacion de H,0,. Posteriormente se regenera el grupo hidroxo de la
tirosina y se produce la entrada de una segunda molécula de O, la cual se
coordina directamente al i6n metalico. Este paso tiene lugar sin producirse el
desplazamiento del grupo hidroxo, aumentandose asi el indice de
coordinacion del centro metalico (figura 1.10).[S8] La transferencia
electronica para la oxidacion del segundo O, transcurre a través de un
mecanismo de esfera interna, lo que conduce a la liberacion de O,. Se
observa como tanto la molécula de agua presente en la esfera de
coordinacion del manganeso como el grupo tirosina tienen un papel
fundamental a lo largo del ciclo catalitico, tanto por su habilidad para actuar
como dadores de protones como para la coordinacion y correcta orientacion
del O,

Y 34-O,
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Figura 1.10. Ciclo catalitico de las MnSOD para la dismutacion del radical
superoxido.[59]
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Si bien se ha descrito que uno de los procesos redox del Oy
transcurre a través de un mecanismo de esfera externa, mientras que el otro
lo hace a través de uno de esfera interna, algunos trabajos han sugerido la
hipdtesis de que ambas etapas tengan lugar a través de un mecanismo de

esfera interna.[58][65]

Disefio de miméticos de las SOD

Como se ha mencionado anteriormente, enfermedades tales como la
esclerosis lateral amiotrofica (ELA) o el Alzheimer se han relacionado con
distintas mutaciones en las enzimas CuZnSOD,[34][37] por otro lado, un
funcionamiento deficiente de este tipo de metaloenzimas se asocia a un
envejecimiento prematuro asi como a una mayor incidencia del cancer.[44]
El rol de las CuZnSOD se evidenci6é por medio de experimentos llevados a
cabo en ratones que presentaban una deficiencia en este tipo de
metaloenzimas, en cuyo caso los ratones mostraron un crecimiento normal
aunque eran susceptibles de padecer ciertas lesiones neuronales.

En el caso de las MnSOD, las cuales estan presentes en casi todos
los sistemas aerdbicos, su deficiencia puede resultar letal. De echo,
experimentos llevados a cabo en condiciones de deficiencia de la enzima
MnSOD condujeron a una elevada mortalidad de los roedores, debido a
cardiomiopatia, neurodegeneracion y acidosis metabodlica.[49]

Para contrarrestar estos efectos, como primera aproximacion se
llevaron a cabo experimentos clinicos en los que se suministr6 directamente
la enzima CuZnSOD obtenida de fuentes bioldgicas (Cu,Zn,SOD bovina u
Orgotein®). Sin embargo, en la actualidad su aplicaciéon no estd muy
extendida debido a que el uso de proteinas como farmaco resulta, en general,
poco eficiente; su gran tamafio y densidad de carga provoca una
extravasacion lenta seguida de una eliminacion renal rapida.[66] Por otro
lado, el uso de este tipo de macromoléculas como farmacos suele conducir a
la aparicion de respuestas inmunologicas severas, no pueden ser

administradas por via oral y los costos de produccion son muy elevados.[49]
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Por todo ello, durante las ultimas décadas se esta realizando un gran esfuerzo
de investigacion enfocado a la obtencion de compuestos de tipo no proteicos
y de bajo peso molecular que resulten capaces de mimetizar (imitar) el

comportamiento de las enzimas SOD.

A continuacion se detallaran los principales factores a tener en

cuenta a la hora de diseflar miméticos de las SOD.

a) Ion metdlico y quimica redox

El centro activo de cualquier mimético de SOD es el metal
electroactivo, debiendo éste ser capaz de reducirse y oxidarse por un electron
de forma reversible. Otra condicion indispensable, regida por la ley de la
termodinamica, es que el potencial redox del centro metdlico debe
encontrarse entre los valores de oxidacion y de reduccion del ion superdxido,
o lo que es lo mismo: el metal en su forma reducida debe presentar un
caracter reductor mayor que el superoxido, mientras que en su forma oxidada
debe ser mas oxidante que el propio superdxido. Con este objetivo, la
naturaleza ha seleccionado los iones metalicos cobre, manganeso, hierro y en
menor medida el niquel, todos ellos presentando las condiciones
termodinamicas necesarias para catalizar la dismutacion del ion superoxido

de forma efectiva (figura 1.11).

Existe una correlacion entre el potencial redox del centro metalico y
la velocidad catalizada de dismutacion del radical superdxido, que se cumple
siempre que el paso limitante de la velocidad de reaccion sea bien el proceso
de oxidacion o el de reduccion del anion superoxido. Este fendmeno esta
relacionado con la teoria, desarrollada por R. A. Marcus para las reacciones

de transferencia electronica.[67]
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En la figura 1.11 se presentan los valores de potencial formal
obtenidos para distintas SOD nativas de hierro, cobre 'y
manganeso.[68][69][70] Se observa que la mayoria de los potenciales
formales de las distintas enzimas estdn proximos a la semisuma de los
potenciales formales de reduccion y oxidacion del O, ( + 0.35 V), o
ligeramente inferiores, puesto que a este valor de potencial de reduccion se
alcanza la maxima velocidad en el ciclo catalitico. Sin embargo, algunos
autores consideran que a la hora de disefiar miméticos de las SOD es mejor
dirigirse a la obtencion de potenciales redox mas positivos para favorecer asi
el paso de reduccion inicial, lo cual hace que el compuesto reaccione de
forma selectiva con el radical superoxido, evitandose asi posibles reacciones
paralelas con otros oxidantes como pueden ser el hipoclorito, el peroxinitrito

o el perdxido de hidrégeno.[71]
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b) Geometria de coordinacion y flexibilidad

Una de las caracteristicas principales de las metaloenzimas, y en
especial de las oxidoreductasas, es que el metal electroactivo presenta un
indice de coordinacion bajo, evitandose asi la saturacion total. Por otro lado,
en todos los casos se observa la adopcion de geometrias de coordinacion
irregulares; esto es asi ya que los sitios de coordinacion presentes en las
proteinas tienen un alto grado de preoganizacion, siendo el metal el que debe
adaptarse en cierta medida al entorno de coordinacion preexistente.[58] Asi
pues, a diferencia de lo que sucede con los ligandos monodentados simples,
en este caso el ion metalico no puede organizar a su alrededor la esfera de
coordinacion que mas le acomode, sino que tiene que adaptarse al entorno de
coordinacion proporcionado por la metaloenzima. En la figura 1.12 se
observa como este nuevo estado de tension estereoquimica, estado entdtico,
se encuentra energéticamente mas proximo a la situacion en la que se
encuentra un complejo metalico en el complejo activado de una reaccion
(estado de transicion) que a su estado inicial mas estable. El estado entdtico
produce una disminucion de la energia de activacion y por consiguiente un
aumento en la velocidad de reaccion (figura 1.12). Esto explica la gran
reactividad de las metaloproteinas en comparacion con la de los complejos
analogos con ligandos mas sencillos.

Asi pues, una estrategia eficiente para obtener nuevos miméticos de
las SOD con caracteristicas mejoradas es el disefio de ligandos que
conduzcan a la formacion de complejos metalicos en los que el metal, una
vez coordinado, se encuentre en un estado entdtico, asi como que presente

cierto grado de instauracion coordinativa.
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Figura 1.12. Estado entdtico y energia de activacion. Diagrama de energia libre para

la misma reaccion en presencia de un catalizador convencional (complejo metalico),
energia de activacién AG”, y uno entitico (metaloproteina), energia de activacion
AG*,.[58]

Debido a que el metal tiende a completar la esfera de coordinacion,
la presencia de grupos con un alto grado de flexibilidad en la molécula
favorece estados de elevada saturacion coordinativa. Algunas de las técnicas
utilizadas para evitar este fendémeno son limitar la presencia de grupos
dadores adicionales asi como la introduccion de cierto grado de rigidez en la
molécula, evitando asi la adaptabilidad intrinseca de las cadenas
poliaminicas. La flexibilidad del ligando también tiene un efecto decisivo en
las geometrias de los estados de transicion adoptados a lo largo de todo el
proceso catalitico. Esto es asi ya que una vez iniciado el ciclo catalitico las
geometrias de coordinacion Optimas para cada uno de los estados de
transicion pueden variar. Por lo tanto, si alguno de estos estados de oxidacion
se encuentra altamente estabilizado la reduccion u oxidacion de dicho estado
pasaria a considerarse un paso limitante, y la velocidad global del ciclo
resultaria la de dicho paso. Para evitar esta situacion el ligando disefiado debe
presentar cierto grado de flexibilidad para poder adaptarse a los cambios del
estado de oxidacion, pero no conducir en ningln caso a un estado irreversible

de minima energia.
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¢) Presencia de residuos auxiliares y transferencia de protones

Como se ha descrito anteriormente, los centros activos de las
CuZnSOD y las MnSOD presentan residuos de aminoacidos cercanos, los
cuales se ha demostrado que estan involucrados en los procesos de
orientacion del sustrato y/o transferencia de protones a lo largo de los ciclos
cataliticos. Algunos ejemplos son la Arg-141 en las CuZnSOD (figura 1.13)
y la Tyr-34 en las MnSOD (figura 1.10).
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Figura 1.13. Centro activo de las CuZnSOD junto a dos miméticos SOD conteniendo
un atomo de cobre, (a) sin residuo de arginina y (b) con un residuo de arginina.[72]

A modo de ejemplo, en la figura 1.13 se presentan dos sistemas
miméticos con la diferencia de que uno de ellos presenta un grupo -OH en las
inmediaciones del centro activo mientras que el otro presenta un resto de
arginina en la misma posicion.[72] Este tltimo presenté casi el doble de
actividad frente a la dismutacion del radical superoxido respecto al complejo
sin arginina. Asi pues, la introduccion de grupos capaces de estabilizar y/o
orientar el O, mediante la formacioén de enlaces de hidrogeno, como grupos
amino, puede ser una estrategia util para la obtencion de miméticos con una

mayor capacidad catalitica.
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d) Estabilidad de los complejos metdlicos

Resulta fundamental que los ligandos sintetizados presenten
suficiente afinidad por el metal de transicion seleccionado, tanto en su estado
oxidado como reducido. Esto es particularmente importante en el caso de los
complejos de cobre, debido a que pequefias cantidades del metal no
coordinado puede dar lugar a la generacion de radicales libres mediante
reacciones de tipo Fenton,[73] lo que resulta nocivo a nivel celular. Por otro
lado, el metal en si mismo presenta actividad SOD,[74] por lo que resultaria
dificil discernir si la actividad bioldgica es debida al complejo estudiado o si
por el contrario, el ligando actia como un mero vehiculo para el metal.[75]

Como se vera en los ejemplos planteados mas adelante, las
estrategias empleadas para obtener complejos con una mayor estabilidad

suelen basarse en el uso de ligandos de tipo quelato o macrociclico.

e) Propiedades farmacocinéticas

Las propiedades farmacocinéticas de un compuesto comprenden los
mecanismos de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
(ADME-T). Resulta necesario entonces reparar en las distintas caracteristicas
que influyen en estas variables a la hora de disefiar un farmaco. Asi pues, hay
que tener en cuenta propiedades tales como el peso molecular y el nimero de
atomos dadores o aceptores de enlaces de hidrogeno, asi como la relacion
entre su caracter lipofilo e hidrofilo. Para ello puede considerarse la
aproximacion empirica de Lipinski,[76] la cual reconoce la necesidad de
equilibrar las fuerzas que permiten que una molécula sea suficientemente
hidrofila para disolverse adecuadamente en un medio acuoso y que a su vez

pueda penetrar en entornos mas hidrofobos.
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Ejemplos de miméticos de las SOD

Entre los miméticos de las SOD descritos hasta la fecha que
presentan una mayor actividad catalitica encontramos los complejos
heptacoordinados de manganeso (Mn(II)) con ligandos macrociclicos
basados en pentaazaciclopentadecano [15]aneNs (figura 1.14).[77][ 78]
Algunos de estos complejos se encuentran entre los primeros miméticos de
las SOD que han entrado en fases clinicas, debido a su eficiencia en el
tratamiento de afecciones relacionadas con el estrés oxidativo.[79] Trabajos
posteriores se han enfocado en introducir distintas modificaciones
estructurales con el objetivo de mejorar tanto la actividad como la estabilidad
de los correspondientes complejos metalicos (figura 1.14). Resulta destacable
el complejo de Mn(II) de M40403, cuyo valor de constante catalitica para la
dismutacion del radical superdxido (k..) es parecido al obtenido para algunas
enzimas MnSOD nativas.[80]

Otros ejemplos encontrados en la literatura son ligandos

macrociclicos con cadenas laterales que presentan atomos dadores
adicionales (figura 1.15, a y b). La presencia de unidades de benzimidazol en
este tipo de moléculas permite completar la esfera de coordinacion, lo que
confiere una mayor estabilidad termodinamica y cinética a los
correspondientes complejos de Mn(Il). Adicionalmente, los distintos grupos
sustituyentes proporcionan un entorno hidréfobo para el manganeso, lo que

parece favorecer la actividad SOD de este tipo de compuestos.[81]
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Por otro lado, la inclusion de grupos acidos en posiciones
enfrentadas en el ciclén aumenta la afinidad del receptor hacia el manganeso
(figura 1.15, ¢ y d), lo que confiere al complejo resultante una mayor
capacidad para la dismutacion del radical super6xido.[82] Sin embargo,
debido a su elevado potencial de oxidacion y a la irreversibilidad del proceso
esta reaccion tiene lugar en relaciones estequiométricas, imposibilitando el
uso de este tipo de compuestos como tratamiento efectivo contra

enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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La gran mayoria de ejemplos descritos en la bibliografia enfocados a
reproducir las caracteristicas de las CuZnSOD se han centrado en imitar
estructuralmente el centro activo de este tipo de metaloenzimas, mediante la
sintesis de complejos binucleares con un grupo imidazol actuando como
ligando bismonodentado. En estos derivados, el centro activo estd compuesto
bien por dos atomos de cobre [83][84][85][86] o por un atomo de cobre y
otro de zinc.[87] Sin embargo, a pesar de que el puente imidazolato resulta
un motivo visualmente llamativo, su funcidn es principalmente estructural y
contribuye poco al proceso de dismutacion del radical superoxido.
Anteriormente se ha descrito que el grupo arginina cercano al centro activo
juega un papel mucho mas relevante en el mecanismo de reaccion, por medio
de la orientacion del sustrato y/o la transferencia de protones en los distintos
ciclos cataliticos, sin embargo éste ha recibido mucha menos
atencion.[84][85][86]
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Por otro lado, se han ensayado otros complejos que, aunque no
guardan similitud estructural clara con el centro activo de las CuZnSOD, han
demostrado presentar una elevada capacidad para la dismutacion catalitica
del radical O, (figura 1.16). Entre los ejemplos encontrados en la
bibliografia se destacan un conjunto de complejos mononucleares,[ 88 ]

binucleares [89] e incluso trinucleares de cobre.[90]
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Durante los tltimos afios en el Grupo de Quimica Supramolecular
de la Universidad de Valencia (GQS-UV) se han descrito distintos
compuestos cuyos complejos de Mn(II) presentan una elevada actividad SOD
tanto in vitro como in vivo (figura 1.17).[91][92] En particular el complejo de
manganeso del derivado pytren-4Q (figura 1.17, a) muestra una elevada
capacidad para la dismutacion catalitica del O, presentando un valor de k.,
similar al del compuesto de referencia M40403.[93] A su vez, se han
sintetizado receptores poliaminicos presentando éstos uno o dos entornos de
coordinacion disponibles (figura 1.17). Los correspondientes complejos de
cobre de estos derivados muestran capacidades  cataliticas
elevadas.[94][95][96]

Por otro lado, se han obtenido complejos heterobinucleares de cobre
y zinc, en cuyo caso se determind que la capacidad catalitica del complejo

venia determinada por la presencia del cobre en la estructura.[97]
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Figura 1.17. Compuestos sintetizados en el GQS-UV cuyos complejos de manganeso
y/o cobre presentan actividad SOD.
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1.2.3. Acidos nucleicos como diana supramolecular

La mayoria de los procesos biologicos dependen del reconocimiento
molecular, asi como de las interacciones reversibles, entre distintas
moléculas.[14] Por ejemplo, se ha descrito que tanto el empaquetamiento
cromosomico como la integridad estructural de los &cidos nucleicos
dependen de numerosas interacciones entre estas macromoléculas con
otras.[98] A su vez, la funcion bioldgica del ADN estd regulada por su
asociacion con distintas proteinas y moléculas de pequefio peso molecular,
siendo éste uno de los procesos mas extendidos para modular la expresion
proteica, generalmente a través de la regulacion del correspondiente gen. La
replicacion del ADN también resulta estar altamente controlada por este tipo

de interacciones.

Como se ha mencionado al inicio del apartado, una de las
principales dianas bioldgicas de las poliaminas naturales son los acidos
nucleicos. La asociacion entre estas dos entidades se ha demostrado que
juega un papel importante en la estabilizacion conformacional de los acidos
nucleicos, asi como en la regulacion activa del conjunto de procesos en los
que estas macromoléculas estan involucrados. La asociaciéon entre las
poliaminas y los acidos nucleicos se establece por medio de interacciones de
tipo no covalente y puede, por tanto, ser considerada como quimica

supramolecular in vitro.[99]

La gran variedad funcional asi como la diversidad estructural
intrinseca asociada a los 4cidos nucleicos abre las puertas a multiples
aplicaciones aun por explorar en el campo de la biomedicina. Todo ello
haciendo que éstas sean moléculas diana muy atractivas para el desarrollo de
nuevos tratamientos terapéuticos.

Historicamente, la mayor parte de las investigaciones sobre la
interaccion entre moléculas de bajo peso molecular con los acidos nucleicos
se ha focalizado en el ADN, sin embargo, en las ultimas décadas se han

centrado grandes esfuerzos para obtener moléculas que interaccionen de
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forma especifica con secuencias de ARN, las cuales desarrollan un papel
fundamental en procesos tales como la expresion génica asi como en distintas
reacciones bioquimicas.[98] A su vez, las secuencias de ARN presentan una
mayor diversidad estructural respecto al ADN, habiéndose descrito, aparte de
la estructura de doble hélice tipo A-ARN, conformaciones secundarias de

tipo bucle, nudos o triples hélices.[98][100]

Modos de interaccion entre las poliaminas y los dcidos nucleicos

Debido a la composicion y a la diversidad estructural que presentan
los acidos nucleicos, su interaccion con poliaminas se produce mediante el
establecimiento de una gran diversidad de enlaces de tipo no covalente. Esto
es asi ya que este tipo de estructuras presentan un esqueleto azucar-fosfato
cargado negativamente, permitiendo la interaccion mediante asociaciones de
tipo electroestatico con las aminas las cuales, en funcion de su estructura, se
encontraran parcial o completamente protonadas a pH fisiologico. A su vez
se forman enlaces de hidrogeno direccionales entre las bases que componen
las secuencias y los grupos amonio y amino de las poliaminas. Otro modo de
interaccion muy frecuente es la intercalacion de superficies aromaticas
extendidas entre los pares de bases apilados de los acidos nucleicos, los
cuales generan un entorno hidrofébico que favorece este proceso. La
combinacion de dos o mas modos de enlace en una misma interaccion
conduce a una mayor fuerza de enlace global y suele ser el modo de unién

observado para la gran mayoria de poliaminas estudiadas.

A continuacion se detallaran los distintos modos de interaccion no

covalentes que se producen entre las poliaminas y los acidos nucleicos.
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a) Interaccion con el borde exterior

Existen poliaminas, como la putrescina, la espermidina y la
espermina, que interaccionan de forma no especifica con las cadenas azlcar-
fosfato de los acidos nucleicos a través de interacciones de tipo puramente
electroestatico.[27][98] Estas poliaminas son ubicuas en las células
eucariotas y estan involucradas en una gran variedad de procesos celulares.
Por ejemplo, se ha postulado que las poliaminas desempefian en el
empaquetamiento del ADN en la cromatina una funcién andloga a las
histonas, en el sentido de que neutralizan las cargas negativas de la cadena
principal del ADN favoreciendo, por lo tanto, su empaquetamiento. Por otro
lado, la unién de las poliaminas con el ADN a través del borde exterior de
estas secuencias permite modular de forma precisa su interaccion con
distintas proteinas, lo cual desempefia un papel importante en la proliferacion
celular.[98]

b) Interaccion con el surco mayor y menor

El conjunto de estructuras de tipo doble hélice descritas tanto para el
ADN como para el ARN presentan un surco mayor y un surco menor cuya
conformacion y propiedades dependen principalmente de la secuencia
considerada (figura 1.18). Estos motivos difieren en potencial electroestatico,
grado de exposicion de las nucleobases, efectos estéricos, grado de
hidratacion, etc..[27] La gran mayoria de las proteinas ha evolucionado para
interaccionar de forma especifica con secuencias de ADN y/o de ARN a
través del surco mayor. Sin embargo, algunas proteinas y la gran mayoria de
las pequefias moléculas interaccionan con estas secuencias a través del surco
menor. Estas asociaciones se establecen principalmente mediante la
formacion de enlaces de hidrogeno direccionales asi como por medio de

interacciones de tipo electroestatico.
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A modo de ejemplo, la propamidina interacciona con el surco menor
del dodecamero d(CGCAAATTTGCG), mediante enlaces de hidrogeno
entre los nitrégenos de los extremos y los oxigenos de las unidades de timina
presentes en la secuencia (figura 1.18). En este caso, la estructura esta
estabilizada por medio de interacciones de tipo electroestatico entre la

poliamina y moléculas de agua del entorno.

a)

Surco mayor Surco menor

Figura 1.18. Estructura cristalina (PDB, 102D) de: (a) dodecamero
d(CGCAAATTTGCG), y (b) complejo resultante de la interaccion del antiséptico
propamidina con el surco menor del dodecamero de ADN.

c) Intercalacion entre los pares de bases

Se define como intercalacion a la insercion de una molécula entre
los pares de bases que componen la secuencia del acido nucleico (figura
1.19). Este mecanismo fue descrito por primera vez por Leonard Lerman en
1961.[101] Para ello, la molécula intercalarte debe presentar un tamafo

apropiado asi como una estructura quimica adecuada, siendo los mejores
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candidatos los compuestos policiclicos aromaticos planos. Sin embargo,
muchas moléculas intercalantes poseen sustituyentes voluminosos que, en los
complejos formados con el ADN, deben permanecer en los surcos que

componen la secuencia (figura 1.19).

Figura 1.19. Estructura cristalina (PDB, 1n37) del complejo resultante de la
interaccion de la antraciclina respinomicina D con el octamero de ADN
d(AGACGTCT),, mediante la intercalacion directa entre los pares de bases G-C
centrales.

Para que una molécula intercalante encaje entre dos pares de bases
adyacentes se debe producir una apertura dinamica de la secuencia,
consistente en un aumento en la distancia entre los pares de bases, lo que esta
asociado a un desenrollamiento de la estructura de doble hélice. El grado de
desenrollamiento variard segln el agente intercalante considerado, asi, por
ejemplo, la apertura del ADN generada por el bromuro de etidio (EB por sus
siglas en inglés) es de aproximadamente 26°, mientras que la proflavina
produce una apertura de 17°. Este proceso provoca una torsion y un aumento
en la distancia entre los pares de bases adyacentes de aproximadamente 3.4

A, asi como un alargamiento de la cadena del ADN. Estas modificaciones
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estructurales conducen a cambios funcionales que resultan a menudo en una
inhibicion de los procesos de transcripcion, replicacion y reparacion del
ADN, lo que hace que los intercalantes sean potentes mutagenos.[98][102]
Otros ejemplos de moléculas intercalantes son la berberina, la
daunorrubicina, la doxorrubicina (o hidroxodaunorrubicina) y la talidomida
(figura 1.20). Los compuestos intercalantes se han utilizado histéricamente
en tratamientos quimioterapéuticos con el objetivo de inhibir la replicacion
del ADN en células cancerosas de crecimiento rapido. Entre los agentes mas
usados actualmente se incluyen la daunorrubicina y la doxorrubicina, ambos
utilizados en el tratamiento del linfoma de Hodgkin,[103][104] y Ila

dactinomicina, utilizada para el tratamiento del tumor de Wilm.
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Diversidad estructural de los acidos nucleicos

A lo largo del siglo XX se determinaron un conjunto de estructuras
de tipo doble hélice para secuencias de ADN y ARN, entre las que se
encuentran las conformaciones tipo 4, B 'y Z para el ADN mientras que para
ARN se ha descrito la conformacién de doble hélice tipo A.[98][105] Sin
embargo, desde 1980, y como resultado del rapido avance de las técnicas
analitica y de andlisis fisico, se han identificado otras muchas
conformaciones para este tipo de macromoléculas lo que manifiesta gran
heterogeneidad estructural.[105][106][107] Todo ello ha conducido a una
conclusion  importante: los acidos nucleicos han evolucionado
conformacionalmente para interactuar con otras macromoléculas.

Si bien la adopcion de este tipo de estructuras por parte de los acidos
nucleicos viene dada principalmente por las propiedades intrinsecas de cada
secuencia, la interaccion especifica entre éstas con proteinas o pequeias
moléculas puede conducir a la aparicién de algunas estructuras de elevada
complejidad.[108] Por otro lado, se observa como el ARN posee una mayor
propension al plegamiento en estructuras secundarias mas complejas respecto
al ADN.[98][105]

La aparicion o alteracion de algunos motivos estructurales se ha
asociado al desarrollo de enfermedades de tipo neurodegenerativo asi como,
en algunos casos, a un crecimiento celular anémalo e incontrolado, lo que
conduce a la aparicion de cancer.[98][109][110][111] Asi pues, tanto la
deteccion como la modificacion y/o estabilizacion de este tipo de estructuras
secundarias ha centrado en los ultimos aflos gran parte de los estudios de la
interaccion de pequefias moléculas con los acidos nucleicos.

A modo de ejemplo, en la década de los 90 se identificé una nueva
mutacion génica la cual conducia al desarrollo de un conjunto de
enfermedades de tipo neurodegenerativo.[99][112][113] Esta consistia en
una repeticion anémala de tres nucledtidos CXG, donde X hace referencia a
cualquier nucleobase, en una misma region. La expansion descontrolada de

este tipo de repeticiones se relaciond con el desarrollo de un minimo de 20

40



Introduccién

enfermedades neurodegenerativas. Cada enfermedad esta asociada a un gen
defectuoso, el cual desencadena el proceso de patogénesis a través de la
expresion proteica aberrante.[114] Esto permiti6 a su vez entender el cardcter
hereditario de este tipo de enfermedades. Estudios recientes han demostrado
que una elevada concentracion de este tipo de repeticiones en las secuencias
de ARN conducen a la formacion de estructuras de tipo doble hélice
intramoleculares estables (estructuras tipo horquilla),[114] presentando
algunas la capacidad de secuestrar proteinas y formar conglomerados
nucleares. Aunque este campo ha centrado grandes esfuerzos en
investigacion durante los Gltimos 20 afios, ain no se ha encontrado una cura
efectiva.[115] Asi pues, moléculas que puedan identificar y/o modificar
estructuralmente este tipo de motivos resultan de gran interés para el

desarrollo de nuevos farmacos.

Poliaminas como sensores de acidos nucleicos

Se entiende por sensor aquel dispositivo que interacciona con la
materia o energia generando, como respuesta, una sefial medible. Asi pues,
un semnsor quimico es un dispositivo microscopico o macroscopico que
interacciona de forma reversible con un analito quimico generando una sefial.
Por otra parte, un quimiosensor es una molécula de origen abidtico que
sefiala la presencia de materia o energia. Del mismo modo, un sensor
biologico es un dispositivo microscopico 0 macroscopico que interacciona
reversiblemente con un analito bioldgico generando una sefial y un biosensor
es una molécula de origen bidtico que sefiala la presencia de materia o
energia.

La transduccion de la sefial es el mecanismo a través del cual la
interaccion del sensor con el analito produce una forma medible de energia,
que puede corresponder a longitudes de onda caracteristicas de las diferentes
técnicas espectroscopicas (UV, Vis, RMN etc.) o puede producir respuestas
electroquimicas. Resulta fundamental que este tipo de interacciones posean

ciertos requisitos: debe existir una elevada sensibilidad, deben establecerse
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enlaces de forma selectiva y debe existir reversibilidad en los mismos (figura
1.21). Estas propiedades pueden ser ajustadas haciendo uso de los principios

de complementariedad y preorganizacion mencionados anteriormente.[116]
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La primera aproximacion para la obtencion de biosensores consistio
en analizar la capacidad de distintos sensores obtenidos de fuentes
biolodgicas, es decir, receptores bidticos para reconocer y detectar analitos.
Pero estos presentan un conjunto de inconvenientes como son su limitada
estabilidad, la imposibilidad de obtencién a gran escala, asi como la
dificultad de traducir los eventos de interaccion biomolecular en sefales
facilmente medibles.[117] Estas caracteristicas los hacen bastante caros e
imposibilita su aplicaciéon como dispositivos analiticos eficaces en tiempo
real. La alternativa obvia es la sintesis de receptores abidticos capaces de
interaccion de forma selectiva con el analito de interés, lo que permite
abaratar los costes de obtencion. Por otra parte, el uso de sensores abidticos
permite modular sintéticamente las propiedades del mismo, tanto para
aumentar la afinidad y selectividad hacia distintos analitos como para
introducir elementos de sefializacion que conduzcan a una traduccién en
sefiales analiticamente utiles (cromoforos, fluordforos, etc.). En este campo
la quimica supramolecular juega un papel relevante, tanto para la
comprension de los sistemas como para el disefio de nuevos sensores

moleculares.

42



Introduccién

Se entiende por sensor fluorescente aquel sensor cuya respuesta
medible es la fluorescencia. Este tipo de sensores presentan una elevada
sensibilidad, de tal manera que, aunque requieran de un proceso sintético
largo y éstos presenten bajos rendimientos, unos pocos miligramos son
suficientes para miles de analisis. A su vez, la fluorescencia presenta la
ventaja de ser una técnica altamente sensible y, normalmente, no destructiva.
Por otro lado, éstos deben cumplir una serie de requisitos entre los que
destacan la selectividad por el analito de interés, la necesidad de que exista
un mecanismo de transduccion de la sefial claro, la posibilidad de un
calibrado interno de la sefial, la estabilidad del fluoréforo y la invariabilidad
de la sefial con el pH del medio empleado.

En los sensores fluorescentes la deteccion del analito puede darse a
través de la interaccion directa del fluoréforo con el analito, lo que conduce a
una variacion en la propiedades de emision fluorescente del mismo
(fluordforo intrinseco), o a través de la interaccion de una subunidad del
sensor con el analito, proceso que viene acompafiado de una variacion en el
estado electronico de la molécula en cuyo caso la sefial se transmite al
fluoréforo unido covalentemente, el cual genera una sefial medible (figura
1.22).

BA — [Y]
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Figura 1.22. Esquema de las distintas respuestas opticas de los sensores fluorescentes
(a) intrinsecos y (b) extrinsecos.
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Durante las Gltimas décadas se han realizado grandes esfuerzos en la
obtencion de compuestos poliaminicos que puedan interaccionar de forma
especifica con secuencias y/o conformaciones secundarias determinadas de
los acidos nucleicos y que, a su vez, esta interaccion conduzca a un estado de
la molécula medible por alguna de las técnicas disponibles.[108] En la figura
1.23 se muestran algunos ejemplos de compuestos que interaccionan de
forma selectiva con distintos motivos estructurales de los acidos nucleicos, y
cuya interaccion conduce a una variacion en sus propiedades fluorescentes
medible; se muestran compuestos sintetizados para su interaccion con los
surcos de las conformaciones de doble hebra, HOECHST y DAPI,[118][119]
asi como distintos sensores fluorescentes sintetizado para la deteccion de
conformaciones de mayor complejidad estructural (DAOTA-M2, ThT y
Salphen).[120][121][122]

/ R R’
NH. N®
C-O-0 OO
H,N. N NH N \
H
NH =N N=
DAPI ThT M
o o

Durante los ultimos afios en el GQS-UV se han descrito diversos

derivados poliaminicos enfocados a su interaccion con secuencias de acidos
nucleicos. De entre los compuestos estudiados cabe destacar la poliamina
bipodal mostrada en la figura 1.24, pypod, la cual presenta dos cavidades
macrociclicas equivalentes unidas por una cadena central. Estudios llevados
a cabo con distintas secuencias de acidos nucleicos han revelado una elevada

predileccion de esta poliamina para interaccionar de forma especifica con
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estructuras secundarias bicatenarias representativas de ARN (polid-poliU),
frente a distintos modelos de ADN (ctDNA y poli(dA)-poli(dT)).[123]

Por otro lado, la funcionalizacion del derivado pytren con distintos
grupos aromaticos extendidos ha permitido monitorizar la interaccion de
estos nuevos derivados con secuencias de acidos nucleicos mediante técnicas
espectroscopicas. El derivado pyfen-A, cuya estructura presenta una cavidad
macrociclica y un antraceno unidos por una cadena poliaminica lineal, genera
una respuesta espectroscopica totalmente diferente frente a disoluciones de
distintas secuencias de acidos nucleicos.[124] Asi pues, mientras que la
valoracion con poli(dGC), produce a una desactivacion de la emision de
fluorescencia, la adicién de polid-poliU o de poli(dAT), genera un aumento
significativo en el comportamiento emisivo del compuesto.[125] Estos
resultados abren la puerta a la aplicacion de este tipo de estructuras como
sensores fluorescentes para la deteccion selectiva de secuencias de acidos

nucleicos.
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La presente tesis doctoral se desarrolla en el marco de los proyectos
“Aplicacion de la Quimica Supramolecular al disefio, sintesis y estudio de
compuestos  bioactivos de accion antiinflamatoria, antitumoral o
antiparasitaria” [CSD-2010-00065], “Quimica Supramolecular Médica.
Actividad antiparasitaria y/o antitumoral de compuestos polinitrogenados”
[CTQ2013-48917-1-P], “Diserio, sintesis y nanofuncionalizacion de
pequerias moléculas 'y complejos metdlicos con actividad frente a
kinetoplastidos. Busqueda de dianas terapéuticas y mecanismos de accion”
[CTQ2016-78499-C6-1-R] y “Quimica Supramolecular Médica. Avances en
el diserio, sintesis y estudio de compuestos bioactivos con accion
antioxidante, antitumoral y/o antiparasitaria” [Prometeoll 2015/002].

Asi pues, como miembro investigador dentro del Grupo de Quimica
Supramolecular de la Universitat de Valéncia, el autor de la presente tesis ha
orientado su trabajo a desarrollar y cumplir con las metas propuestas en los

mismos.

A continuacion se detallaran los objetivos planteados para la
presente tesis doctoral presentados como objetivos generales y objetivos

especificos (O.E.).

Objetivo General 1. Diseno, sintesis y caracterizaciéon de nuevos derivados

poliaminicos con potenciales aplicaciones biomédicas.

O.E.1.1. Se avanzara en las rutas sintéticas ya establecidas en el grupo con
el objetivo de obtener nuevos ligandos de tipo poliaminico con caracteristicas
mejoradas y novedosas, basados en compuestos previamente caracterizados en el

GQS-UV y que demostraron propiedades interesantes.

O.E.1.2. En el caso de que sea necesario, se desarrollaran y optimizaran

nuevas rutas sintéticas para la obtencion de los nuevos receptores.
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Objetivo General 2. Caracterizacion de las propiedades acido-base en

disolucion acuosa de los ligandos sintetizados.

O.E.2.1. Dado que, por definicion, las poliaminas sintetizadas presentan
grupos susceptibles de ser protonados y que tanto las caracteristicas quimicas como
su posible actividad bioldgica dependen en gran medida de su grado de protonacion a
un pH concreto, en primera instancia se procedera a determinar las constantes de

protonacion de los compuestos sintetizados.

O.E.2.2. A partir de las constantes de equilibrio acido-base se calcularan y
analizaran los diagramas de distribucion de especies en funcion del pH. Esto
permitira, ademas, determinar el grado de protonacién promedio de las poliaminas a

pH fisiologico.

0.E.2.3. Mediante la combinacion de las distintas técnicas disponibles en el
grupo de trabajo se intentaran determinar las secuencias de protonacion de los nuevos

receptores.

Objetivo General 3. Evaluacion de la capacidad de coordinacion de los

ligandos poliaminicos sintetizados con metales de transicion.

O.E.3.1. Se evaluara, mediante valoraciones potenciométricas, la capacidad
de los receptores obtenidos para formar complejos metalicos en disolucion acuosa con
Cu(II), Zn(IT) y Mn(II).

O.E.3.2. Una vez determinadas las constantes de estabilidad de los
complejos metalicos, se calcularan y analizaran los diagramas de distribucion de
especies frente al pH. Posteriormente se monitorizara la formacion de los complejos
de Cu(Il) en disolucion mediante espectroscopia UV-Vis. Todo ello enfocado a
elucidar cuales son los atomos de nitrogeno involucrados en la coordinacion de los

atomos metalicos.

O.E.3.3. Se determinara la estructura de los complejos metalicos mediante

la resolucion de los monocristales obtenidos a distintas relaciones molares Cu(Il):L.
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Objetivo General 4. Evaluacion de la actividad superoxido dismutasa de los

complejos metalicos determinados.

O.E.4.1. Como primera aproximacién para evaluar la capacidad de los
complejos metalicos caracterizados para actuar como miméticos SOD, se evaluara su
comportamiento electroquimico en disolucion mediante estudios de voltamperometria

ciclica.

0.E.4.2. Se determinard, mediante estudios cinéticos indirectos, la
capacidad de los distintos complejos metalicos para dismutar de forma efectiva el
radical superdxido en disolucion acuosa. Posteriormente se evaluara si existe relacion
entre las actividades determinadas y la estructura de los compuestos estudiados, asi

como con los potenciales redox determinados para los distintos centros metalicos.

Objetivo General 5. Estudio de la capacidad de interaccion de los ligandos
sintetizados con distintas secuencias de acidos nucleicos. Con el objetivo de
evaluar la capacidad de los nuevos ligandos para actuar como agentes

terapéuticos y/o de diagnostico.

O.E.5.1. Se estudiara la interaccion de determinados receptores con
secuencias de acidos nucleicos caracteristicas de ADN (cfADN) y de ARN (polid-
polil), con el fin de evaluar la posible selectividad hacia una secuencia determinada.
Paralelamente se determinara la influencia de la formacion de complejos metalicos

con Zn(II) en dicha interaccion

O.E.5.2. Se analizara la interaccion de aquellos compuestos que presenten
propiedades fotoluminiscentes frente a un panel de secuencias especificas de acidos
nucleicos, las cuales presentan estructuras secundarias de tipo horquilla. Todo ello
enfocado a evaluar su potencial uso como sensores fluorescentes para la deteccion
selectiva de secuencias de acidos nucleicos caracteristicas de enfermedades

neurodegenerativas.
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O.E.5.3. En todos los casos, se llevaran a cabo estudios enfocados a
caracterizar los modos de interaccion de las poliaminas con las distintas secuencias,
con el objetivo final de establecer posibles relaciones estructura-actividad. También
se intentaran correlacionar las diferentes estructuras secundarias de los &acidos

nucleicos estudiados con el modo preferente de interaccion y la posible selectividad.

Objetivo General 6. Evaluacion de la actividad biologica de los nuevos
compuestos. Estos estudios se han llevado a cabo en colaboracion con el
grupo de investigacion de Biologia Molecular perteneciente al Institut de
Investigacio Sanitaria Pere Virgili (IISPV) del Hospital Joan XXIII de la

Universidad Rovira i Virgili.

O.E.6.1. Una vez caracterizada la formacion de los complejos metalicos con
Cu(Il) y Mn(Il), se llevaran a cabo estudios para determinar su citotoxicidad en

funcioén de la concentracion.

O.E.6.2. Se evaluara el posible efecto protector frente al estrés oxidativo de
los complejos metalicos mas prometedores mediante ensayos in vitro con cultivos de

levaduras deficientes en la enzima citoplasmatica SODI.
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3.1. Nomenclatura sistematica de los fanos

El objetivo de la nomenclatura sistematica es generar, para cada
molécula, un nombre mediante el cual ésta quede identificada de forma
inequivoca y sin posibles ambigiiedades. Para ello se ha desarrollado una
metodologia que permite identificar a cada molécula mediante el ensamblaje
de nombres que describen los componentes de la misma. Las reglas que rigen
esta nomenclatura estan tuteladas por la Union Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés), la cual publica guias y

recomendaciones a seguir para la asignacion de nombres.[1]

En la presente tesis se han sintetizado moléculas organicas formadas
todas ellas por una cadena y un espaciador aromaticos que reciben el nombre
de ciclofanos.[2] Las recomendaciones emitidas por la [UPAC en referencia
a la nomenclatura de fanos se basan en una operacion denominada
simplificacion (figura 3.1), la cual consiste en la construcciéon de un
esqueleto simplificado mediante la sustitucion de los espaciadores
aromaticos por “superdtomos”.[3][4] La inversa de esta operacion se

denomina amplificacion.

& simplificacion ¢ P
" amplificacion 5 3
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3.2. Nomenclatura sistematica de los piridinaciclofanos

Debido a que los ligandos estudiados en la presente tesis presentan,
como minimo, un anillo macrociclico de piridina, estos pertenecen a la
familia de los piridinaciclofanos, o azaciclofanos. A su vez todos ellos
presentan una cadena lateral la cual puede sufrir movimientos moleculares en
respuesta a estimulos externos (variaciones de pH, coordinacion con metales
etc,), por lo que historicamente este tipo de ligandos han sido nombrados

como compuestos de tipo escorpiando.[5][6]

Aplicando las recomendaciones anteriormente descritas al
compuesto de tipo escorpiando de la figura 3.2, se obtiene la estructura de
tipo simplificada que consta de un ciclo de 10 atomos (macrociclo) el cual
contiene a su vez un grupo 2,6-piridina en la posicién 1, un grupo 3,7-
diazaheptilo en la posicion 6 y tres grupos amino en las posiciones 3, 6 y 9.
El nombre sistematico para el compuesto es 6-[7-(bis-aminoetil)-3,7-
diazaheptilo]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano]. En el capitulo 5
(Sintesis) se nombran los distintos ligandos sintetizados con la nomenclatura
sistematica [UPAC.

simplificacion 10’/.\‘ 2
_— 9 3
amplificacion \L8
7

Figura 3.2. Operacion de simplificacién para el ligando 6-[7-(bis-aminoetil)-3,7-
diazaheptilo]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano].
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3.3. Nomenclatura simplificada

Como se ha mencionado anteriormente, la nomenclatura sistematica
resulta inequivoca y no ambigua. Sin embargo, en muchos casos ésta resulta
excesivamente compleja y no adaptada al uso cotidiano. Por ello,
habitualmente en la literatura cientifica los autores proponen nomenclaturas

simplificadas para las nuevas series de compuestos quimicos sintetizados.

Durante los ultimos afios, en el Grupo de Quimica Supramolecular
de la Universitat de Valéncia (GQS-UV) se ha usado la nomenclatura
simplificada para nombrar gran variedad de compuestos obtenidos (tren,
pytren, pytren-al, pycrab, pytren-A...), siendo alguno de ellos precursores de

los ligandos obtenidos en esta tesis.[7][8]

La gran mayoria de los compuestos sintetizados en la presente tesis
son derivados de un mismo compuesto (L1) (figura 3.3), el cual presenta un
anillo macrociclico de piridina unido por una cadena central, etil-
propilamina, a dos grupos etilamina. A su vez se ha sintetizado L2, el cual
conserva el anillo macrociclico asi como la cadena central presente en L1,
pero presenta dos grupos propilamina al final de la misma. El derivado L3
presenta un anillo macrociclico adicional en el extremo de la cadena central.

La letra “L” sin resaltar hara referencia a un ligando sin especificar.
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Como se ha mencionado anteriormente, los ligandos sintetizados en
esta tesis doctoral son, en su gran mayoria, derivados de L1 en los que las
dos aminas terminales han sido funcionalizadas con un grupo aromatico. A
cada grupo aromatico sustituyente se le asocia una abreviatura relacionada
con su nombre extendido con el objetivo, nuevamente, de simplificar la
nomenclatura (tabla 3.1 y figura 3.4). A su vez, en el caso que sea necesario
las abreviaturas indican la posicion sustituida en el anillo aromatico respecto

al heteroatomo, en este caso el nitrogeno (N).

Tabla 3.1. Abreviaturas utilizadas para distintos grupos sustituyentes.

Nombre Abreviatura
2-Piridina 2Py
3-Piridina 3Py
4-Quinolina 4Q
Antraceno A

Para nombrar de forma inequivoca a los ligandos sintetizados se
utilizara el sistema de abreviaturas alfanuméricas. Asi pues, el nombre de los
nuevos receptores incluird el nombre asignado al ligando de partida, L1,
seguido de la abreviatura correspondiente al grupo sustituyente utilizado para

su obtencion (tabla 3.1 y figura 3.4).

Figura 3.4. Grupos sustituyentes utilizados para la obtencion de los derivados de L1.
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4.1. Estudios potenciométricos

La potenciometria es una técnica ampliamente utilizada en el
estudio de equilibrios en disolucion. En la presente tesis se ha hecho uso de
ésta tanto para el calculo de las constantes de basicidad de las distintas
poliaminas obtenidas como para el estudio de formacion de complejos

binarios y mixtos con Cu(Il), Zn(Il) y Mn(II).

4.1.1. Sistema potenciométrico

Las medidas potenciométricas se han llevado a cabo en un
potenciometro automatico controlado por ordenador (figura 4.1). El
potenciometro estd compuesto por dos celdas; una de medida y otra de
referencia. Ambas celdas estan unidas por un puente salino tipo Wilhelm
mediante un capilar en forma de J (para evitar flujos gravitacionales) que

contiene cloruro soédico (NaCl) 0.5 M.

EEEE—
_,pH-metro
F \ J
E | C D [ ]
== -
4
“ L z—Lo Ar .-
— Ll
B A G h I J

Figura 4.1. Esquema del sistema potenciométrico: A, celda de medida; B, celda de
referencia; C, puente salino; D, electrodo de medida; E, electrodo de referencia; F,
pH-metro; G, inyeccion de argén; H, bureta automatica; I, NaOH 0.1 M; J, sistema
informatico.
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El electrodo de medida es un electrodo de vidrio Crison 52 50,
mientras que el electrodo de referencia es un electrodo Crison 52 40 de
Ag/AgCl en KCI1 3 M. Como valorante se utiliza una disolucion de NaOH 0.1
M libre de CO,. La disolucién de NaOH se adiciona con una bureta
automatica Crison modelo micro BU 20 31. Tanto la celda de medida como
la de referencia estdn termostatadas a 298.1 + 0.1 K con un bafio de agua
Haake EK 51 (figura 4.1). Una descripcion mas detallada de cada uno de los

componentes se puede obtener en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Descripcion de los componentes del sistema potenciométrico.

Potenciémetro (pH-metro) Crison micropH 2002

Bureta automatica Crison BU 20 31

Ordenador personal PC con procesador 386

Electrodo de vidrio Crison 52 50

Electrodo de referencia Ag/AgCl Crison 52 40 en KC13 M

Puente salino tipo Wilhelm NaCl0.5M

Celda termostatada Vaso de vidrio Pyrex, camisa termostatada (Volumen 70 mL)
Termostato Haake EK 51

Agitador magnético Crison microstirrer 2038

Todas las valoraciones se han llevado a cabo utilizando como fuerza
ionica una disolucion de NaCl 0.15 M. Dicha fuerza idnica fue seleccionada
tanto por razones de solubilidad como por ser considerada una fuerza ionica
cercana a la encontrada en condiciones fisiologicas y usada en los sueros
fisiologicos (0.9 % NaCl).
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4.1.2. Adquisicion y tratamiento de los datos

Calibrado de los electrodos

Previamente a cada medida potenciométrica se realiz6 un calibrado
de los electrodos mediante la valoracion de un acido fuerte (HCI 0.1 M
previamente valorado con un patrén primario (TRIS)) con una base fuerte
(NaOH 0.1 M), siendo esta tltima la misma disolucion valorante utilizada en
el experimento. Tanto las valoraciones como el posterior tratamiento de los
datos se realizan de forma automatica por el programa PASAT.[1] Este
programa calcula, mediante una representacion de Gran,[2][3] el valor de EY,
el valor del producto i6nico del agua (pK,) y la concentracion de la
disolucion valorante (NaOH). Mediante la diferencia de concentracién de
valorante en la zona acida y en la zona basica es posible determinar también
el grado de carbonatacion de la disolucion de valorante (NaOH), el cual se

debe mantener por debajo del 1%.

Adquisicion de los datos

La medida de los datos potenciométricos se lleva a cabo de forma
automatizada mediante el programa PASAT.[1] Este programa controla tanto
la adicion de valorante mediante la bureta automatica como la posterior
lectura y registro de los datos ofrecidos por el pH-metro. Para cada alicuota
de valorante adicionada el programa adquiere un total de 10 valores de
potencial calculando la desviacion estandar de los mismos (o) y la diferencia
entre el primer y el ultimo valor (deriva), si estos parametros superan unos
criterios de seleccion fijados por el operador (en nuestro caso ¢ y deriva
<0.05) se registra el valor medio en un archivo que contendra los valores de
los volimenes de valorante afiadidos (mL) y las medidas de la fuerza
electromotriz registrados (mV). En el caso contrario, se toma otro valor y se

calculan de nuevo o y el valor de deriva de los ultimos 10 valores, este
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proceso se repite hasta que se cumplen los criterios establecidos. En el caso
de que se llegue a las 100 medidas se considera que no se ha alcanzado el
equilibrio y se procede a tomar otro valor de potencial tras la adicién de una

alicuota de valorante.

Tratamiento de los datos

Con los datos obtenidos se calculan las constantes de equilibrio del
sistema mediante los programas SUPERQUAD e HYPERQUAD.[4][5]
Estos programas utilizan el método de Levenberg-Marquard para realizar un
ajuste de minimos cuadrados no lineal dirigido a optimizar los valores de las
constantes del modelo propuesto, hasta obtener el mejor ajuste de éstos a los

valores experimentales.

La definicion termodinamica de una constante de formacion es un
cociente de actividades. Para estos calculos, sin embargo, se asume que los
coeficientes de actividad son constantes (esta suposicion esta justificada ya
que los experimentos se hacen en un medio de elevada fuerza idnica) y, por
tanto, se pueden expresar las constantes de formacion como un cociente de
concentraciones:

A,By ...
Ba,b... = [ 20 ] + cte

" [A]¢[B]? ...

Donde A,,By... representan cada especie quimica en equilibrio en

disolucion y [A], [B] son las concentraciones de los reactivos libres.
El algoritmo de refinamiento toma como variable independiente el

volumen de la disolucion valorante y como variable dependiente el potencial

medido. Este potencial se relaciona con la concentracion de protones a través
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de la ecuacion de Nernst (ecuacion 4.2), por lo que es necesario conocer

previamente el valor del potencial estandar E” .

E=EY +ﬂln[H+]
nF

Mediante un proceso iterativo se minimiza la suma de los errores
cuadraticos de los parametros estimados inicialmente, hasta obtener valores
que satisfagan los criterios establecidos.

Para asegurar la reproducibilidad de los datos, los valores finales de
las constantes globales de equilibrio se obtienen siempre mediante el ajuste
de, al menos, dos conjuntos de datos de diferentes experimentos. Finalmente,
con las constantes globales de equilibrio es posible calcular los diagramas de

distribucion de especies en funcion del pH, utilizando el programa HySS.[6]

El siguiente esquema detalla los pasos seguidos en los estudios

potenciométricos:

1
Calibrado del sistema por f===={ Obtencién de E” y de pKw i
el método Gran

|

Valoracién potenciométrica de los Obtencién de una tabla de valores de volumen
equilibrios de protonacién del ligando y de de valorante (mL) y de protenciales registrados
la interaccién con cationes por el sistema potenciométrico

Tratamiento de los datos mediante el Obtencién de las constantes de estabilidad de
programa HYPERQUAD. Refinado de los formacién de los complejos y las constantes de
resultados previa introduccién de un protonacién del ligando

modelo de sistema en equilibrio

|

Obtencién de los diagramas de distribucién Obtencion de los diagramas de distribucion de
mediante el programa HySS las distintas especies en disolucién
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4.2. Analisis elemental

El analisis elemental de los compuestos sintetizados se ha llevado a
cabo mediante un equipo instrumental Carlo-Elba, modelo EA1108 CHNS-
O, perteneciente al Servicio Central de Soporte a la Investigacion

Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valencia.

4.3. Espectrometria de masas

El analisis mediante electrospray (ESI-MS) se ha llevado a cabo en
un espectrometro de masas de trampa de iones Esquire 3000 (Bruker),

perteneciente al SCSIE de la Universitat de Valéncia

4.4. Espectroscopia de resonancia magneética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear se han registrado en
equipos Avance DRX Bruker 300 y Avance 400 MHz Bruker, pertenecientes
al SCSIE de la Universitat de Valéncia, que operan respectivamente a 300.0
y 400.0 MHz para RMN de 'Hy a 75.4 y 100.6 MHz para RMN de "°C.

Se han utilizado disolventes deuterados apropiados a las
caracteristicas de cada muestra. En el caso de los experimentos llevados a
cabo en agua deuterada (D,0), el pD se ha ajustado mediante el uso de
disoluciones de DC1 y NaOD. El pD se calculé teniendo en cuenta la relacion

existente entre pD y pH:[7]

pH = pDiecryra — 04
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4.5. Difraccion de rayos X

El analisis por difraccion de rayos X de los monocristales obtenidos
se realizd con un difractdometro Oxford Supernova (XtaLAB) (rayos X
procedentes de MoK, (A =0.71073 A) a 120 K).

Las estructuras han sido resueltas mediante métodos directos
utilizando SHELXT [8] y refinando por un sistema de minimos cuadrados de
matriz completa en todos los F? con la suite OLEX2.[9] Las representaciones
moleculares se han llevado a cabo con el programa MERCURY.[10] Para
corregir la geometrias de algunas partes desordenadas, asi como los
correspondientes parametros térmicos, se introdujeron algunas restricciones
blandas en SHELXL (DELU, ISOR, SIMU, DFIX).

4.6. Espectroscopia de absorcion UV-Vis y de emision

de fluorescencia

Durante el transcurso de la tesis se han utilizado las técnicas de
espectroscopia UV-Vis y de emision de fluorescencia para realizar los

distintos experimentos descritos en la tabla 4.2.

En general, se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico,
salvo en las medidas cinéticas, en las que se emplearon celdas desechables de
poliestireno de volumen reducido (1 mL). En todos los casos la temperatura
fue termostatada a 298.1 + 0.1 K. Los valores de pH, en el caso de
disoluciones no tamponadas, se ajustaron mediante la adicion de pequefias

cantidades de HCl y/o NaOH.
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Tabla 4.2. Experimentos llevados a cabo durante la tesis junto a la descripcion
técnica de los aparatos usados.

Equipo Experimentos

, . Valoraciones acido-base, estudios de interaccion ligando-metal
Espectrofotometro UV-Vis . . L. . L.
y estudios de interaccion ligando-oligonucleodtido

Valoraciones acido-base y estudios de interaccion ligando-

Fluorimetro . Y
oligonucledtido

Especificaciones

Agilent 8453

Espectrofotometros UV-Vis  Agilent Cary 300 con soporte de celdas multiple y control de
temperatura (5-90 °C)

Fluorimetro PTI modular. Opcion de lampara de Xenon o laser de N,

Para las medidas de fluorescencia se emple6 siempre una geometria
en angulo recto y celdas de cuarzo con las cuatro caras transparentes. La
concentracion de las disoluciones se ajustd para que la absorbancia a la
longitud de onda de excitacion no fuese superior a 0.2 unidades. Los datos de
fluorescencia se han corregido teniendo en cuenta la absorbancia y los
efectos de dilucion debidos a las cantidades de acido y base afiadidas asi

como a la adicion de los oligonucleotidos.

En los apartados sucesivos se presentan los detalles especificos para
cada uno de los experimentos llevados a cabo mediante el uso de las distintas
técnicas espectroscopicas. Los estudios cinéticos se detallaran en el apartado

4.8 (Estudios cinéticos para la determinacion de la actividad antioxidante).
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4.6.1. Estudios de interaccion con acidos nucleicos

Todas las valoraciones se han llevado a cabo en medio tamponado a
pH 7.4, utilizandose disoluciones adecuadas para cada experimento. En el
caso de los estudios con el ctADN y el polid-poliU se utilizé una disolucion
de NaCac 50 mM, mientras que para los ensayos llevados a cabo con las
secuencias especificas de oligonucledtidos (tabla 4.3) se utilizaron
disoluciones de TRIS 20 mM y NaCl 100 mM. Todas las valoraciones se

realizaron al menos dos veces para garantizar la reproducibilidad.

Las disoluciones de ctDNA y polid-poliU se prepararon disolviendo
1-2 mg de la sal liofilizada en 200 pL de tampon. Las disoluciones se dejaron
reposar a 4 °C durante 24 horas para su posterior almacenamiento a -10 °C.
Previo a su uso se dejan descongelar lentamente y se agitan en un dispositivo

agitador vortex para su completa homogeneizacion.

Tabla 4.3. Secuencias especificas de oligonucleodtidos seleccionados para su estudio.

Abreviacion Secuencia completa (5°-3°)

hp 1 GGC-AAA-ATT-TCG-TTT-TTC-GAA-ATT-TTG-CC
hp 2 GGC-AAG-CTT-CGC-TTT-TTG-CGA-AGC-TTG-CC
hp 3 GGC-GAA-GGC-AGC-TTT-TTG-CTG-CCT-TCG-CC
hp 4 GGC-AGG-CCC-AGC-TTT-TTG-CTG-GGC-CTG-CC
hpcac TTC-AGC-AGA-ATG-TTT-CAG-CAG-AA
hpcee TTC-GGC-GGA-ATG-TTT-CGG-CGG-AA
hpcce TTC-CGC-CGA-ATG-TTT-CCG-CCG-AA
hpcre TTC-TGC-TGA-ATG-TTT-CTG-CTG-AA
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Las disoluciones de los oligonucledtidos de tipo horquilla (hp hace
referencia a la abreviatura de la palabra inglesa hairpin) (tabla 4.3) se
prepararon en el tampén de trabajo mediante la adicion del volumen
necesario para alcanzar la concentracion final deseada (5x107 M). Las
disoluciones se dejaron reposar a 4 °C durante un minimo de 24 horas para
posteriormente aplicarles una rampa de temperatura para su correcta
hibridacién, consistente en: calentamiento hasta los 90 °C, mantenimiento a
90 °C durante 10 minutos y enfriamiento progresivo hasta alcanzar la

temperatura ambiente.

Para el calculo de la concentracion de las distintas secuencias se
utilizé una cubeta de cuarzo de volumen reducido en la que se introdujo 1
mL del tampdn de trabajo, una vez registrado el espectro del tampon (blanco)
se adicionaron 5 alicuotas de la disolucion de polinucledtido de 1 pL cada
una, midiéndose la absorbancia después de cada adicion. Finalmente,
mediante la ley de Beer-Lambert y haciendo uso de los coeficientes de
extincion molar detallados en la tabla 4.4 se calcularon las concentraciones
en la cubeta para cada una de las adiciones. La concentracion final de la

disolucion madre se obtuvo como el valor promedio de las 5 medidas.

Tabla 4.4. Coeficientes de extincion molar (A, = 260 nm) para los polinucleétidos y

los oligonucledtidos utilizados.

Secuencias ¢ (MTem™)?
ctADN 6600
polid-poliU 6000
hp1 271200
hp 2 257400
hp 3 254600
hp 4 250800
hpcac 231400
hpece 220600
hpeee 209000
hpcre 210200

# Coeficientes proporcionados por el vendedor.
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4.6.1.1. Valoraciones fluorimétricas directas

La presencia de unidades fluorescentes en alguno de los ligandos
sintetizados permite monitorizar de forma directa su interaccién con las
secuencias mediante medidas de emision de fluorescencia. Para ello se
preparara una disolucion del ligando a estudiar (c.a. 5x10°® M) en una cubeta
de cuarzo de volumen reducido con las cuatro caras transparentes y paso
optico de 1 cm. Posteriormente, se adicionan alicuotas del oligonucleétido a
estudiar desde una disolucion 5x10°* M hasta alcanzar la relacion
oligonucleotido-ligando deseada, registrando el espectro de emision tras cada
alicuota. Tras cada adicién se registraron los espectros UV-Vis con el
objetivo de corregir posibles variaciones en la emision de fluorescencia

debido a efectos de dilucion.

4.6.1.2. Desplazamiento de indicador fluorescente

Entre los distintos métodos existentes para el estudio de la
interaccion de pequeiias moléculas los con 4cidos nucleicos se encuentran los
llamados ensayos de desplazamiento de indicador fluorescente (FID por sus
siglas en inglés). La técnica se basa en la variacion en las propiedades de
emision de fluorescencia del indicador unido al ADN al ser desplazado de su
posicion de equilibrio, como consecuencia directa de la interaccion de una
molécula con la secuencia de acido nucleico. Se trata de una técnica muy
utilizada ya que permite el estudio de moléculas que no presentan
fluorescencia intrinseca y ademas los experimentos se llevan a cabo a
concentraciones muy bajas (uM). Existe un amplio catdlogo de indicadores
fluorescentes; siendo algunos selectivos, por ejemplo, a los surcos de la doble
hélice (HOECHST 33258, DAPI) o a determinadas conformaciones
adoptadas por los acidos nucleicos (naranja de triazolio: selectivo hacia
estructuras de quartetos de guanina), asi como otros que intercalan entre los
pares de bases como el bromuro de etidio (EB por sus siglas en
inglés).[11][12][13][14]
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De los datos experimentales obtenidos a partir de los ensayos de
desplazamiento es posible extraer informacion acerca del modo de
interaccion de la molécula estudiada con cada secuencia, asi como de la
estabilidad del complejo formado; expresada como valor ICsy (relacion
ligando-indicador que induce un desplazamiento del 50% del indicador
fluorescente inicialmente unido al ADN).

A la hora de extraer conclusiones se debe tener en cuenta que se
trata de un ensayo indirecto y que la fluorescencia del indicador puede verse
afectada no sdlo por el desplazamiento de su posicion de equilibrio, sino por
otros factores tales como efectos de desactivacion fluorescente o la

interaccion directa de la molécula con el indicador.

550 600 650 700

Figura 4.3. Ejemplo de la variacion en la intensidad de emision de fluorescencia del
EB producida por la interaccion de una molécula con polid-poliU a distintas
relaciones [ligando]/[EB].

Los ensayos se han llevado a cabo preparando una disolucion del
polinucledtido a estudiar (c.a. 10° M) en el tampén de trabajo.
Posteriormente se le adiciona el indicador en relacion (pares de
bases):indicador 3:1 para el EB y 10:1 para el DAPI. Una vez adicionado el
indicador fluorescente se registra la emision (Aexe = 520 nm para el EB y Aexc
=400 nm para el DAPI), a continuacién se adicionan alicuotas del ligando

registrando los espectros de emision tras cada adicion (figura 4.3).
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4.6.1.3. Desnaturalizaciones térmicas

Se trata de una técnica ampliamente utilizada para la determinacion
del grado de interaccion entre una molécula y secuencias de acidos nucleicos.
Se basa en la posibilidad de determinar la estabilidad térmica de la estructura
secundaria de los acidos nucleicos y poder asi cuantificar los posibles
cambios inducidos en esta variable por medio de la interacciéon con una
molécula de bajo peso molecular.[15] Cabe destacar que esta técnica permite
el estudio de una gran variedad de estructuras aparte de la conformacion
tipica de ADN tipo B; algunos ejemplos son conformaciones de doble hebra

tipo A y Z, cuartetos de guanina, conformaciones de tipo horquilla, etc.. [16]

0,5

polid—poliU

0,45

0,4

Absorbancia

0,35

Figura 4.4. Ejemplo del efecto en el perfil de desnaturalizacion térmica de polid-
poliU inducido por la interaccion de un ligando a distintas relaciones molares (r =
[ligando]/[polid-poliU]).

El fundamento de esta técnica es el siguiente: al elevar la
temperatura de una disolucion que contenga la secuencia que se desea
estudiar se induce la rotura de su estructura secundaria, pasando de la
estructura asociada a la forma desplegada monohebra. Dicho proceso viene
asociado a cambios en las propiedades de absorcion de las bases que
componen la secuencia. De esta manera, si se representa la variacion de la

absorbancia, a la longitud de onda caracteristica de cada secuencia, en

83



Capitulo 4

funcién de la temperatura se obtiene una curva tal y como se presenta en la
figura 4.4. Como se observa, a bajas temperaturas la secuencia se encuentra
en su forma hibridada debido a la estabilizacion de la estructura secundaria
mediante la formacion de enlaces de hidrogeno entre los pares de bases
complementarios. Asi pues, a valores de temperatura bajos la absorbancia se
mantiene constante hasta que se alcanza la temperatura en la que se empiezan
a romper los enlaces entre los pares de bases y la secuencia empieza a
disociarse, un subsiguiente aumento en la temperatura conduce al estado en
el que las cadenas se encuentran en su estado totalmente disociadas,
monohebra. Este cambio conformacional tiene lugar en una ventana
relativamente estrecha de temperatura y viene acompafiado de un efecto

hipercrémico de un 15-20% (figura 4.4).

La temperatura de fusioén, T, se define como la temperatura a la
que la mitad de la secuencia presente en disolucion se encuentra en su forma
disociada y se asigna al punto de mayor pendiente en el salto de la curva
(calculado como el maximo de la primera derivada). Este parametro puede
verse modificado mediante el cambio del tampoén de trabajo, las sales
presentes en disolucion o el pH; tratdindose entonces de un parametro
caracteristico de la secuencia bajo unas condiciones de trabajo
especificas.[17]

Si se adiciona a una disolucién que contiene un polinucleétido
determinado una molécula que interacciona con la secuencia por alguno de
los modos de interaccion descritos se observa un desplazamiento del Ty, ya
sea hacia temperaturas mas bajas (desestabilizacion de la conformacion
secundaria) o hacia temperaturas mas altas (estabilizacion de la estructura
secundaria). Se define entonces AT,, como la diferencia entre las
temperaturas de fusion del polinucleétido libre y la de los aductos formados

con los receptores estudiados.[18]
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4.6.2. Determinacion de constantes de estabilidad

Como ya se ha mencionado anteriormente, durante la presente tesis
se han utilizado las valoraciones potenciométricas para el calculo de
constantes de estabilidad de los distintos sistemas en equilibrio. Sin embargo,
en algunos casos se han complementado estos estudios utilizando las técnicas
espectroscopicas UV-Vis y de fluorescencia, un ejemplo es el estudio de
aquellos equilibrios que se dan en condiciones muy acidas (pH < 2.5) o muy
basicas (pH > 11.0). Por otro lado también se ha hecho uso de éstas para
estudiar los distintos sistemas ligando-oligonucledtido. A continuacion se

detallan los métodos usados.

Estudios acido-base

Los datos fueron obtenidos bien por espectroscopia UV-Vis,
mediante el registro de la absorbancia a distintos valores de pH, o por
espectroscopia de emision de fluorescencia; en este segundo caso se
registraron, como paso previo, varios espectros de absorcion a distintos
valores de pH con el objetivo de localizar posibles puntos isosbéstico (valor
de longitud de onda en el que la absorbancia total de la muestra no varia
durante el experimento). Posteriormente se utilizo el valor de longitud de
onda determinado como valor para la excitacion en las valoraciones
fluorimétricas, evitando asi variaciones en la energia de excitacion durante el
experimento. A partir de los datos obtenidos se calcularon las constantes de
estabilidad mediante su tratamiento matematico con el programa
HypSpec.[4] El calculo se lleva a cabo mediante una regresion no lineal de
minimos cuadrados para ajustar los valores de las constantes de estabilidad a
los datos experimentales en base a un modelo previamente propuesto
(coeficientes estequiométricos). El programa permite realizar el ajuste de

minimos cuadrados con multiples longitudes de onda a la vez.
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Estudios de interaccion ligando-oligonucledétido.

De los datos obtenidos durante las valoraciones fluorimétricas es
posible obtener las constantes de afinidad (K,;) de los distintos sistemas en
equilibrio, éste parametro permite evaluar el grado de interaccién de un
ligando dado con los distintos oligonucleoétidos. Para ello los datos obtenidos
se analizaron de acuerdo con el modelo de sitios independientes mediante el
ajuste no lineal de la relacion F/F, (a la longitud de onda de emisién maxima)
frente a la cantidad de oligonucledtido adicionado, usando la ecuacion
4.4.19]

. (Fsm—F0)<A+B+nx—\/(A+B+nx)2—4an)
2B

F = intensidad de fluorescencia
F, = intensidad de fluorescencia inicial

Fs,: = intensidad de fluorescencia tras la saturacion
1

Kagy
B = [Ligando]

A=

n = numero de sitios de union independientes

x = [oligonucleétido]
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Los valores se obtuvieron mediante la rutina de ajuste de
Levenberg-Marquardt en el software Origin &. Se selecciono6 aquel valor de n
que proporcionaba un mejor ajuste a los valores experimentales obtenidos, 3

> 98 %.

1,8

1,6

F/Fi

1,4

0 2 4 6 8 10 12 14
[oligonucleotido] (uM)
" Figura 4.5. Ejemplo del ajuste (linea solida) de los valores de fluorescencia
experimentales (M), obtenido al aplicar la ecuacion 4.4.
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4.7. Dicroismo circular

La técnica fue desarrollada a mediados del siglo XX con el objetivo
de asignar la configuracion absoluta a moléculas que presentan quiralidad.
Desde entonces, gracias a su sensibilidad se ha convertido en una de las
técnicas mas relevantes para estudiar cambios conformacionales sutiles en
interacciones supramoleculares.[20] La técnica se basa en las variaciones que
se producen en la absorcion de luz circularmente polarizada hacia derecha e
izquierda por parte de moléculas quiralmente activas.[21] Si bien la
quiralidad de una molécula es un requisito necesario para que se observe
sefial de dicroismo circular (DC), los cromoéforos no quirales pueden dar
sefiales de dicroismo circular inducido (DCI) al interaccionar con una
molécula quiralmente activa, como consecuencia del nuevo ambiente

asimétrico al que son sometidos.

Debido a la alta sensibilidad de esta técnica a la hora de caracterizar
la estructura secundaria de las distintas conformaciones adoptadas por los
acidos nucleicos, el discroismo circular es una técnica ampliamente utilizada
a la hora de evaluar y cuantificar posibles cambios conformacionales
inducidos por las interacciones entre moléculas de bajo peso molecular y los
acidos nucleicos. El sentido y la intensidad de las sefiales pueden servir para
asignar la orientacion relativa del ligando respecto al eje de la doble
hélice.[22]
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CD (mdeg)

210 230 250 270 290 310

Figura 4.6. Representacion de la valoracion de un oligonucledtido con un ligando
seguida por DC a distintas relaciones [ligando]/[oligonucleétido].

Los espectros de DC se registraron en un espectrofotometro JASCO
J815 termostatado a 298.1 = 0.5 K, utilizando una celda de cuarzo de 3 mL
con 1 cm de paso dptico. La sensibilidad se configurd a 5 mdeg (donde mdeg
representa la elipticidad molar a una logitud de onda determinada) y se
registraron los espectros con una ventana comprendida entre 200 y 400 nm
en modo continuo, con una velocidad de barrido de 50 nm/s. Se realizaron 3
acumulaciones para cada muestra substrayéndose el blanco previamente
medido, siendo éste la disolucion tampoén de trabajo. Los espectros obtenidos
se trataron con Origin8 para suavizar las curvas mediante un promedio de

puntos (figura 4.6).
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4.8. Estudios cinéticos para la determinacion de la

actividad antioxidante

Los estudios cinéticos realizados han tenido como objetivo la
determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD) de los complejos
de cobre y manganeso obtenidos para los distintos receptores. Existen varios
métodos propuestos en la literatura para la determinacion de la actividad
SOD, que se pueden clasificar en dos categorias:

a) métodos directos, aquellos que miden directamente la variacion
de la concentracion de superdxido en disolucion.

b) métodos indirectos, aquellos en los que se sigue la variacion en
la concentracion de superoxido a través de un indicador capaz de reaccionar
con él, emitiendo éste una sefial facilmente detectable por una técnica

espectroscopica.

Los métodos indirectos son, con diferencia, los mas utilizados hasta
la fecha ya que no requieren de largos tiempos de medida y pueden llevarse a
cabo utilizando técnicas espectroscopicas UV-Vis y de fluorescencia. Por
ello se ha optado por un método indirecto como primera aproximacion para
la evaluacion de la actividad SOD de los distintos complejos metalicos. El
método seleccionado, desarrollado por Charles Beauchamp e Irwin Fridovich
(los mismos descubridores de la actividad bioldgica de la SOD), estaba
basado inicialmente en el uso del citocromo ¢ como indicador.[23] En el
GQS-UV se utiliza una adaptacion del método anterior puesto a punto por el
Dr. Salvador Blasco y que esta ampliamente descrito en su tesis doctoral.[24]

El denominado método de McCord-Fridovich utilizado para la
determinacion de la actividad SOD se basa en la conjuncion de dos sistemas
esquematizados en la figura 4.7; un sistema capaz de generar radicales
superoxido (sistema xantina-xantina oxidasa) y un sistema indicador cuya
velocidad de reducciéon puede seguirse facilmente mediante técnicas

espectroscopicas (sistema NBT-MF").
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La xantina oxidasa es una monooxigenasa que cataliza la conversion
de la xantina en acido tUrico, en un proceso en el que una fraccion de
moléculas de dioxigeno, en lugar de oxidar al sustrato, son reducidas a

superodxido (figura 4.7).[25]

[0}
N
HN | \>
H20+0, 0 N H,0+0; MF*

o
H,0, 2H*+20," NBT

Figura 4.7. Sistema xantina-xantina oxidasa para la generacion de radical superoxido
in-situ (negro), sistema indicador NBT-MF" para la deteccién del radical superéxido
en disolucion (azul), eliminacion de radical superdxido por la enzima SOD o por
miméticos de la SOD (verde).

Como se ha mencionado anteriormente, en el método original el
indicador usado era el citocromo c, sin embargo, en este sistema se opta por
el azul de nitrotetrazolio (NBT por sus siglas en inglés). Este compuesto
presenta un color amarillo palido en su forma oxidada el cual, tras su
reduccion monoelectronica, se convierte en monoformazano (MF"), siendo
éste de color violeta y presentando un maximo de absorcion a 560 nm (figura
4.7). Al introducir el compuesto a estudiar en la disolucion si éste presenta
actividad SOD competira con el NBT por los radicales superoxido, de
manera que la variacion de la absorbancia a 560 nm en funcién del tiempo
variard como resultado de este efecto competitivo, lo que se traducira en una

disminucion de la pendiente registrada.
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4.8.1. Procedimiento experimental

En una cubeta desechable de poliestireno de volumen reducido
(1mL) se introducen 100 pL de la disolucién que contiene el compuesto a
estudiar, 800 pL de la mezcla de reaccion y en ultimo lugar 100 pL de la
dilucion de xantina oxidasa, la cual desencadena la reaccion. Inmediatamente
después se agita vigorosamente la cubeta y se introduce en el instrumento de
medida. Se sigue la variaciéon de la absorbancia a 560 nm durante dos
minutos. Previamente se llevan a cabo una serie de experimentos para
determinar el blanco (control), sirviendo éste como referencia para conocer la
actividad enzimatica de la disolucion de xantina oxidasa preparada, para ello
se sigue el mismo procedimiento experimental pero en lugar de adicionar

100uL de la disolucion de compuesto se adicionan 100 pL. de tampon TRIS.

Tabla 4.5. Material y disoluciones necesarias para el ensayo Mcord-Fridovich.

Material necesario

Tampo6n HEPES (50 mM, pH 7.4)
Tamp6n TRIS (50 mM, pH 7.4)
Xantina

Xantina oxidasa de 40 U

Azul de nitrotetrazolio (NBT)

Disoluciones necesarias

Disoluciones del compuesto 0.5,1,2,5,10, 25,50 y 100 uM en tampoén TRIS
Mezcla de reacciéon 5 ml de NBT 2.24 nM en tampon HEPES
(preparada el mismo dia) 25 ml de xantina 1.8 mM en tampén HEPES

Disolucion 1/5 v/v de xantina oxidasa en tampoén HEPES. En

Xantina oxidasa . .
frio para preservar de degradacion
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4.8.2. Tratamiento de los datos

Para cada experimento se obtiene un valor de la pendiente (variacion
de la absorbancia con respecto al tiempo), también denominado como
velocidad de reaccion. El valor de la pendiente correspondiente al blanco,
valor control, representa la velocidad de reduccion del NBT en ausencia del
compuesto a estudiar (Sy). Para cada uno de los experimento llevado a cabo
se obtiene un valor de pendiente (S;). La diferencia entre el valor Sy y el
obtenido para las distintas disoluciones del compuesto estudiado, S;,
representa la contribucion del compuesto a la disminucion de la

concentracion de aniones superdxido en disolucion.

La inhibicion asociada a cada uno de los experimentos llevados a
cabo se calcula como indica la ecuacion 4.5. Al aplicar esta relacion se
consigue a su vez normalizar posibles variaciones en la actividad de la
enzima, permitiendo asi comparar valores obtenidos en distintos

experimentos.

Del mismo modo es posible calcular el error en cada punto

utilizando la siguiente formula de propagacion de errores:

€ic 54
0
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Una vez obtenidos los datos se lleva a cabo una representacion de
IC; en funciéon de la concentracion del compuesto (figura 4.8). Para
cuantificar la actividad se toma el valor de la concentracion en donde se
cumple que IC = 50%,[23] siendo este un método ampliamente usado para la
comparacion de distintas sustancias con actividad SOD.

Durante la tesis se ha utilizado el software desarrollado por el Dr.
Salvador Blasco para el ajuste de los datos y el calculo del valor ICs
(superSOD V 0.6).[26]

60 T T

% de inibicion

IC50=12.80 +2.93 yM

Figura 4.8. Porcentaje de inhibicion de NBT (IC;) frente a la concentracion de
compuesto.

Uno de los problemas del uso de los valores de ICs, para la
expresion de actividades cataliticas es que éstos dependen de la naturaleza
del indicador asi como de su concentracion, por lo que no es posible
comparar los valores obtenidos mediante el uso de distintos indicadores. Por
este motivo se suele expresar también la actividad catalitica mediante el uso
del valor de la constante catalitica (k.,), siendo éste un parametro de la
actividad catalitica independiente de las condiciones experimentales. En el

caso de los métodos indirectos la k., se obtiene de manera aproximada a

94



Material y métodos

partir del valor de ICs, obtenido experimentalmente y la constante del

detector utilizado, utilizando la siguiente expresion:

kcat = kdetector : [deteCtor]/ICSO

El valor de la constante del detector utilizada para la obtencion de
Kear ha sido kyzr=5.9 0.5 x10° M's.[27]

4.9. Estudios electroquimicos

Las medidas electroquimicas se realizaron con un equipo compuesto
por un potenciostato CV-50W y una celda de medida C3 de Bioanalytical
Systems dotada de un sistema de purga de argén y de un agitador magnético,
perteneciente al GQS-UV. Para cada experimento se preparan 5 mL (c.a. 107
M) del compuesto a estudiar en TRIS 50 mM y NaCl 150 mM, a pH 7.4. Los
electrodos utilizados han sido: electrodo de referencia Ag/AgCl, electrodo

auxiliar de platino y electrodo de trabajo de grafito BASi MF-2012.
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4.10. Estudios teoricos

Los estudios de dindmica molecular se han llevado a cabo mediante
la construccion inicial de la estructura de la poliamina libre y del
oligonucleétido a estudiar (programa xleap), haciendo uso del campo de
fuerzas gaff, mientras que el campo de fuerza ff12SB se ha utilizado para las
bases nucleicas. De la misma manera, las condiciones ambientales se han
simulado utilizando el campo ionisjc_tip3p. Todos los estudios se han
llevado a cabo mediante el uso del paquete se software de construccion
asistida de modelos con refinamiento de energia (AMBER por sus siglas en
ingles).[28]

A cada una de las moléculas construidas se le aplica una proceso de
calentamiento previo a la dindmica molecular, consistente en una etapa de
minimizacion y optimizacion energética de la estructura seguida de una etapa
de calentamiento, 0.9 ns (9x10° ciclos de 1 fs), hasta temperatura final de 300
K. Posteriormente se le aplica una dindmica molecular de 16 nm, consistente
en § etapas de 2x10° ciclos de 1 fs, a 300 K. Finalmente se seleccionan los 10
minimos energéticos y se minimizan energéticamente sus estructuras. Como
ultimo paso se analizan graficamente las estructuras obtenidas.

Posteriormente se construye el complejo ligando-oligonucledtido, en
el caso de las poliaminas con superficies aromaticas extendidas se insertaron
restricciones de distancia con el objeto de estudiar su capacidad como
agentes intercalantes. Para ello se aplicaron las correspondientes restricciones
de distancia entre los atomos pesados del compuesto y los atomos pesados
del entorno de interaccion, usandose un promedio para todas las distancias
entre los 4tomos en la interaccién (mediana <r*>"® de todas las distancias de
interaccion de los atomos del grupo). En el caso de los ligandos sin unidades
intercalantes no se implementaron restricciones de distancias. Una vez
construidos los distintos complejos ligando-oligonucleétido se les aplicé un
proceso de minimizacion energética, calentamiento y dindmica molecular tal
y como se ha descrito anteriormente. Finalmente se seleccionaron los diez
conféormeros de minima energia y se minimizaron energéticamente las

estructuras sin restricciones de distancia.
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El paquete Pymol v1.7.4.5 se ha utilizado para realizar el analisis de
las modelizaciones asi como para la posterior representacion grafica de los
resultados.[29]

Construccion de los sistemas (poliamina y

r 1
. .. . 1
oligonucledtido) por separado y unidos {- Campo de fuerzas gaff, ff1258 y ionisjc_tip3p i

r
I Proceso de minimizacion ]—----l Optimizacion energética de las estructuras
H

I—---- Se calienta en una etapa, 9x10° ciclos 1 fs,
temperatura final 300 K

I Calentamiento

I—---' Aplicacién de las restricciones. Dindmica de 16
ns compuesta por 8 etapas de 2x10° ciclo 1 fs

I Dindmica molecular

am ([am (¢m |-

Seleccion de los 10 conférmeros de minima
energia

|

Minimizacién de los conférmeros L .
[-===1 Optimizacidn energética de las estructuras
H

seleccionados

—

Analisis grafico ]—----i Pymol i

Figura 4.9. Esquema de los pasos seguidos en los estudios tedricos para el evaluar la interaccion
ligando-oligonucledtido-
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4.11. Espectroscopia de rayos X por energia dispersiva

La espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDX) permite
monitorizar las bandas de radiacion X caracteristicas de los distintos iones
metalicos presentes en los monocristales obtenidos, lo que facilita la

cuantificacion de la composicion atdmica en los mismos.

El analisis por EDX se llevo a cabo mediante un dispositivo EDX
XL-30 ESEM (Philips) ubicado en el SCSIE. La adquisicion de los datos se
realiz6 con una voltaje de aceleracion de 20 kV, 10 mm de distancia focal y
60 segundos de tiempo de acumulacion. Se llevaron a cabo 3 mediciones con
una ventana de lectura de 500x500 um que contenia, como minimo, dos
monocristales. Los datos experimentales se han expresado como un

promedio de las tres mediciones.
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4.12. Estudios biologicos

Los estudios bioldgicos se han llevado a cabo en colaboracion con el
grupo de investigacion de Biologia Molecular perteneciente al Institut de
Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV) del Hospital Joan XXIII de la
Universidad Rovira i Virgili, bajo la direccion de A. Garcia-Espafia. A

continuacion se detallan los estudios realizados.

Ensayos de toxicidad

Para la evaluacion de la toxicidad de los ligandos se llevaron a cabo
ensayos de viabilidad frente a una linea celular de tipo no tumoral (VERO).
Para ello se utilizé el método del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio).[30] Se trata de un ensayo colorimétrico basado en
la capacidad que presentan las células vivas para reducir el MTT (amarillo) a
formazan (purpura), gracias a la accion de las enzimas presentes en las
mitocondrias. Este cambio de color permite, mediante una curva de
calibrado, calcular directamente el nimero de células viables.

Se prepararon cultivos celulares de c.a. 5x107 células en 200 uL del
medio correspondiente en placas de 96 pocillos, permitiendo que éstas se
adhirieran y se recuperasen de la tripsinacion (separacion de las células de su
soporte mediante la tripsina) durante 24 h. Pasado este periodo se retird el
medio y se afiadieron los compuestos a analizar a distintas concentraciones,
disueltos en 200 pL. de medio. Una vez transcurridas 48 horas de incubacion
con los compuestos, se incubaron las células durante otras 3 horas
adicionales en medio fresco conteniendo éste MTT (1.2 uM). El precipitado
resultante (formazan) se disolvié en 200 pL. de DMSO y se registr6 el valor

de absorcion a 540 nm mediante el uso de un espectrometro automatico.
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El porcentaje de supervivencia se calcula aplicando la siguiente

relacion:

Apoci ;
, . ocillo experimental
% células vivas = —& L -x100

Apocillo control

El ICsy se define como la concentracion de compuesto que causa

una reduccion del 50% en la viabilidad celular.

Ensayos con levaduras deficientes en SOD

La evaluacion de la capacidad antioxidante de los distintos
complejos metalicos se llevd a cabo mediante cultivos de una cepa deficiente
en la enzima citoplasmatica SOD1 de levaduras Saccharomyces Cerevisiae
[(ATCC): ATCC 96687 (SOD), MATa ura3-52 trpl -289 his3-Al leu2 -3
leu2-112 sod1 :: URA3).[31][32][33][34]

Se diluyd una solucion la cepa con una densidad optica de 0.7 mU
(A= 620 nm) a 1:200 en 5 ml de medio SDC (0,68% de YNB, 0,16% de
mezcla de desprendimiento sin Leu, 0.15% de Leu, 0.03% de triptéfano,
uracilo e histidina, 0.07% de adenosina y 2.00% de glucosa). Las levaduras
se hicieron crecer aerobicamente en tubos falcon de 50 mL a 30 °C con
agitacion a 220 rpm en presencia de los compuestos a analizar (10 uM). El
crecimiento a los tiempos indicados se midid turbidimétricamente (A = 620
nm).

La capacidad antioxidante viene determinada por las diferencias
entre el crecimiento de la cepa deficiente en SOD1 con los ligandos, o sus
correspondientes complejos metalicos, y el crecimiento de la cepa sin ellos
((SOD1+Compuesto)/SOD1).
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5.1. Mecanismos de sintesis

A lo largo del capitulo se detallaran los procedimientos sintéticos
generales utilizados para la obtencion de los distintos derivados

poliaminicos.

5.1.1. Reaccion de tosilacion

Desde que fuera descrito por Emil Fischer, el 4-toluensulfonilo (Ts)
ha sido ampliamente usado en quimica organica como grupo protector de

aminas ya que presenta varias ventajas:[1][2]

i) Permite la posterior monofuncionalizacion de la amina protegida

mediante una reaccion sencilla y con un alto rendimiento.

ii) Induce rigidez conformacional, favoreciéndose asi la
organizacion previa de la molécula facilitando la obtencion de
conformaciones ciclicas de forma mayoritaria frente a oligébmeros,

aumentando asi los rendimientos de reaccion.

iii) Las aminas tosiladas tienen tendencia a cristalizar en EtOH, lo
que facilita las etapas de preparacion, manipulacion y purificacion de

intermedios en la sintesis.

iv ) La desproteccion puede llevarse a cabo en una sola etapa.

Sin embargo, la etapa de desproteccion requiere del uso de
condiciones muy energéticas. Un ejemplo es la metodologia propuesta por H.

R. Snyder, la cual utiliza HBr en HAc al 33% y PhOH,[3] lo que en algunas

ocasiones conduce a la ruptura del anillo macrociclico.

105



Capitulo 5

El reactivo de partida utilizado para la proteccion de la amina es el
cloruro del acido p-toluensulfénico (TsCl). El mecanismo de la reaccion
consiste en una sustitucion nucleofilica en la que el grupo amino actua como
nucleofilo desplazando al cloruro en posicion a al azufre, formandose asi un
grupo sulfonamida. Debido a que el grupo amino resulta protonable en
disolucion acuosa, es necesario el uso de una base para que éste se encuentre
en su forma desprotonada, en este caso se ha optado por el K,COj; (figura
5.1).

Co
i o o o
w6 6 § /= ) R P
RN—H > RNeR\ / NeRS
i K,CO, d oo K2CO3 Ha' o

Figura 5.1. Esquema del mecanismo de reaccion para la tosilacion del grupo amino
primario.

En la presente tesis se ha hecho uso de este procedimiento sintético
para llevar a cabo la tosilacion de los tres grupos amino primarios presentes
en la amina tripodal tris-(2-aminoetil)amina (tren), obteniéndose asi la amina

tripodal protegida tren-Ts (figura 5.2).

NH, Q NHTs
3 cw—s—< — o P
HzN\/\NJ/ 3 W a J/

NH, NHTs
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5.1.2. Reaccion de ciclacion

El procedimiento sintético para la ciclacion, basada en el proceso
descrito en los afios setenta por J. E. Richman y T. J. Atkins,[4] consiste en la
reaccion entre la poliamina previamente tosilada, tren-Ts, y la 2,6-
bis(bromometil)piridina en relaciéon molar 1:1, para dar lugar a la formacion

del poliazamacrociclo pytren-Ts (figura 5.3).

La presencia de grupos tosilo en el tren-Ts ha demostrado ejercer un
efecto estérico que dota de una elevada rigidez a la poliamina tripodal,
favoreciendo el predominio de las conformaciones apropiadas para el
proceso de ciclacion. Asi, una vez ha reaccionado uno de los extremos de la
amina tripodal ésta se pliega de manera que uno de los extremos libres queda
en una disposicion favorable para que se produzca la reaccion intramolecular.
A su vez, los grupos tosilo pueden actuar como espinas de una alambrada,
impidiendo el acercamiento de otras moléculas al punto de reaccion. La
reaccion debe transcurrir a través de un estado de alto nivel de
preorganizacion, con factores entropicos favorables, obteniéndose asi de
forma mayoritaria los productos monoméricos frente a los oligoméricos. Asi
pues, la presencia de grupos tosilo resulta decisiva tanto desde el punto de
vista de la reactividad de la poliamina, aumentando la acidez de los enlaces
N-H, como desde el punto de vista conformacional, favoreciendo las

disposiciones mas adecuadas para que tenga lugar el proceso intramolecular.

La reaccion se lleva a cabo usando un volumen de disolvente grande
en relacion a la cantidad de reactivos. Ademas, se anade uno de los reactivos
gota a gota y con agitacion vigorosa, evitaindose asi concentraciones locales
altas de reactivos. Por otro lado, resulta necesario el uso de una base, en este
caso K,CO;, para que el grupo amino tosilado se encuentre en equilibrio con
su forma desprotonada a la vez que sirve para neutralizar el HBr generado en

la reaccion.
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Durante la reaccion se produce una doble sustitucion nucleofilica de
dos de los grupos amino protegidos de la triamina tosilada, que actiian como
nucledfilos, a los carbonos en posicion bencilica presentes en la 2,6-

bis(bromometil)piridina, los cuales actuan como electréfilos (figura 5.3).

H X
N—T | | A Cer | P
s P ® N ® N
J/ v N H BT N H’:(NT H~ Br
TsHN -~ Br Br s s D N S ToN NTs
\ KoCO3 N K2COg INI
NHTs K/NHTS K/NHTS

Figura 5.3. Esquema del mecanismo de reaccion para la obtencion del pytren-Ts.

5.1.3. Reaccién de alargamiento

Este procedimiento sintético se ha utilizado para la introduccion de
un grupo propilamina en el extremo la poliamina previamente obtenida

pytren-Ts.

La ruta sintética, variante de la sintesis de Gabriel,[5] consta de dos

pasos (figura 5.4):

i) Sustitucion nucleofilica entre el grupo amino tosilado de la cadena
lateral, que actiia como nucledfilo, y el carbono en posicion a al bromo de la
N-(3-bromopropil)ftalimida, que actia como electrofilo. Esta reaccion se ve
favorecida por el uso de una base, en este caso K,COs, la cual cumple una
doble funcién ya que, ademds de neutralizar el HBr generado, mantiene
desprotonado el nitrogeno secundario, aumentando asi el caracter

nucleofilico del mismo.
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ii) Eliminacion del grupo ftalimida por el método de Ing-Manske,[6]
el cual implica el uso de hidrazina (N,H,4). En esta reaccion se produce una
doble sustitucion nucleofilica. En primer lugar uno de los nitrégenos de la
hidrazina actia como nucledfilo reaccionando con uno de los dos grupos
carbonilicos del grupo ftalico. Posteriormente se produce una segunda
sustitucion nucleofilica, de tipo intramolecular, entre el nitrégeno restante de

la hidrazina y el segundo grupo carbonilo (figura 5.4).

N .
HaN—NH,
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5.1.4. Reaccion con la N-tosilaziridina

Este procedimiento se ha utilizado para la alquilacion de la amina
primaria presente en el pytren-al-Ts por dos grupos etilmina, para obtener asi

el derivado poliaminico L1-Ts.

Esta etapa consiste en la reaccion de la poliamina pytren-al-Ts y la
N-tosilaziridina en relacion molar 1:2.[7] En primera lugar se produce un
ataque nucleofilico del nitrogeno primario, el cual actia como nucleofilo, a
uno de los carbonos de la N-tosilaziridina, lo que produce la apertura del
anillo de tres atomos. La reaccion de este intermedio con un segundo
equivalente de N-tosilaziridina conduce a la obtencion de la poliamina L1-Ts
(figura 5.5).

Ifﬁi—>lf 1—»1; -

Ts
N~ ANHe K/ N\/\NHTs N\/\/N\/\NHTS
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5.1.5. Reaccién con la N-(3-bromopropil)ftalimida

Este procedimiento se ha utilizado para la alquilacion de la amina
primaria presente en el pytren-al-Ts por dos grupos propilamina, para obtener

asi el derivado poliaminico L2-Ts.

Como se ha descrito anteriormente en el apartado 5.1.3 (Reaccion de
alargamiento), la reaccion con la N-(3-bromopropil)ftalimida consta de una
primera etapa de adicion nucleofilica seguida de una etapa de desproteccion.
En este caso, debido a la presencia de un grupo amino primario en el extremo
de la cadena lateral de la poliamina pytren-al-Ts, se introduciran dos grupos
propilamina en el extremo del la misma (figura 5.6). Esta reaccion se ve

favorecida por el uso de una base, en este caso K,COs.

\ |
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5.1.6. Reaccion de ciclacion de L1-Ts

Una vez sintetizado el precursor L1-Ts, el derivado con dos
unidades macrociclicas, L3-Ts, se obtiene mediante la reaccion de la
poliamina con un equivalente de la 2,6-bis(bromometil)piridina. Durante esta
etapa se produce una doble sustitucion nucleofilica de los grupos amino
protegidos sobre los carbonos electrofilos en posiciones bencilicas presentes
en la 2,6-bis(bromometil)piridina. La reaccion se lleva a cabo mediante la
adicion de uno de los reactivos gota a gota y en presencia de K,COj; (figura
5.7).
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5.1.7. Reaccion de destosilacion

Como se ha indicado anteriormente, la eliminaciéon de los grupos
protectores tosilo (Ts) se realiza bajo condiciones severas, en este caso se ha
utilizado acido bromhidrico (HBr) en acido acetico (HAc) al 33 % (que hace
a la vez de disolvente) y en presencia de fenol (PhOH).[2][8] La razoén por la
cual se afiade PhOH es porque la reaccién transcurre por un mecanismo
radicalario y éste resulta ser un buen captador de radicales. Para neutralizar el

exceso de HBr que se libera durante la reaccion se acopla al sistema de

reaccion una trampa de gases cargada con una disolucién concentrada de
hidréxido sédico (NaOH) (figura 5.8).

NaOH
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5.1.8. Reaccion de funcionalizacion

En el desarrollo de un farmaco, una vez que se ha obtenido un
producto con una actividad biolégica prometedora se suele modificar su
estructura mediante la incorporacion de grupos funcionales que permitan
modular sus propiedades farmacoldgicas, para asi alcanzar, por ejemplo,
mayor selectividad, mayor actividad, menor toxicidad, mejor biodistribucion,
etc. También en la quimica supramolecular resulta de gran interés introducir
modificaciones en un receptor mediante la incorporacién de grupos
funcionales con distintos propositos: incluir un grupo fluoréforo para dotar al
receptor de propiedades fotoluminiscentes, incluir 4atomos dadores
adicionales, etc. A este proceso de incluir un grupo funcional en el esqueleto
base de un receptor dado con el fin de modificar sus propiedades se le
denomina funcionalizacion.

En el caso concreto de las poliaminas sintetizadas, el proceso de
funcionalizacion consistira en la reaccion de las dos aminas primarias
presentes en L1 con dos equivalentes de un carbaldehido comercial, lo que
conduce a la obtencion de una base de Schiff, o imina.[9] La imina obtenida
se reduce in situ con NaBH, para asi obtener el producto en su forma de

amina libre (figura 5.9).

® ®
— —
N (I:I) N ﬁ{
HN NH 2 HN NH _CH
NH, R N
= H
N N R
i K/H N CH
K/N\/\/N\/\NH2 SN
X
|
N R
HN\L J/NH - CHe
N R
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5.2. Sintesis del ligando precursor pytren-al-Ts

A lo largo del apartado se detallaran los procedimientos sintéticos
seguidos para la obtencion del precursor pytren-al-Ts (figura 5.10). La
sintesis de esta poliamina ya se habia descrito en tesis y articulos previos a la

realizacion de este trabajo.[10][11]

a) Tosilacion de la tris-(2-aminoetil)amina

Como primer paso en la ruta sintética se procedio a la tosilacion de
la poliamina tripodal, tris(2-aminoetil)amina (¢ren). Para ello se introduce en
un matraz de fondo redondo la poliamina (3.02 g, 20.70 mmol) disuelta en
200 mL de THF junto con el K,CO; (11.40 g, 80.26 mmol) disuelto en 100
mL de H,O. Posteriormente se adiciona gota a gota el cloruro de tosilo
(TsCl) (11.80 g, 62.02 mmol) disuelto en 200 mL de THF. La mezcla se
mantiene con agitacion vigorosa y a temperatura ambiente durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion se evapora la fase organica a presion
reducida. La fase acuosa se extrae con CH,Cl, (3x100 ml) para asi, una vez
eliminado el disolvente, obtener un aceite de color amarillo que se purifica
por recristalizacion de EtOH. El producto final se obtiene como agujas de

color blanco de elevada pureza. Rendimiento > 90%.

b) Procedimiento de ciclacion

Se disuelve la poliamina tripodal tosilada, tren-Ts, (7.89 g, 12.97
mmol) junto con el K,CO; (17.92 g, 129.70 mmol) en 400 mL de CH;CN
seco. La mezcla se lleva a reflujo en atmoésfera de nitrogeno y se le adiciona
gota a gota la 2,6-bis(bromometil)piridina (3.50 g, 12.97 mmol) previamente
disuelta en 100 mL de CH3;CN seco. Terminada la adicioén, la mezcla se
mantiene bajo las mismas condiciones durante 24 horas. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion se deja enfriar y se filtra la mezcla para
eliminar el K,COj; en suspension. Posteriormente se elimina el disolvente y el

solido obtenido se recristaliza de EtOH. Rendimiento > 60%.
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¢) Proceso de alargamiento

El procedimiento experimental para la obtencion del pytren-al-Ts

consta de dos etapas (figura 5.10):

i) Se disuelve la poliamina tosilada pytren-Ts (3.23 g, 4.54 mmol)
junto con 1.3 equivalentes de la N-(3-bromopropil)ftalimida (1.58 g, 5.90
mmol) y el K,CO; (6.28 g, 45.40 mmol) en 200 mL de CH;CN seco. La
mezcla se somete a reflujo durante 24 horas en atmodsfera inerte.
Posteriormente se deja enfriar y se filtra para eliminar el K,CO; en
suspension. Se elimina el disolvente a presion reducida obteniéndose asi un

aceite de color amarillo.

ii) Se redisuelve el aceite obtenido en la etapa anterior en 150 mL de
EtOH seco a reflujo y se adicionan 12 equivalentes de N,H,. La reaccion se
mantiene a reflujo durante 24 horas en atmosfera inerte. Al enfriar se observa
la aparicion de un so6lido blanco correspondiente a la ftalhidrazida, que se
elimina por filtracion. A continuacion se elimina el disolvente a presion
reducida obteniéndose asi el producto final como un sélido de color amarillo.

Rendimiento > 90%.
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NH, a) NHTs
J/ TsHN J/
HzN\/\N 4 TsCl - SHN~n
KoCOs THF/H,0
tren NH, tren-Ts NHTs
b)
Br
X
| s
N
TsN J/NTs
pytren-Ts N
K/NHTS
) 2eq ° KoCOs
B ~N CH4CN
c) 0
i) HN—NH, EtOH
| X
=
N
TsN\L J/NTs,
N
Ts
pytren-al-Ts N~ NH2

Figura 5.10. Esquema para la sintesis del ligando precursor de tipo escorpiando
pytren-al-Ts.
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5.3. Sintesis de L1

L1 se ha sintetizado a partir de la poliamina pytren-al-Ts. Los
espectros de RMN 'H y C de los compuestos implicados en esta ruta
sintética se incluyen en el Anexo 2 (Espectros de RMN). La sintesis del
compuesto L1 ha sido publicada en Inorg. Chem. (Publicaciones, anexo
1).[12]

Obtencion de L1-Ts

Se disuelve la poliamina tosilada pytren-al-Ts (3.29 g, 4.28 mmol)
en 50 mL de CH;CN seco. Posteriormente se le adicionan gota a gota 2.1
equivalentes de la N-tosilaziridina (1.85 g, 9.42 mmol) disueltos en 80 mL de
CH;CN, manteniéndose la mezcla a reflujo y bajo atmosfera inerte durante
24 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion se elimina el disolvente a
presion reducida y el producto obtenido se purifica mediante columna
cromatografica de gel de silice (40-63 um) (CH,Cl;:MeOH 98:2) (figura
5.11).

Destosilacion de L1-Ts

Para llevar a cabo la destosilacion se introduce L1-Ts (3.00 g, 2.57
mmol) en un matraz de fondo redondo disuelto en 170 ml de HBr en HAc al
33 %, junto con 13 equivalentes de PhOH (15.40 g, 163.07 mmol) por cada
grupo Ts. La mezcla se calienta a 90 °C durante 24 horas. Al enfriarse la
disolucién se observa la aparicion de un sdlido correspondiente a la
poliamina destosilada en su forma de bromohidrato. El precipitado se
recupera por filtracion al vacio y se lava repetidas veces con EtOH seco. El
exceso de acido acético se elimina mediante una columna de intercambio
anionico (AMBERLITE IRA-402). El aceite resultante se precipita con acido
clorhidrico (HCI) 4.0 M en dioxano, obteniéndose asi L1 en forma de

clorohidrato (figura 5.12).
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| X
=
N
TSNI J/ NTs
NH NHTs
TsN. N
NN SN ONHTs

"H NMR (300.0 MHz, CDCLy), 3 (ppm): 7.9-7.7 (m, 12H), 7.4-7.2 (m, 14H), 5.9-5.8
(m, 2H), 4.3 (s, 4H), 3.1-3.0 (m, 6H), 2.9-2.8 (m, 6H), 2.5-2.3 (m, 27H), 1.7-1.6 (m,
2H).

3C NMR (75.4 MHz, CDCLy), 8 (ppm): 155.4, 144.0, 143.4, 139.1, 137.5, 136.2,
135.4, 130.3, 130.1, 128.0, 127.6, 124.3, 55.3, 55.0, 53.9, 52.6, 52.5, 50.3, 47.3, 45.3,
41.1,25.7,21.9.
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6-]7-aminoetil-3,7,10-triazadecil]-3,6,9-triaza-1-

(2,6)piridinaciclodecafano

| X
=
N
HN\L J/NH
N NH,
HN N
\/\/ \/\NH2

"H NMR (300.0 MHz, D,0), 6 (ppm): 7.9 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.4 (d, J = 8 Hz, 2H),
4.6 (s, 4H), 3.3-3.2 (m, 16H), 3.1-3.0 (m, 4H), 2.9 (t, /=5 Hz, 4H), 1.9-1.8 (m, 2H).
3C NMR (75.4 MHz, D,0), 5 (ppm): 149.2, 140.2, 122.6, 51.2, 50.9, 50.5, 50.2,
49.9,56.3,45.7, 44.0, 35.3, 21.5.

Anal. Calec. para CyHyNg' 6HCI- 4H,0: C, 35.1; H, 7.9; N, 16.7. Exp.: C, 35.2; H,
7.9; N, 16.4.

MS (ESI) m/z [M+H]": 393.3 g/mol.

Rendimiento: 80%
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5.4. Sintesis de L2

L2 se ha sintetizado a partir de la poliamina pytren-al-Ts. En el
anexo 2 (Espectros de RMN) se recogen los espectros de RMN 'H y °C de

los compuestos implicados.
Obtencién de L2-Ts

El proceso sintético seguido para la obtencion de L2-Ts consta de
dos etapas:

i) Se disuelve la poliamina tosilada pytren-al-Ts (2.14 g, 2.78 mmol)
junto con 2.2 equivalentes de la N-(3-bromopropil)ftalimida (1.64 g, 6.12
mmol) y 10 equivalentes de K,CO; (3.84 g, 27.80 mmol) en 200 mL de
CH;CN seco. La mezcla se somete a reflujo con agitacion vigorosa durante
48 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion se deja enfriar la mezcla y se
filtra para eliminar el K,CO; en suspension. A continuacion se elimina el
disolvente en atmoésfera reducida obteniéndose asi un aceite de color
amarillo.

ii) Se disuelve el aceite obtenido en la etapa anterior en 150 mL de
EtOH seco a reflujo, adicionandose a continuacion 12 equivalentes de NoHy.
La reaccion se mantiene a reflujo durante 24 horas en atmosfera inerte.
Transcurrido el tiempo de reaccion se deja enfriar la mezcla y se elimina el
precipitado blanco por filtracion al vacio. Una vez evaporado el disolvente se

obtiene L2-Ts como un aceite de color amarillo (figura 5.13).
Destosilacion de L2-Ts

Se disuelve L2-Ts (2.00 g, 1.67 mmol) en 106 mL de HBr en HAc
al 33 %, junto con 13 equivalentes de PhOH (10.01 g, 106.39 mmol) por
cada grupo Ts. La mezcla se calienta a 90 °C durante 24 horas. Al enfriarse la
disolucién se observa la aparicion de un sélido correspondiente al
bromohidrato de la poliamina destosilada. El precipitado se recupera por

filtracion al vacio y se lava repetidas veces con EtOH seco (figura 5.14).
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(@\

e

N

N

"H NMR (300.0 MHz, CDCl;), & (ppm): 7.8-7.6 (m, 7H), 7.4-7.2 (m, 9H), 4.4-4.2
(m, 4H), 3.2-2.8 (m, 12H), 2.6-2.2 (m, 21H), 1.9-1.4 (m, 6H).

BC-DEPT NMR (75.4 MHz, CDCly), 3 (ppm): 138.7, 129.9, 127.2, 123.8, 54.5,
54.4,51.7,47.0, 44.8,39.4, 25.4, 25.0, 21.6.
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6-[7-aminopropil-3,7,11-triazaundecil]-3,6,9-triaza-1-

(2,6)piridinaciclodecafano

| X
—
N
HN\L NH
J/ NH
N 2
HN N~ _NH,

'"H RMN (300 MHz, D,0), & (ppm): 7.8 (t, /=8 Hz, 1H), 7.3 (d, /= 8 Hz, 2H), 4.5
(s, 4H), 3.3-3.1 (m, 14H), 3.0 (t, /= 8 Hz, 6H), 2.8 (t, /=5 Hz, 4H), 2.2-1.9 (m, 6H).
BC RMN (75.4 MHz, D,0), 6 (ppm): 149.2, 140.2, 122.6, 82.1, 51.3, 50.8, 50.5,
49.9,46.3,45.2,44.1,36.8, 22.0, 21.1.

Anal. Cale. para C,,HyNg'6HCI-H,0: C, 40.2; H, 8.0; N, 17.0. Exp.: C, 40.1; H,
9.1; N, 16.9.

MS (ESI) m/z [M+H]": 421.4 g/mol .

Rendimiento: 65%
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5.5. Sintesis de L3

L3 se ha obtenido mediante la reaccion de L1-Ts con un equivalente
de la 2,6-bis(bromometil)piridina. Los espectros de RMN 'H y °C de los
compuestos implicados pueden encontrarse en el Anexo 2 (Espectros de
RMN). La sintesis de L3 ha sido publicada en Inorg. Chem. (Publicaciones,
anexo 1).[12]

Obtencion de L3-Ts

Se disuelve L1-Ts (1.70 g, 1.46 mmol) junto con el K,CO; (2.02 g,
14.60 mmol) en 200 mL de CH3;CN seco. Posteriormente la mezcla se
somete a reflujo en atmosfera inerte y se adiciona gota a gota la 2,6-
bis(bromometil)piridina (0.39 g, 1.46 mmol) disuelta en 70 mL de CH;CN
seco. Transcurridas 24 horas se filtra la suspension para eliminar el K,CO5 y
se elimina el disolvente a presion reducida. El aceite de color amarillo
obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice (40-63
pm) (CH,Cl,:MeOH 90:10) (figura 5.15).

Destosilacion de L3-Ts

Se introduce L3-Ts (0.89 g, 0.70 mmol) en un matraz de fondo
redondo junto con 13 equivalentes de PhOH (4.20 g, 44.50 mmol) por cada
grupo Ts disuelto en 45 mL de HBr en HAc al 33 %. La mezcla se calienta a
90 °C durante 24 horas. Al enfriarse la disolucion se observa la aparicion de
un solido correspondiente al bromohidrato de la poliamina destosilada. El
precipitado se recupera por filtracion al vacio y se lava repetidas veces con

EtOH seco (figura 5.16).
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| X
~
N
TSN\L J/NTS
N TsN | X
N~
TsN. N
~ N \/\¥
S

"H NMR (300.0 MHz, CDCL;), & (ppm): 7.8-7.6 (m, 12H), 7.4-7.2 (m, 15H), 4.3 (s,
8H), 3.2-2.9 (m, 12H), 2.5 (t, 2H), 2.5-2.2 (m, 26H), 1.5 (m, 2H).

3C NMR (75.4 MHz, CDCLy), 8(ppm): 155.0, 143.5, 138.7, 136.6, 135.9, 129.9,
127.2, 123.9, 54.5, 54.3, 52.4, 51.6, 47.0, 44.7, 44.5, 44.4, 27.36, 21.55.
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1,6-bis[3,6,9-triaza-1-(2,6)piridinaciclodecafano-6-il]3-azahexano

| N
7z
N
HN\L J/NH
N HN | N
N~
HN N

'"H NMR (300.0 MHz, D,0), & (ppm): 7.9 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.5 (d, J = 8 Hz, 4H),
4.6 (s, 8H), 3.3-3.1 (m, 10H), 3.0-2.9 (m, 4H), 2.8-2.6 (m, 10H), 1.9-1.8 (m, 2H).

B3C NMR (75.4 MHz, D,0), & (ppm): 149.2, 140.1, 122.6, 52.5, 51.3, 50., 50.7,
49.9,46.6,46.4,45.4,43.8,21.7.

Anal. Calc. para C;HysNoy-6HBr-4H,0: C, 30.8; H, 5.6; N, 11.9. Exp.: C, 30.9; H,
5.2;N, 11.4.

MS (ESI) m/z [M+H]": 496.3 g/mol.

Rendimiento: 65%
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5.6. Sintesis de los derivados de L1

Todos los derivados de L1 se han obtenido a partir de la reaccion de
la amina libre con los correspondientes aldehidos comerciales. Los espectros
de RMN 'H y "C de los compuestos pueden encontrarse en el anexo 2
(Espectros de RMN).

Funcionalizacion de L1

Debido a que L1 se obtuvo en su forma de clorohidrato, se ha
utilizado una resina de intercambio anidnico (Amberlite IRA-402) para
sustituir los cloruros por grupos hidroxo, obteniéndose asi la amina en su
forma totalmente desprotonada.

Se disuelven 1-4 mmol de la poliamina L1 en 80 mL de EtOH seco,
manteniéndose la disolucion con agitacion vigorosa y en atmosfera inerte.
Posteriormente se adicionan gota a gota 2.1 equivalentes del carbaldehido
correspondiente disueltos en 50 de EtOH seco. Una vez se ha confirmado
mediante cromatografia de capa fina que la reaccion de formacion de la
imina ha alcanzado el equilibrio, se adicionan 20 equivalentes de NaBH, y se
mantiene la disolucion bajo las mismas condiciones durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion se elimina el disolvente a presion
reducida y se extrae el solido obtenido con CH,Cl,:H,O (3x40 mL). La fase
organica se seca con Na,SO,4 anhidro y se elimina el disolvente para obtener
asi el producto final en forma de aceite. Dado que resulta mas comodo
trabajar con las sales de los compuestos poliaminicos que con las
correspondientes aminas libres, ya que asi se evita su degradacion y la
captacion de CO, atmosférico, se disuelve la amina obtenida en un disolvente
organico seco (EtOH o CH,Cl,) y se precipita la sal utilizando una disolucion
de HCI 4.0 M en dioxano. El solido obtenido se filtra en placa y se lava
repetidas veces con EtOH seco para obtener el producto final en su forma de

clorhidrato.
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6-7-(4-(2-piridil))-3-azabutil)-11-(2-piridil)-3,7,10-triazaundecil]-

3,6,9-triaza-1-(2,6)piridinaciclodecafano

L1-2Py se ha obtenido mediante la reaccion de L1 en su forma de
amina libre (0.46 g, 1.17 mmol) con el aldehido comercial piridina-2-
carbaldehido (0.28 g, 2.58 mmol), seguida de reduccion in situ con NaBH,
(0.89 g, 23.40 mmol).

| X
N/ X
HN\I\ J/NH N
N HN
HN N
N
| N
=

"H RMN (300.0 MHz, D,0) , & (ppm): 8.8-8.6 (m, 2H), 8.5 (t, J =7 Hz, 2H), 8.0-
7.8 (m, 5H), 7.4 (d, /=4 Hz, 2H), 4.6 (s, 8H), 3.5-3.3 (m, 4H), 3.3-3.2 (m, 6H), 3.2-
3.1 (m, 6H), 3.1-2.9 (m, 2H) 2.9-2.8 (m, 6H), 2.1-1.9 (m, 2H).

BC-DEPT RMN (75.4 MHz, D,0) , & (ppm): 144.8, 145.6, 127.1, 127.1, 127.2,
122.5,50.9, 50.6, 49.3, 49.2,49.2,45.9, 46.0, 44.5, 43.8, 21.2.

Anal. Calc. para C;;H5No'8HCI-4H,0: C, 41.0; H, 7.1; N, 14.9. Exp.: C, 40.8; H,
8.6; N, 15.0.

MS (ESI) m/z [M+H]": 575.4 g/mol.

Rendimiento: 45%
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6-]7-(4-(3-piridil))-3-azabutil)-11-(3-piridil)-3,7,10-triazaundecil]-

3,6,9-triaza-1-(2,6)piridinaciclodecafano

L1-3Py se ha obtenido mediante la reaccion de L1 en su forma de
amina libre (0.57 g, 1.45 mmol) con el aldehido comercial piridina-3-
carbaldehido (0.34 g, 3.19 mmol), seguida de reduccion in situ con NaBH,4
(1.10 g, 29.03 mmol).

| X
~
N NN
HN\L J/NH —
N HN
HN N
~ \/\NH

B
7

"H RMN (300.0 MHz, D,0) , & (ppm): 9.9-9.8 (m, 2H), 8.9 (d, J=2 Hz, 2H), 8.7 (d,
J=4Hz, 2H), 8.1 (t,J=6 Hz, 2H), 7.9 (t, /=7 Hz, 1H), 7.4 (d, J= 4 Hz, 2H), 4.3-
4.6 (m, 8 H), 3.3-3.2 (m, 10H), 3.2-3.0 (m, 4H), 3.0-2.9 (m, 8H), 2-8-2.7 (m, 2H),
2.0-1.9 (m, 2H).

3C RMN (75.4 MHz, D,0) , & (ppm): 148.73, 143.34, 142.98, 140.18, 128.11,
122.38, 50.72,49.61, 49.18, 48.98, 49.15, 47.70, 46.44, 46.06, 45.09, 21.48

Anal. Calec. para C;;H5No'8HCI-2H,0: C, 42.6; H, 6.9; N, 15.4. Exp.: C, 42.6; H,
8.6; N, 15.1.

MS (ESI) m/z [M+H]": 575.4 g/mol.

Rendimiento: 52%
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6-[7-(4-(4-quinolil))-3-azabutil)-11-(4-quinolil)-3,7,10-

triazaundecil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)piridinaciclodecafano

L1-4Py se ha obtenido mediante la reaccion de L1 en su forma de
amina libre (0.27 g, 0.69 mmol) con el aldehido comercial quinolina-4-
carbaldehido (0.23 g, 1.45 mmol), seguida de reduccion in situ con NaBH,
(0.52, 13.80 mmol).

X
| — N
N | N
HN\L J/NH =
N HN
HN\/\/N\/\NH
| X
_N

"H RMN (300.0 MHz, D,0) , 8 (ppm): 9.2 (d, J= 6 Hz, 2H), 8.5 (d, J = 8 Hz, 2H),
8.3 (d, J= 8 Hz, 2H), 8.2 (m, 4H), 8.0 (d, /= 8 Hz, 2H), 7.9 (t, /=10 Hz, 1H), 7.4
(d, J=5 Hgz, 2H), 5.1 (s, 4H), 4.6 (s, 4H), 3.6 (t, /= 6 Hz, 4H), 3.4-3.1 (m, 12H), 3.0-
2.8 (m, 10H), 2.1-1.9 (m, 2H).

BC RMN (75.4 MHz, D,0) , & (ppm): 144.61, 140.09, 135.32, 131.26, 124.58,
122.32, 122.43, 121.74, 50.87, 51.23, 49.83, 49.52, 46.38, 46.20, 45.93, 43.98, 36.83,
22.24.

Anal. Cale. para C4;0Hs4No7HCI-10H,0: C, 43.3; H, 7.4; N, 12.6. Exp.: C, 43.4;
H,7.4; N, 12.7.

MS (ESI) m/z [M+H]": 675.4 g/mol.

Rendimiento: 65%.
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6-]7-(4-(9-antril))-3-azabutil)-11-(9-antril)-3,7,10-triazaundecil]-

3,6,9-triaza-1-(2,6)piridinaciclodecafano

L1-A se ha obtenido mediante la reaccion de L1 (0.69 g, 1.75
mmol) con el aldehido comercial antraceno-9-carbaldehido (0.79 g, 3.84
mmol), seguida de una reaccion in situ con NaBH, (1.32 g, 34.90 mmol). El
producto de reaccion se purificod mediante columna cromatografica de gel de
alimina (40-63 pum) (CH,Cl,:MeOH 25:75).

'"H RMN (300.0 MHz, D,0), & (ppm): 7.93-7.83 (m, 3H), 7.76-7.69 (m, 3H), 7.53
(d, J = 4 Hz, 4H), 7.40-7.29 (m, 7H), 7.24 (t, J = 8 Hz, 4H), 4.53 (s, 8H), 3.24-3.10
(m, 8H), 3.00-2.91 (m, 4H), 2.87-2.78 (m, 8H), 2.53 (t, J = 6 Hz, 2H), 2.37 (t, J =7
Hz, 2H), 1.71-1.61 (m, 2H).

BC-DEPT RMN (75.4 MHz, D,0), & (ppm): 137.73, 129.14, 128.14, 126.80,
125.23, 123.99, 120.68, 53.93, 53.46, 52.51, 52.15, 51.85, 46.76, 46.41, 46.10, 44.00,
29.68, 23.94.

Anal. Calc. para Cs5oHgNg'6HCI1-6H,0: C, 54.6; H, 7.14; N, 10.2. Exp.: C, 54.4; H,
7.0; N, 10.3.

MS (ESI) m/z [M+H]": 773.4 g/mol.

Rendimiento: 45%
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Propiedades acido-base

Los ligandos sintetizados en la presente tesis doctoral pertenecen al
grupo de las poliaminas y cuentan, por lo tanto, con varios atomos de
nitrogeno con pares de electrones no compartidos, los cuales son susceptibles
de ser protonados. Por otro lado, las propiedades de estos ligandos a la hora
de interaccionar con distintos sustratos tales como cationes, aniones, acidos
nucleicos, etc., dependen en gran medida del nimero de cargas positivas y
del numero de atomos dadores o aceptores de enlaces de hidrogeno, o lo que
es lo mismo, de su grado de protonacion.[1][2] Por todo ello, resulta
imprescindible conocer cual es la distribucion de especies en disolucion en

funcion del pH.

Se han evaluado las propiedades acido-base de las poliaminas
sintetizadas mediante el uso de técnicas potenciométricas asi como por
medio de valoraciones espectroscopicas UV-Vis y de fluorescencia. El
tratamiento de los datos obtenidos ha permitido obtener las constantes de
protonacion correspondientes a los distintos grupos amino. A partir de estos
datos es posible calcular los diagramas de distribucion, permitiendo conocer
cudl es la distribucion de especies en disolucion en funcion del pH, por otro
lado éstos permiten determinar que especies predominan a pH fisiologico.
Mediante la combinaciéon de las distintas técnicas mencionadas se han
descrito, en algunos casos, las secuencias de protonacion, lo que permite

elucidar que atomos estan implicados en las distintas etapas de protonacion.
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6.1. Poliaminas L1, L2 y L3

L1 y L2 presentan un macrociclo de piridina unido por una cadena
central a la poliamina lineal de cadena abierta dietilen-triamina (L1) y
dipropilen-triamina (L2) (figura 6.1). Por otro lado, la poliamina L3 presenta
dos cavidades macrociclicas isoestructurales unidas por la misma cadena
central. A lo largo del capitulo se analizara en detalle como estas variaciones

estructurales afectan a la quimica acido-base de los distintos ligandos.

L1 | X L2 | X
~ e
N N
HN NH HN NH
1S 1S
N\ ” N\
HN\/\/N\ANH2 HN A~ N~ N
—
N
HN\L J/NH
N HN | X
A
HN\/\/N\/\II:II
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Estudios potenciométricos

En la tabla 6.1 se presentan los valores logaritmicos de las
constantes sucesivas de protonacion encontrados para los receptores L1, L2 y
L3, siguiendo éstos la tendencia que cabria esperar en base a la minimizacion
de las repulsiones electrostaticas entre cargas del mismo signo.[3] En
general, excepto para las Ultimas etapas, las diferencias entre los valores de
las constantes pueden explicarse en términos estadisticos.[3]

Para los tres receptores, a pesar de que éstos presentan como
minimo 8 nitréogenos, se han determinado cinco (L1 y L3) o seis (L2)
constantes de protonacion dentro del intervalo de pH abarcado por la técnica
potenciométrica (2.5 - 11.0) (tabla 6.1). En todos los casos los cinco primeros
equilibrios de protonacion corresponden a la protonaciéon de los distintos
grupos amino primarios y secundarios de los receptores. La sexta constante
identificada para L2 (HsL®* + H* S HL®t, logKk = 5.36(1)) puede
atribuirse, a priori, a la protonacion de una de las aminas terciaria presente el

compuesto (vide infra).

Tabla 6.1. Logaritmos de las constantes de protonacion y de basicidad global para los
receptores L1, L2 y L3, determinados mediante valoraciones potenciométricas a
298.1+0.1 Ken NaCl 0.15 M.

Equilibrio L1 L2 L3
L + H = HL* 9.84(3)° 10.95(1) 10.19(3)
HL + H s H,L 9.72(1) 10.14(1) 9.58(3)
H,L + H = H3L 9.00(2) 9.26(1) 8.74(3)
H;L + H = H,L 8.55(2) 8.52(1) 8.24(3)
H,L + H = HgL 7.36(2) 7.29(1) 7.28(3)
H;L + H = H,L 5.36(1)

logp* 44.47(2) 51.63(1) 44.03(3)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis indican las desviaciones estandar

en la Gltima cifra significativa. (c) La basicidad global 3 se define como B = XiKi.
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En todos los casos las protonaciones no determinadas de los grupos
amino involucrarian al nitrégeno de la piridina y las aminas terciarias de los
anillos macrociclicos. Las constantes de protonacion para estos grupos son
mas bajas debido a las fuertes repulsiones electrostaticas que se generarian
por los tres grupo amonio proximos y, por lo tanto, no pueden ser detectadas
por esta técnica.[4] Ademas, hay que tener en cuenta que los nitrogenos
terciarios en disolucién acuosa son menos basicos que los primarios y

secundarios.[5]

Los valores de las constantes de protonacion ofrecen informacion
sobre el comportamiento acido-base de los compuestos, permitiendo el
calculo del grado medio de protonacion a distintos valores de pH.[6] Sin
embargo, estas constantes son un dato macroscopico que no aporta
informaciéon acerca de cada uno de los atomos protonables de forma
individual. A pesar de esto, mediante la comparacion de los valores
obtenidos experimentalmente para L2 con aquellos encontrados en la
bibliografia correspondientes a la protonacion de la amina central para la
poliamina lineal 3-3’-diamino-N-metildipropilamina ( H,L?* + H* =
H;L3%, logK = 6.98(3)),[7] es posible asignar la sexta constante determinada
para L2 a la protonacion del grupo amino terciario presente en el extremo de
la cadena lateral (HsL°* + H* = H.L*, logK = 5.36(1)). Las ligeras
variaciones entre estos valores podrian venir dadas por la presencia de un
mayor nimero de cargas cercanas al grupo protonable en L2. Asi pues, la
presencia de las dos cadenas propilénicas permite que se minimicen en
mayor medida las repulsiones electrostaticas entre los grupos amonio, lo que
aumenta el valor de la constante y posibilita su determinacion mediante
técnicas potenciométricas. Por otro lado, la menor longitud de la cadena
abierta en L1 imposibilita la determinaciéon de la protonacion del grupo

amino terciario.[5][8][9]
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Figura 6.2. Diagramas de distribucion de los ligandos L1, L2 y L3, calculados a
partir de las constantes de protonacion. [L] = 10° M. Cargas omitidas.

Los diagramas de distribucion obtenidos para L1 y L3 presentan un
perfil similar (figura 6.2), predominando en ambos casos las especies
totalmente protonadas, HsL>", a pH acido. A valores de pH alcalinos se
observa la coexistencia de especies con distintos grados de protonacion
(H,.L*, H;L*", H,L*', HL" y L).

Para L2, la obtencién de la constante adicional (HiL>* + H* =
HgL%t, logK = 5.36(1)) se traduce en la presencia en disolucién de una
mezcla de especies con grados de protonacion 5 y 4 a valores de pH acidos.
A valores de pH superiores se observa un diagrama de distribucion analogo

al observado para L1y L3.
Para los tres sistemas, las especies H5L5+ y H4L4+ coexisten en

disoluciéon a pH fisiologico, presentando las poliaminas grados de
protonacion de 4.3 (L1), 4.2 (L2) y 4.1 (L3).
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Estudios UV-Vis

La presencia de anillos de piridina en este tipo de derivados, cuya
banda caracteristica de transicion (n - ©*) se centra sobre 260 nm, permite
monitorizar mediante espectroscopia UV-Vis la formacion de las especies

con distinto grado de protonacion.[10]

Para los tres receptores se observa un aumento en la absorbancia de
la piridina a valores de pH comprendidos entre 7.0 y 11.0 (figura 6.3), el cual
viene acompafiado de un ligero desplazamiento batocromico del maximo de
la banda (AX =5 nm). En este tipo de ligandos la superposicion de los valores
de absorcion a los correspondientes diagramas de distribucion proporciona
una herramienta util para evaluar posibles cambios en los estados de
protonaciéon de las poliaminas. Sin embargo, en la figura 6.3 se puede
apreciar como todas las etapas de protonacion de las poliaminas parecen
contribuir al aumento de la absorbancia observado, posiblemente debido a
efectos de reorganizacion molecular y comparticion de protones mediante la
formacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares. A la vista de estos
resultados, la superposicion de estas especies en disolucion imposibilita la
asignacion de los cambios observados a la desprotonacion de algun grupo en

particular.
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Figura 6.3. (Izquierda) Variaciones en los espectros UV-Vis de L1, L2, L3 a
distintos valores de pH. (Derecha) Diagramas de distribucion de especies junto a las
variaciones a 265 nm en funcién del pH. [L] = 10~ M. Cargas omitidas.
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6.2. Poliaminas L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q

La figura 6.4 muestra las poliaminas sintetizadas en las que se han
unido distintos grupos funcionales a las aminas primarias de L1. Asi pues,
L1-2Py y L1-3Py presentan un esqueleto comiin asi como dos anillos de
piridina en los extremos de la cadena lateral sustituidos en posicion 2 (L1-
2Py) y en posicion 3 (L1-3Py). Por otro lado, L1-4Q presenta dos unidades
de quinolina en los extremos sustituidos en posicion 4 respecto al

heteroatomo (figura 6.4).
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En la tabla 6.2 se comparan los valores para las constantes sucesivas
de protonacion de los receptores L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q, determinados
mediante estudios potenciométricos y valoraciones UV-Vis.

En todos los casos se han identificado etapas de protonacion
adicionales respecto al precursor L1. Sin embargo, las constantes de
basicidad globales son, al contrario de como cabria esperar, similares a la del
precursor, lo que indica que la introduccion de los grupos funcionales

disminuye la basicidad de los grupos amino de la molécula.

Tabla 6.2. Logaritmos de las constantes de protonacion y de basicidad global
calculadas para los receptores L1, L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q. Valores determinados a
partir de estudios potenciométricos y valoraciones UV-Vis a 298.1 £ 0.1 K en NaCl
0.15M.

Equilibrio L1 L1-2Py L1-3Py L1-4Q
L + H 2 HL* 9.84(3)° 10.46(2) 10.70(1) 9.64(2)
HL + H 2 H,L 9.72(1) 9.48(2) 9.52(1) 8.96(2)
HL + H 2 H,L 9.00(2) 8.26(2) 8.38(2) 7.89(3)
H,L + H @ H,L 8.55(2) 7.64(2) 7.59(1) 6.81(3)
H,L + H 2 HL 7.36(2) 6.66(3) 6.92(3) 4.53(3)
H;L + H 2 H,L 1.47(1)¢ 4.26(2) 3.39(2)°
HL + H 2 H,L 2.58(7) 1.98(7)°
logp* 44.47(2) 43.97(3) 49.9(1) 43.29(3)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis indican las desviaciones estandar
en la Gltima cifra significativa. (c) Valores obtenidos a partir de datos UV-Vis (d) La
basicidad global B se define como f = ZiKi.
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Para L1-2Py y L1-3Py se han identificado cinco constantes de
protonacion con valores comprendidos entre 10.7 y 6.6 unidades
logaritmicas, correspondientes a la protonacion de los grupos amino
secundarios presentes en ambos receptores. De forma anéloga, para L1-4Q
se han identificado cinco constantes de protonacion con valores ligeramente
inferiores a los de los derivados de piridina (tabla 6.2). Los valores obtenidos
siguen la tendencia que cabria esperar en base a la minimizacion de las

repulsiones electroestaticas entre cargas del mismo signo.[3]

Las constantes de protonacion de los nitrogenos presentes en los
grupos piridina y quinolina son menores que las correspondientes a los
grupos amino secundarios,[10][11] lo que en muchos casos imposibilita el
estudio de estos equilibrios mediante técnicas potenciométricas. Para
profundizar en el estudio de estos equilibrios, y tomando ventaja de la
presencia de grupos piridina en L1-2Py y L1-3Py, los cuales presentan una
banda de absorcion centrada en 260 nm (banda de transicion 7 - 7*),[12] asi
como de las unidades de quinolina en L1-4Q, presentando éstas distintas
bandas de absorcion en funcién de su estado de protonacion (bandas de
transicion m - w*, centradas sobre 273 nm y 317 nm),[11] se procedio a
monitorizar la protonacion de estos grupos a valores de pH acidos mediante

la técnica de espectroscopia UV-Vis.

pH 11

Absorbancia
% formacion relativaa L
Absorbancia

240 250 260 270 280 290
A (longitud de onda)

Figura 6.5. (Izquierda) Variacion en el espectro UV-Vis de L1-2Py a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para L1-2Py junto a la
variacién a 260 nm en funcién del pH (eje secundario ampliado). [L] = 5x10™ M.
Cargas omitidas.

144



Propiedades acido-base

A valores de pH acidos L1-2Py presenta una banda de absorcion
centrada a 260 nm, la cual disminuye en intensidad al aumentar
progresivamente el pH hasta alcanzar un valle sobre pH = 4 (figura 6.5). Por
otro lado, a valores de pH alcalinos se observa un aumento en la absorbancia
acompafiado de un desplazamiento batocromico del maximo de la banda (AL
= 5 nm). El analisis detallado de estos datos mediante el programa HypSpec
ha permitido determinar una constante de protonacion adicional con un valor
de logk = 1.47(1) (HgL®* + H* 2 HgL®") (tabla 6.2), atribuible a la
protonacion del nitrogeno de una de las piridinas sustituidas en posicion 2. El
valor relativamente bajo obtenido para la constante de protonacion, y su
comparacion con los valores bibliograficos encontrados para diferentes
ligandos que presentan grupos amino-piridina, permite indicar que este
proceso implica la ruptura de un enlace de hidrogeno intramolecular
previamente establecido entre el nitrégeno de la piridina y el grupo amonio
secundario contiguo (figura 6.6). Ya se han descrito efectos similares en

poliaminas que presentaban restos metil-2-piridil.[10]

b
" A
Hl:.N@ HI..N®
X4 4
H\ H
N ]
NS N~

Figura 6.6. (a) Representacion de la formacion del enlace de hidrogeno entre el grupo
amonio secundario y el nitrogeno de la piridina en L1-2Py. (b) Estructura propuesta
para el grupo piridina desprotonado en L1-3Py.

La superposicion de los valores de absorcion con el diagrama de
distribucion obtenido para L1-2Py permite relacionar las variaciones en el
espectro UV-Vis iniciales a la ruptura del enlace de hidrogeno establecido
entre el nitrogeno de la piridina y el grupo amonio contiguo (figura 6.5 y
figura 6.6). Por otro lado, el aumento en absorbancia observado a valores de

pH superiores se corresponde, con bastante precision, al momento en el que
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se inicia la desprotonacién de HsL*", esta tendencia se prolonga hasta que la
especie totalmente desprotonada, L, predomina en disolucion (figura 6.6). A
pH fisiologico coexisten las especies H,L*" (52 %) y HsL** (33 %).

Para L1-3Py se han determinado mediante técnicas
potenciométricas dos constantes de protonaciéon con valores bajos (logk;
HsL’" = 4.26(2) y HeL® = 2.58(7)). La monitorizacion de la banda de
absorcion de la piridina permite atribuir la disminucién en intensidad inicial a
la desprotonacion de los dos grupos piridina sustituidos en posicion 3, dicha
tendencia se prolonga hasta alcanzar valores de pH cercanos a 5 (figura 6.7).
Los valores obtenidos para la protonacion de los nitrogenos de ambas
piridinas son superiores al obtenido para L1-3Py, lo que indicaria que estas
etapas de protonacion no implicarian la ruptura de enlaces de hidrogeno
intramoleculares previamente establecidos entre los nitrogenos de las
piridinas y los grupos amonio secundarios (figura 6.6). A pH fisiologico las
especies HsL>" (16 %), H,L*" (49 %) y HsL*" (31 %) coexisten en disolucion.

0,6

0,4

Absorbancia
Absorbancia

0,2

% formacion relativaa L

240 250 260 270 280 290
A (longitud de onda)

Figura 6.7. (Izquierda) Variacion en el espectro UV-Vis de L1-3Py a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para L1-3Py junto a la
variacién a 260 nm en funcién del pH (eje secundario ampliado). [L] = 5x10™ M.
Cargas omitidas.

A la vista de los resultados, la distinta sustitucion de los anillos de
piridina presentes en L1-2Py y L1-3Py ejercen un papel relevante en las

propiedades acido-base de los ligandos a valores de pH acidos.
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A pH écido el espectro de absorcion de L1-4Q se rige por la banda
caracteristica de transicion m - ©* de la quinolina protonada,[11] centrada a
317 nm, junto a la del grupo piridina del macrociclo, 260 nm (figura 6.8). Sin
embargo, al aumentar progresivamente el pH de la disolucion se observa la
aparicion de una nueva banda a 273 nm, la cual puede describirse como la
superposicion de la banda de transicion del grupo quinolina desprotonado,
centrada a 273 nm, con la correspondiente al anillo de piridina.[11] Asi pues,
a lo largo de la valoracion acido-base se observan dos maximos de absorcion
centrados a 273 y 317 nm, todo ello conduciendo a la aparicion de un punto

isosbéstico a 297 nm (figura 6.9).

Absorbancia
% formacion relativaa L
Absorbancia
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Figura 6.8. (Izquierda) Variacion en el espectro UV-Vis de L1-4Q a distintos valores
de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para L1-4Q junto a la
variacién a (M) 273 nm y (*) 317 nm en funcién del pH. [L] = 5x10* M. Cargas
omitidas.

El analisis detallado de los datos UV-Vis mediante el programa
HypSpec ha permitido determinar dos constantes de protonacion adicionales
(HsLP* + HY 2 HgL, logK = 3.39(2) y HgLé* + H* 2 H,L’*, logK =
1.98(7)). Estudios espectroscopicos llevados a cabo anteriormente con el
derivado pytren-4Q, el cual presenta una unidad quinolina sustituida en
posicion 4 al final de la cadena central del precursor pytren, permitieron
determinar la constante de protonacion del nitrégeno de la quinolina
(HgL3* + HY 2 H,L**, logK =2.28(1)).[11] A la vista de estos resultados,
es posible asignar las dos ultimas etapas de protonacion determinadas para
L1-4Q a la protonacion sucesiva de los nitrogenos presentes en los anillos

aromaticos de quinolina.
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Como se puede observar en la figura 6.8, la disminucién de la banda
centrada a 317 nm se produce en el intervalo de pH 2.0 - 8.0, pudiendo
asociarse estas variaciones a la desprotonacion sucesiva de los nitrogenos
presentes en las quinolinas asi como a la de los dos nitrogenos contiguos a
ambos grupos croméforos.[11]

Paralelamente se observa un aumento brusco en la absorcion de la
banda centrada a 273 nm entre valores de pH 2.0 - 4.5, correspondiéndose
este aumento con bastante precision a la desprotonacion sucesiva de las
especies H,L™ y HeL®". Todo ello permite confirmar que la primera y
segunda etapa de desprotonacion implican a los nitrogenos presentes en los

grupos quinolina.

Estudios de fluorescencia

El comportamiento emisivo de compuestos poliaminicos que
contienen grupos fluoréforos depende en gran medida del grado de
protonacion de dichos receptores. [11][13] Esto es asi ya que la presencia de
un atomo dador con un par de electrones disponibles en las proximidades del
grupo fluoréforo puede dar lugar a un fenémeno de transferencia electronica
fotoinducida (PET por sus siglas en inglés), lo que se traduce en una
disminucién de la intensidad de emision de fluorescencia. Por el contrario, al
protonarse la amina el par de electrones ya no se encuentra disponible y este
fenomeno PET se ve interrumpido, lo que se traduce en un aumento en la
intensidad de emision.

Asi pues, la fluorescencia intrinseca de los grupos quinolina permite
monitorizar de forma directa posibles variaciones en el grado de protonacion
de L1-4Q durante el transcurso de las valoraciones acido-base (figura 6.9), lo
que proporciona informacion acerca de cuales son grupos amino

involucrados en las distintas etapas de protonacion.
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% formacion relativaa L
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Figura 6.9. (Izquierda) Variacion en el espectro de emision de fluorescencia de L1-
4Q a distintos valores de pH (Ax = 350 nm). (Derecha) Diagrama de distribucion de
especies junto a la variacion en maximo de emision en funcion del pH (A, = 425
nm). [L]=2x10"* M. Cargas omitidas

En la figura 6.9 se muestra el espectro de emision de fluorescencia
de L1-4Q a distintos valores de pH, observandose una desactivacion de la
fluorescencia a medida que aumenta el pH de la disolucion.

La superposicion de los valores de emision al correspondiente
diagrama de distribucion permite relacionar la disminucion en intensidad
observada a la desprotonacion de los grupos amonio secundarios proximos a
los croméforos (H;13* + H* < H,L**, logK = 6.81(3) y H,L** + HY =
H: L, logK = 4.53(3)), debido al fenémeno PET. Por otro lado, a valores de
pH relativamente acidos se observa ya una disminucion en la fluorescencia,
lo que indicaria que la desprotonacion de los grupos quinolina contribuye a la
desactivacion fluorescente observada.

A valores de pH alcalinos se observa una emision fluorescente
residual (figura 6.9), este fenomeno ya se habia observado anteriormente en
compuestos poliaminicos estructuralmente analogos, pytren-4Q, en cuyo
caso se determindé que la implicacion de distintos grupos amonio en la
formacion de enlaces de hidroégeno intramoleculares se traducia en una

emision residual a valores de pH alcalinos.[11]
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La combinacion de los datos obtenidos mediante las distintas
técnicas utilizadas para estudiar éste sistema ha permitido determinar la
secuencia de protonacion mas probable para L1-4Q, la cual se presenta en la
figura 6.10. Resulta importante aclarar que la secuencia de protonacion solo
refleja una situacion promedio ya que, al tratarse de equilibrios, no es posible

asignar de forma inequivoca un protoén a un Unico atomo dador.
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6.3. Poliamina L1-A

Tal y como se muestra en la figura 6.11, L1-A presenta un esqueleto
comun a L1 en el que se han introducido dos unidades antraceno en ambos
extremos de la cadena central. También se ha incluido la poliamina pytren-A,

la cual presenta un macrociclo de piridina unido por una cadena central a un

grupo antraceno.

En la tabla 6.3 se comparan los valores de las constantes sucesivas
de protonacion determinados para L.1-A, junto a los obtenidos anteriormente
para el precursor L1 y para el pytren-A.[14] A diferencia de L1, el cual
presenta cinco equilibrios que pueden asociarse a las distintas etapas de
protonacién de los grupos amino primarios y secundarios, el receptor L1-A
presenta seis contantes de protonacion con valores que oscilan entre 8.9 y 3.8
unidades logaritmicas. Las constantes de basicidad obtenidas para L1-A
resultan en todos los casos menores que las correspondientes al precursor L1,
lo que se explica en base al caracter hidrofobo de los anillos aromaticos
sustituyentes. Al igual que para L2, en este caso se ha identificado una sexta
contante de protonacion (H;L + H = HgL, logK = 3.86(7)), la cual puede
atribuirse a la protonacion de la amina terciaria presente en la cadena central
(vide infra). Por otro lado, el derivado con una sola unidad antraceno, pytren-

A, presenta un total de tres constantes de protonacion con valores
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comprendidos entre 9.8 y 7.1 unidades logaritmicas. Estudios
espectroscopicos llevados a cabo con este receptor permitieron corroborar
que la Gltima protonacion tiene lugar preferentemente en la amina secundaria
cercana al cromoéforo, mientras que las dos primeras involucran a las aminas
secundarias del macrociclo.[14]

Al comparar los valores obtenidos para L1-A y pytren-A pueden
extraerse varias conclusiones: las tres primeras etapas de protonacion
determinadas para L1-A involucrarian a las dos aminas secundarias del
macrociclo asi como a la de la cadena central, por otro lado la quinta y sexta
etapa de protonacion presentan valores similares a la ultima constante
obtenida para el derivado pytren-4, lo cual permitiria asignar estas etapas a la
protonacion sucesiva de los nitrogenos cercanos a los antracenos (vide infra).
El ultimo valor obtenido para L1-A resulta menor a cualquiera de los valores
determinados para el pytren-A, lo que hace pensar que éste implicaria la

protonacion del grupo amino terciario de la cadena central.

Tabla 6.3. Logaritmos de las constantes de protonacion y de basicidad global para
L1-A y L1 junto a los valores obtenidos de la bibliografia para el pytren-A. Valores
determinados mediante valoraciones potenciométricas a 298.1 + 0.1 K en NaCl 0.15
M.

Equilibrio L1-A L1 pytren-A*
L + H 2 HL* 8.86(4) 9.84 (1) 9.80(2)
HL + H 2 H,L 8.55(3) 9.72(3) 8.66(2)
HL + H 2 H,L 8.07(3) 8.99(2) 7.19(3)
H,L + H @ H,L 7.30(3) 8.54(1)

H,L + H 2 HL 6.66(3) 7.36(2)

HilL + H 2 H,L 3.86(7)

logp* 43.30(7) 44.47(2) 25.65(3)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis indican las desviaciones estandar
en la ultima cifra significativa. (c) La basicidad global B se define como B = XiKi. (d)

Datos obtenidos de la referencia [13].
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Tomando ventaja de la presencia de dos unidades antraceno en L1-
A, las cuales presentan un maximo de emision de fluorescencia a 418 nm, se
han monitorizado los cambios en las propiedades de emision de receptor en

el intervalo de pH 2.0 - 11.0 (figura 6.12).

100 1

80 | HeL - 0,8

60

LF. (ua.)

40

% formacion relativaa L

20

A (longitud de onda)

Figura 6.12. (Izquierda) Variacion en el espectro de emision de fluorescencia de L1-
A a distintos valores de pH (A, = 371 nm). (Derecha) Diagrama de distribucion de
especies junto a la variacion en el maximo de emision en funcion del pH (A, = 418
nm). [L] = 10* M. Cargas omitidas

Al superponer los valores de emision al correspondiente diagrama
de distribucion obtenido para L1-A es posible asociar el fuerte efecto PET
observado al momento en el que tiene lugar la segunda y tercera etapa de
desprotonacion, conduciendo a la aparicién de HsL’" en disolucién (figura
6.12). Este tipo de analisis permite afirmar que las dos etapas mencionadas
involucran a los dos nitrégenos contiguos a los grupos cromdforos.[13][15]
Por otro lado, se observa como la desprotonacion de la especie HeL® no
influye en el espectro de emision de la poliamina (figura 6.12), lo que
corrobora que esta etapa corresponde a la desprotonacion del grupo amonio

terciario de la cadena central.
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A partir de las distintas evidencias experimentales recolectadas es
posible describir de forma precisa la secuencia de protonaciéon de L1-A,

presentada en figura 6.13.
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Por otro lado, una vez calculados los diagramas de distribucion es
posible determinar que a pH fisiologico las especies HyL*" (37 %) y H,L*"
(46 %) coexisten en disolucion (figura 6.12). Este analisis permite deducir
que a pH 7.4 tanto los dos nitrégenos secundarios de la cavidad macrociclica
como el de la cadena central estarian protonados, a este pH uno de los
nitrégenos contiguos al antraceno también se encontraria parcialmente

protonado.
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El interés en el estudio de compuestos de tipo escorpiando como
miméticos de la superdxido dismutasa (SOD) nace de las similitudes
estructurales detectadas entre los centros activos de las distintas enzimas
(figura 7.1) con los entornos de coordinacion que generan estos ligandos en
algunos de sus complejos metalicos (figura 7.2).[1][2][3][4][5] Por otra
parte, la funcionalizacion de estas estructuras basicas con distintos grupos
sustituyentes permite modular el entorno de coordinacion de los cationes, asi
como su grado de saturacion coordinativa, para adaptarlo aun mas a una

funcion catalitica dada.[6][7][8][9]

CuZnSOD sob1

His118

His78

PDB: 3cqq

Hiszb

Asp200

His62

PDB: 1pm9/

Figura 7.1. Representacion de tipo “cartoon” para (arriba) la enzima CuZnSOD
citoplasmatica (SOD tipo 1) y para (abajo) la enzima MnSOD presente en la
mitocondria (SOD tipo 2), junto con los entornos de coordiancion. Las esferas de
coordinacion de los centros metalicos se completan en disolucion con una molécula
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Los primeros estudios de actividad SOD llevados a cabo en el GQS-
UV con complejos metalicos de los derivados de pytren dieron lugar a
resultados muy prometedores (Introduccion, Capitulo 1).[3][4][6] Un
ejemplo es el complejo de Mn(Il) del compuesto 6-[(4-(4-quinolil)-3-
azabutil)]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano, [Mn(pytren-4 Q)]2+,
cuya capacidad para la dismutacion catalitica del radical superdxido es una
de las mas elevadas descritas en la bibliografia (k. = 1.5x10” M's™).[6]
Hasta la fecha la gran mayoria de compuestos con actividad SOD que se
habian desarrollado en el GQS-UV eran derivados del pytren y el pytren-al
(figura 7.2).
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HNI NH N
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N
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HN _~_N._R

6-(3,7-diazaoctil)-3,6,9-triaza-1-
(2,6)-piridinaciclodecatano

Figura 7.2. Ejemplo de algunos compuestos obtenidos en el GQS-UV cuyos
complejos de Cu(Il) y Mn(II) presentan actividad SOD.
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En la tesis doctoral del Dr. Salvador Blasco se presentaron
resultados de la actividad SOD de diversos derivados del pytren, junto con
los primeros datos sobre la actividad del compuesto alargado pytren-al
(figura 7.2).[3] El complejo de Cu(Il) de este nuevo derivado presentd una
actividad similar a los complejos de Mn(Il) anteriormente descritos en el
GQS-UV (ko =52 x 10° M'ls'l). A su vez, en la tesis del Dr. Mario Inclan
se extiende la familia del pytren-al obteniéndose los derivados de piridina y
quinolina (figura 7.2), los complejos metalicos de Mn(II) de estos nuevos

receptores presentaron resultados SOD prometedores.[4]

A la vista de estos antecedentes, en la presente tesis se procedid a
disefiar y sintetizar nuevos derivados del pytren-al con el fin de obtener
complejos metalicos mono- y binucleares con elevada actividad SOD
(figura7.3), ya que hasta el inicio de la misma los complejos evaluados de

esta serie (pytren y pytren-al) contenian un inico centro metalico.

N\/\/N\/\N/\R 2Py 3Py 4Q
H
L2 A L3 A
B B
N N
HNI J/NH HN\I\ J/NH
N NH, N HNT S
; A
HN A~ NN, HN\/\/NV\N
H

Figura 7.3. Compuestos obtenidos en la tesis para la evaluacion de su capacidad para
actuar como mimeéticos de la CuZnSOD y la MnSOD.
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Tomando como punto de partida la estructura comin de los
compuestos descritos en la figura 7.2, se sintetizaron nuevos derivados que
preservasen el anillo macrociclico de piridina y que, a su vez, pudiesen
presentar entornos de coordinacion adicionales. Como se puede ver en la
figura 7.3, las caracteristicas estructurales de estos ligandos haran que en sus
complejos binucleares de Cu(Il) y Mn(II) ambos centros metalicos presenten
entornos de coordinacion diferentes con grados de saturacion diversos. Todo
ello estd enfocado a la modulacion controlada de las propiedades
electroquimicas asi como al control de la accesibilidad del radical superoxido
a los centros metalicos, ya que, como se ha mencionado anteriormente, estos
factores determinan la capacidad catalitica de los complejos metalicos

(Introduccion, Capitulo 1).

En este capitulo se analiza la formaciéon de complejos tanto
homonucleares como binucleares de Cu(Il), Zn(II) y Mn(Il), asi como la de
complejos heterobinucleares de Cu(ll) y Zn(Il) (Formacion de complejos
metdlicos, apartado 7.1).

Una vez determinadas qué especies predominan en disolucion a pH
fisiologico (pH = 7.4), se ha evaluado la toxicidad tanto de los ligandos libres
como de los complejos metalicos en la linea celular VERO (Evaluacion de la
toxicidad, apartado 7.2), en colaboracion con el grupo de investigacion de
Biologia Molecular perteneciente al Institut de Investigacio Sanitaria Pere
Virgili (IISPV) del Hospital Joan XXIII de la Universidad Rovira i Virgili.

En ultima instancia se discute la capacidad mimética de superoxido
dismutasa (SOD) de los compuestos seleccionados (Evaluacion de la

actividad SOD, apartado 7.3).
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7.1. Formacion de complejos metélicos

Con el objetivo de facilitar la discusion de los resultados obtenidos
se han organizado los compuestos en dos grupos; el primer grupo esta
compuesto por los ligandos de cadena abierta L1, L2 y por el bismacrociclo
L3 (figura 7.4), mientras que el segundo engloba los ligandos
funcionalizados con unidades de piridina L1-2Py y L1-3Py y el ligando L1-

4Q que contiene unidades de quinolina (figura 7.30).

El estudio de la formacion de complejos metalicos en disolucion
acuosa se ha llevado a cabo mediante valoraciones potenciométricas y de
espectroscopia UV-Vis. Las técnicas de difraccion de rayos X y de
fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (EDXRF por sus siglas en
inglés) han servido para resolver las distintas estructuras cristalinas

obtenidas.
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7.1.1. Poliaminas L1, L2 y L3

Como se ha mencionado anteriormente, L1 y L2 presentan un
macrociclo de piridina unido por una cadena central a las poliaminas lineales
de cadena abierta dietilen-triamino (L1) o dipropilen-triamino (L2) (figura
7.4). Por otro lado, la poliamina L3 presenta dos macrociclos de piridina
unidos por la misma cadena central. En el presente capitulo se analizara en
detalle como estas variaciones estructurales afectan a la quimica de

coordinacion con los iones metalicos Cu(Il), Zn(Il) y Mn(II).
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7.1.1.1. Coordinaciéon con Cu(Il)

Estudios potenciométricos

En la tabla 7.1 se presentan los logaritmos de las constantes de
estabilidad obtenidos para la formacion de complejos de Cu(Il) con L1, L2 y
L3. Estos valores han sido determinadas mediante valoraciones
potenciométricas llevadas a cabo a 298.1 + 0.1 K en NaCl 0.15 M, utilizando

relaciones molares Cu(Il):L 1:1 y 2:1.

Tabla 7.1. Logaritmos de las constantes de estabilidad para los complejos de Cu(Il)
con L1, L2 y L3, determinados a 298.1 £ 0.1 K en NaCl 0.15 M.

Equilibrio L1 L2 L3
CuH,L+H 2 CuH,L* 4.15(2)

CuH,L + H 2 CuH,L 422(3)° 6.06(2) 5.82(8)
CuHL + H2 CuH,L 8.29(5) 8.93(3) 8.21(5)
CuL + H2 CuHL 9.94(3) 10.67(4) 9.50(3)
Cu+ L2 Cul 18.96(5) 19.10(5) 18.23(7)
CuL + H,0 2 CuL(OH) + H -11.28(9) -11.12(8) -10.5(1)
2Cu+L2 Cu,L 32.31(3) 29.94(3) 33.84(5)
Cu,L+H 2 Cu,HL 4.76(5)
CuL + Cu e Cu,L 13.35(7) 10.84(3) 15.61(9)
Cu,L + H,0 @ Cu,L(OH) + H -8.74(5) -9.59(5) -9.86(5)
Cu,L(OH) + H,0 2 Cu,L(OH), + H -10.53(9) 10.75(6) -10.6(1)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones

estandar en la ultima cifra significativa.
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A partir de las valoraciones potenciométricas se ha determinado la
formacion en disoluciébn de especies mononucleares con grados de
protonacion que varian entre 3 y 0 para L1 y L3 y entre 4 y 0 para L2 (tabla
7.1). En todos los casos se observa la formacién de la especie adicional
monohidroxilada [CuL(OH)]". A su vez, se ha determinado para los tres
ligandos la formacion de los complejos binucleares [Cu,L]*", [Cu,L(OH)]*" y
[Cu,L(OH),]*". Para L3 se observa la formacion de la especie adicional
[CuHL]’* (tabla 7.1).

Tabla 7.2. Comparacion de los logaritmos de las constantes de protonacion para los

ligandos libres y los complejos de Cu(Il) con L1, L2 y L3.

Equilibrio L1 L2 L3

[CuH,L]** + H* 2 [CuH,L]** 4.22(3)° 6.06(2) 5.82(8)
H,L#* + HY 5 HLS* 7.36(2) 7.29(1) 7.28(3)
[CuHL]** + H* 2 [CuH,L]** 8.29(5) 8.93(3) 8.21(5)
H,I3* + HY 5 H,L* 8.54(1) 8.52(1) 8.24(3)
[CuL]?* + H* 2 [CuHLJ** 9.94(3) 10.67(4) 9.50(3)
H,I2* + HY 5 HL3* 8.99(2) 9.26(1) 8.74(3)

(a) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones estandar en la wltima

cifra significativa.

Un analisis detallado de los valores de las constantes de estabilidad
obtenidos para los tres receptores puede aportar informacion acerca del
nimero de atomos de nitrogeno implicados en la coordinacién de los iones
metélicos. Cuando la constante de protonaciéon del complejo, [CuH,L]*™",
es del mismo orden o superior a la constante de protonacion del ligando libre
con la misma carga global, H(2+X)L(2+x)+, se puede sugerir que la protonacion
ocurre en un atomo de nitréogeno no implicado en la coordinacion del metal.
En el caso contrario, cuando es significativamente menor, se puede concluir
que la protonacion ocurre en un atomo de nitrogeno implicado en la

coordinacion del metal. En la tabla 7.2 se observa como los valores de las
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constantes de protonacion de las especies mononucleares [CuL]* y [CuHL]**
son parecidos a los respectivos valores de las constantes de protonacion de
los receptores libres H,L*" y H;L*", lo que sugiere que al menos dos de los
nitrogenos de la poliamina no estan implicados en la coordinacion del primer
ion metalico. Por otro lado, las constantes sucesivas para la protonacion de
las especies [CuH,L]*" resultan inferiores a los valores previamente
obtenidos para H,L*", indicando la participacion de, al menos, tres de los

grupos amino en la coordinacion del Cu(II).

Los valores logaritmicos de las constantes de estabilidad de las
especies mononucleares [CuL]*" son similares para los tres ligandos
(Cu?* + L 2 [CuL]?%; logK: L1 = 18.96(5), L2 =19.10(5) y L3 = 18.23(7)),
lo que sugiere un modo de coordinacion similar en todos los casos. Ademas,
las constantes obtenidas para la formacion de las especies [CuL]*" son
similares a la del precursor pytren (Cu+ L 2 CuL; logK = 20.43(3)); la
resolucion de distintas estructuras cristalinas obtenidas para este complejo
confirmé que la esfera de coordinacion del Cu(Il) estd compuesta por los
cuatro nitrogenos del anillo macrociclico asi como por el grupo amino de la
cadena central. [2][3]

Todos estos datos sugieren que en la especie [CuL]*" el Cu(Il)
estaria coordinado por los cuatros nitrogenos de la cavidad macrociclica y
por el grupo amino secundario de la cadena central. Asi pues, mientras que
las dos primeras etapas de protonacion en los complejos de L1 y L2
involucrarian a grupos amino primarios no coordinados, la tercera etapa de
protonacion del complejo implicaria probablemente al grupo amino
secundario de la cadena lateral que si que estaria implicado en la
coordinacion del Cu(Il) (figura 7.5). Para L3 las dos primeras etapas de
protonacion involucrarian a los dos grupos amino secundarios presentes en la

otra cavidad macrociclica (figura 7.5).
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Figura 7.5. Representacion del posible modo de coordinacion del Cu(Il) en las
especies [CuH;L]*" y [CuH,L]* para L1y L3.

Por otra parte, en la tabla 7.1 se observa como las constantes de
estabilidad sucesivas para las especies binucleares [Cu,L]*" son inferiores a
las obtenidas para las correspondientes especies mononucleares ([CuL]?* +
Cu?* 2 [Cu,L]**, logK: L1 = 13.35(7), L2 =10.84(3) y L3 = 15.61(9)).
Esto indica que el entorno de coordinacion disponible para el segundo Cu(II)
es menos favorable y que, a su vez, no existe ningin fenémeno de
cooperatividad entre los centros metalicos. Los constantes de estabilidad para
las especies [Cu,L]*" siguen la tendencia L3 > L1 > L2. Estas variaciones
pueden racionalizarse analizando los distintos entornos disponibles para la
coordinacion del segundo Cu(Il). Asi pues, en L3 la presencia de un anillo
macrociclico adicional ofrece un entorno de coordinacion altamente
favorable para la entrada del segundo atomo de Cu(Il). El mayor grado de
pre-organizacion asociado a este tipo de estructuras, conocido como efecto
macrociclico, explicaria el elevado valor de la constante de L3 respecto a los
de L1y L2.[10][11][12][13][14]

Por otro lado, es conocido que el Cu(Il) estd coordinado mas

eficientemente por ligandos que proporcionan secuencias alternadas de
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anillos quelato de 5 y 6 miembros que por aquellos que dan lugar a
secuencias de anillos quelatos unicamente de 6 miembros.[15][16] Este
fenémeno se ha observado para distintas aminas tripodales; por ejemplo, el
valor bibliografico encontrado para la formacion del complejo [CuL]* de la
poliamina tris(2-aminoetil)amina es 5 ordenes de magnitud superior al
determinado para la poliamina tris(3-aminopropil)amina, logk = 18.8(3) y
logKk = 13.12(2) respectivamente.[ 17] Este tipo de analisis permitiria
interpretar la diferencia de casi tres 6rdenes de magnitud entre el valor de la
constante de estabilidad determinada para L1 respecto a L2, ([CuL]?* +
Cu?* 2 [Cu,L]**, logK: L1 =13.35(7) y L2 = 10.84(3)).

El bajo valor de las constante de protonacion obtenido para la
especie binuclear [Cu,L3]"" parece indicar que en ésta todos los nitrogenos
participan en la coordinacion de los dos centros metalicos (tabla 7.1). Para
L1 y L2 no se ha detectado la formacion de las especies binucleares
protonadas [Cu,HL]>.
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En la figura 7.6 se presentan los diagramas de distribucion
calculados para relaciones molares Cu(Il):L 1:1. Tanto para L1 como para
L2 se observa la presencia mayoritaria en disolucion de especies
mononucleares con grados de protonacion varios en todo el intervalo de pH
estudiado. Sin embargo, el elevado valor de la constante de estabilidad
determinada para la [Cu,L3]*" ([CuL]?* + Cu?* 2 [Cu,L]**, logk =
15.61(9)) hace que las especies mononucleares y binucleares coexistan en un
amplio intervalo de pH incluso a relaciones molares Cu(II):L3 1:1.

La poca tendencia de los complejos mononucleares a hidrolizarse
([CuL]?* + H,0 2 [CuL(OH)]* + H*, logK: L1 = -11.28(9), L2 = -
11.12(8) y L3 = -10.5(1)) se traduce en que las especies hidroxiladas sélo se

formen a valores de pH muy elevados (figura 7.6).
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Figura 7.6. Diagramas de distribucion de los sistemas Cu(I):L para L1, L2 y L3.
Calculados para relaciones molares Cu(Il):L 1:1. [L] = 10 M. Cargas omitidas.
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Los diagramas de distribucion obtenidos para relaciones Cu(Il):L
2:1 se muestran en la figura 7.7. En este caso, para L1 se observa como las
especies binucleares predominan a valores de pH superiores a 4, mientras
que para L2 éstas predominan a valores de pH por encima de 6. Asi pues, el
valor de la constante de estabilidad relativamente bajo obtenido para
[CuL2]* (logK = 10.84(3)) se traduce en un predominio de las especies
mononucleares a pH acido (figura 7.7). Por otro lado, para L3 las especies
binucleares predominan en casi todo el intervalo de pH estudiado.

Cabe destacar que la tendencia de los complejos binucleares a
formar especies hidroxiladas es mucho mas elevada que la de los complejos
mononucleares, formandose ya estas especies a valores de pH relativamente
bajos (figura 7.7). Este hecho se explica teniendo en cuenta la insaturacion

coordinativa del segundo centro metalico.
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Figura 7.7. Diagramas de distribucion de los sistemas Cu(Il):L para L1, L2 y L3.
Calculados para relaciones molares Cu(Il):L 2:1. [L] = 10° M. Cargas omitidas.
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Estudios UV-Vis y de difraccion de rayos X

La presencia de anillos de piridina, cuya banda caracteristica de
absorcion se centra sobre los 260 nm, permite monitorizar la formacion de
especies en disolucién mediante espectroscopia UV-Vis. Por otro lado, al
llevar a cabo las valoraciones en presencia de Cu(Il) se observa la aparicion
de una banda de absorcion en la region visible del espectro electromagnético,
debida transiciones electronicas entre los orbitales d del cobre.[18]

La superposicion de los valores de absorcion de los maximos de
estas bandas, obtenidos para cada valor de pH, con los correspondientes
diagramas de distribucién permite asociar estas variaciones a etapas de
coordinacion y protonacion especificas. Todo ello proporciona una
herramienta de elevada utilidad para evaluar posibles cambios en los

entornos de coordinacion del ion metalico en funcion del pH.

Poliamina L1

Como se puede observar en la figura 7.8, la formacion del complejo
[CuH5L]>" viene acompaiiada de un rapido aumento de la absorbancia de la
piridina, que alcanza una meseta para luego seguir aumentando a medida que
se forma la especie [CuH,L]"". La formacion de las especies con menor
grado de protonacién [CuHL]’* y [CuL]*" no conllevan, sin embargo,
aumentos adicionales de absorbancia.

El analisis de estos datos espectroscopicos, junto con los valores de
las constantes de formacién de los complejos mononucleares discutidas en el
apartado anterior, sugieren que el Cu(Il) en la especie [CuH;L]" esta
coordinado al anillo macrociclico y que la posterior desprotonacion del
nitrogeno secundario de la cadena lateral haria que éste pasase a formar parte
de la esfera de coordinacion del metal en la especie [CuH,L]*" (figura 7.5).
Por otro lado, las dos siguientes etapas de desprotonacion ya no implicarian

la participacion de mas grupos amino en la coordinacion (figura 7.9).
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Figura 7.8. (Arriba, izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(II):L1 1:1 a
distintos valores de pH. (Arriba, derecha) Diagrama de distribucion de especies para
el sistema Cu(II):L1 1:1 junto a la variacion de la absorbancia a 270 nm. (Abajo)
Diagrama de distribucion para el sistema Cu(Il):L1 1:1 junto a la variacién en el
méximo de absorbancia de la banda d-d. [L] = 5x10™* M. Cargas omitidas.

La monitorizacion de la banda de transicion d-d del Cu(II) corrobora
la interpretacion anterior. En la Figura 7.8 se representa la variacion en la
longitud de onda del maximo de la banda d-d observada, la cual muestra un
desplazamiento hipsocrémico a medida que se forman la especie [CuH;L]™",
alcanzando el maximo desplazamiento para la especie [CuH,L]*"; como en el
caso anterior la formacion de las especies con menor grado de protonacion

no producen cambios ulteriores.
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Figura 7.9. Representacion del posible modo de coordinacion del Cu(Il) en las
especies [CuH,L]*" y [CuL]*" para L1.
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Por otro lado, para el sistema Cu(Il):L1 en relacion molar 2:1, para
la cual predominan las especies binucleares a valores de pH superiores a 4, se
observa cémo la formacion del complejo [Cu,L]*" viene acompaiiada de un
aumento tanto de la absorbancia de la piridina (figura 7.10) como de la banda
de transicion d-d del Cu(Il) (figura 7.11). En la especie [Cu,L1]*" el segundo
Cu(Il) se encontraria coordinado por, como minimo, los dos nitrogenos
primarios y el nitrégeno terciario de la cadena central, no pudiéndose
descartar alguna reorganizacion de la esfera de coordinacion del primer i6n

metalico al producirse la coordinacion del segundo Cu(II).
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Figura 7.10. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L1 2:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribuciéon de especies para el sistema
Cu(Il):LL1 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 270 nm. [L] = 510 M. Cargas
omitidas.
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Figura 7.11. Diagrama de distribucion de especies para el sistema Cu(Il):L1 2:1
junto a la variacion de la absorbancia a 645 nm. [L] = 5x10™ M. Cargas omitidas.

174



Miméticos de la SOD

Poliamina L2

Cabe recordar que, al contrario que para L1 y L3, para este sistema
se identificd también una especie mononuclear adicional de estequiometria
[CuH,4L2]*". Este hecho esti en concordancia con que en el ligando libre
también se observa una etapa adicional de protonacion la cual ha sido
asociada a la protonacion del nitrogeno terciario de la cadena central. Como
puede observarse en la figura 7.12, tanto la formacién del complejo
[CuH4L2]®" como la del complejo [CuH;L2]" vienen acompanadas de un
aumento en absorcion de la banda de la piridina. Por otra parte las etapas
sucesivas de desprotonaciéon del complejo ya no producen cambios en el
espectro de absorcion. En lo que respecta a la banda d-d, se observa un
desplazamiento hipsocromico hasta que se forma la especie mononuclear
diprotonada. Analogamente al caso anterior, estas evidencias experimentales
se pueden interpretar considerando que en la especie [CuH4L2]*" el ion
metalico se une en principio a los nitrégenos del anillo macrociclico, para
posteriormente incorporar en su esfera de coordinacidon al nitrégeno
secundario de la cadena central en [CuH;L2]’"; quedando los restantes
nitrogenos no coordinados y teniendo, por lo tanto, una gran tendencia a

protonarse en medios ligeramente acidos.
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Figura 7.12. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(II):L2 1:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribuciéon de especies para el sistema
Cu(Il):L2 1:1 junto a la variacion de la absorbancia a 260 nm. [L] = 510 M. Cargas
omitidas.
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Como se ha descrito anteriormente, para relaciones molares
Cu(I):L2 2:1 no se forman especies binucleares hasta que se alcanzan
valores de pH neutros. En la figura 7.13 se observa como la formacion de las
especies mononucleares viene acompafiada de un incremento de la
absorbancia de la piridina, mientras que la formacion de las especies
binucleares da lugar a un aumento brusco atribuible a la coordinacion del
segundo metal. En la especie [Cu,L2]*" el segundo Cu(Il) se encontraria
coordinado por, como minimo, los dos nitrogenos primarios y el nitrogeno
terciario de la cadena central, no pudiéndose descartar alguna reorganizacion
de la esfera de coordinacion del primer i6n metalico al producirse la

coordinacion del segundo Cu(Il).
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Figura 7.13. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L2 2:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribuciéon de especies para el sistema
Cu(Il):L2 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 264 nm, [L] = 510 M. Cargas
omitidas.
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Poliamina L3

Como se ha comentado al inicio del apartado, en el caso del sistema
Cu(Il):L3 para relaciones molares 1:1 se observa tanto la formacion de
complejos mononucleares como binucleares en disolucion (figura 7.6), lo que
dificulta el analisis de este sistema. Por ello, en este caso la discusion se
limitara a relaciones molares Cu(Il):L3 2:1, en las que s6lo predominan las
especies binucleares.

En la figura 7.14 se observa un incremento progresivo de la
absorbancia de las piridinas hasta que la especie binuclear [Cu,L3]"
predomina en disolucion. Lo que sugiere la participacion del nitrogeno

central en la coordinacién de uno de los dos Cu(Il).
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Figura 7.14. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L3 2:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribuciéon de especies para el sistema
Cu(II):L3 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 260 nm. [L] = 510 M. Cargas
omitidas.
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En este sistema, la evaporacion lenta de una disolucion acuosa que
contenia Cu(ClO4),'6H,O y L3 en relacion molar M:L 2:1 y a pH 4.2
condujo a la obtencion de monocristales de color azul del complejo
[Cu,(HL3)Br,](ClO4);. La resolucion estructural mediante difraccion de
rayos X de estos cristales ha permitido describir de forma univoca la
estructura del compuesto (figura 7.15).

En la tabla 7.3 se recogen las distancias y los angulos de enlace de
los 4tomos implicados en la coordinacion de cada uno de los iones presentes
en el complejo. Los parametros experimentales se recogen en el anexo 3

(Datos cristalogrdficos).

Figura 7.15. Estructura cristalina del cation [CquL3Br2]3+. Los atomos de
hidrogeno y los iones perclorato han sido omitidos.

Tal y como se muestra en la figura 7.15, el Cul se dispone en el
centro de una de las cavidades macrociclicas, adoptando una geometria de
piramide de base cuadrada axialmente alargada (tr = 0.01). El plano
ecuatorial lo definen los atomos de nitrogeno del anillo de la piridina (N1
1.943(5) A), los dos 4dtomos adyacentes al anillo (N2, 2.054(5) A y N4,
2.065(5) A) y un ion bromuro (Brl, 2.3734(10) A). La posicién axial la

ocupa el nitrégeno terciario presente en el anillo macrociclico (N3, 2.287(6)

A).
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En el caso del Cu2, éste se dispone en el centro de la otra cavidad
macrociclica adoptando una conformacion analoga a la observada para el
Cul (t = 0.14). El plano ecuatorial estda formado por el nitrogeno de la
piridina (N8, 1.930(6) A), los dos nitrégenos contiguos al mismo (N7,
2.047(6) A y N9, 2.043(6) A) y otro ion bromuro (Br2, 2.3734(10) A). La
esfera de coordinacion se completa con la posicion axial ocupada por el
nitrégeno (N6, 2.201(5) A). En esta estructura se observa como el nitrégeno
de la cadena central se encuentra protonado, por lo que éste no se encuentra

disponible para la coordinacion de ninguno de los dos atomos de Cu(Il).

Tabla 7.3. Distancias (A) y éangulos (°) de enlace seleccionados para el catién
[Cu,HL3Br,]™".

Cul—Brl 2.3734 (10)° N1—Cul—Brl 158.53 (15)
Cul—N1 1.943 (5) N1—Cul—N2 82.1(2)
Cul—N2 2.054 (5) N1—Cul—N4 81.9 (2)
Cul—N4 2.065 (5) N1—Cul—N3 101.0 (2)
Cul—N3 2.287 (6) N2—Cul—Brl 100.98 (16)
Cu2—Br2 2.4086 (11) N2—Cul—N4 1582 (2)
Cu2—N8 1.930 (6) N2—Cul—N3 85.0 (2)
Cu2—N6 2.201 (5) N4—Cul—Brl 99.33 (16)
Cu2—N9 2.043 (6) N4—Cul—N3 83.8(2)
Cu2—N7 2.047 (6) N3—Cul—Brl 100.41 (15)
N8—Cu2—Br2 146.66 (16)
N8—Cu2—N6 110.1 (2)
N8—Cu2—N9 81.4(2)
N8—Cu2—N7 81.0 (3)
N6—Cu2—Br2 103.24 (15)
N9—Cu2—Br2 102.8 (2)
N9—Cu2—N6 84.8 (2)
N9—Cu2—N7 155.0 3)
N7—Cu2—Br2 101.7 (2)
N7—Cu2—N6 84.7(2)

(a) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones estandar en la wltima

cifra significativa.
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Paralelamente, la evaporacion lenta de una disoluciéon acuosa que
contenia Cu(ClO4),"6H,O y L3 en relacion molar M:L 2:1 y a pH 7.4
condujo a la obtencidn monocristales del complejo [Cu,L3CL](ClOy),
(figura 7.16). En la tabla 7.4 se recogen las distancias y los angulos de enlace
de los atomos implicados en la coordinacion del Cul y el Cu2. Los

parametros experimentales se recogen en el anexo 3 (Datos cristalogrdficos).

Figura 7.16. Estructura cristalina del catién [Cu,L3Cl,]*". Los atomos de hidrogeno y
los iones perclorato han sido omitidos.

Tal y como se muestra en la figura 7.16, el Cul se dispone en el
centro de una de las cavidades macrociclicas adoptando una geometria
octaédrica. El plano ecuatorial viene definido por el nitrégeno del anillo de la
piridina (N1, 1.934(1) A), el nitrégeno terciario (N3, 2.183(15) A), el
nitrégeno de la cadena central (N4, 2.050(15) A) y un ion cloruro (CII,
2.376(4) A). Mientras que las posiciones axiales se completan con los dos
nitrégenos equivalentes adyacentes al anillo de piridina (N2, 2.29(2) A).

El segundo atomo metalico, Cu2, adopta una geometria de tipo
piramide de base cuadrada axialmente alargada (t = 0.01). En este caso las
posiciones ecuatoriales vienen definidas por el nitrogeno del anillo de la
piridina (N7, 1.960(13) A), los dos nitrogenos equivalentes contiguos a la
piridina (N6, 2.022(13) A) y el ion cloruro (CI2, 2.256(4) A). La esfera de
coordinacion se completa con el nitrogeno terciario de la cavidad

macrociclica (N5, 2.283(12) A), el cual ocupa la posicion axial alargada.
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Tabla 7.4. Distancias (A) y angulos (°) de enlace seleccionados para el catién

[Cu,L3CL]>.
Cul—NI1 1.934(14) N1—Cul—Cll1 89.0 (4)
Cul—N2' 2.29(2) N1—Cul—N3 90.1 (6)
Cul—N2 2.29(2) NI1—Cul—N4 164.4 (5)
Cul—N3 2.183(15) NI1—Cul—N4' 164.4 (5)
Cul—N4' 2.050(15) NI1—Cul—N2' 78.1 (5)
Cul—N4 2.050(15) NI1—Cul—N2 78.1 (5)
Cul—cCll1 2.376(4) N3—Cul—Cll1 179.1 (4)
Cu2—CI2 2.256(4) N3—Cul—N2 80.5 (4)
Cu2—N5 2.283(12) N3—Cul—N2' 80.5 (4)
Cu2—NG6' 2.022(13) N4—Cul—Cll1 96.3 (4)
Cu2—N6 2.022(13) N4—Cul—Cl1 96.3 (4)
Cu2—N7 1.960(13) N4—Cul—N3 84.5 (6)
N4—Cul—N3 84.5 (6)
N4—Cul—N4' 29.2 (9)
N4 —Cul—N2' 115.2(7)
N4 —Cul—N2 86.5 (7)
N4—Cul—N2' 86.5 (7)
N4—Cul—N2 1152 (7)
N2'—Cul—Cl1 99.3 (4)
N2—Cul—Cll1 99.3 (4)
N2'—Cul—N2 149.4 (8)
CI2—Cu2—N5 101.4 (3)
N6—Cu2—CI2 100.5 (3)
N6'—Cu2—CI2 100.5 (3)
N6'—Cu2—N5 84.4 (3)
N6—Cu2—N5 84.4 (3)
N6—Cu2—N6' 157.8 (5)
N7—Cu2—CI2 158.5 (4)
N7—Cu2—N5 100.1 (5)
N7—Cu2—N6 81.6 (3)
N7—Cu2—NG¢' 81.6 (3)

(a) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones estandar en la wltima

cifra significativa.
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Las geometrias de coordinacion que presentan los Cu(Il) en ambas
estructuras son las habituales en compuestos con cavidades macrociclicas
basadas en anillos de piridina, pudiéndose observar analogias entre los
complejos descritos en esta tesis y aquellos previamente obtenidos con los
derivados pytren y pytren-al.[3] Asi pues, se han identificado y descrito dos
de las geometrias de coordinacion tipicas de Cu(Il): geometrias de tipo
piramide de base cuadrada, en la cual el Cu(Il) se encuentra coordinado por
cinco atomos (cuatro definiendo un plano y una posicion axial con una
distancia de enlace mayor) y geometrias de tipo octaédrico, en la que el
Cu(II) se encuentra coordinado por seis atomos (cuatro definiendo un plano y

dos posiciones axiales con distancias de enlace mayores) (figura 7.17)

[Cu,H(L3)Br,]** [Cuy(L3)CL]?*

4 )

N2 7 Br1

Figura 7.17. Entornos de coordinaciéon del Cu(Il) presentes en las distintas
estructuras cristalinas analizadas, en rojo los planos ecuatoriales definidos para cada
una de las geometrias de coordinacion.
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Por otro lado, una vez analizadas ambas estructuras cristalinas se
deduce el rol activo del nitrogeno de la cadena central, pudiendo éste formar
parte, o0 no, en la coordinacién de uno de los centros metalicos en funcién del
pH (figura 7.18). Todo ello apoya las conclusiones anteriormente extraidas a

partir de las valoraciones potenciométricas y UV-Vis.

+H* -H*

Figura 7.18. Variaciones en las geometrias de coordinaciéon de los complejos
[Cu,HL3Br,]*" y [Cu,L3CL,]*", obtenidos a distintos valores de pH.
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7.1.1.2. Coordinaciéon con Mn(II)

En la tabla 7.5 se presentan los logaritmos de las constantes de
estabilidad obtenidos para la formacion de complejos de Mn(Il) con L1, L2 y
L3 (figura 7.19). Estos valores han sido determinados mediante valoraciones
potenciométricas a temperatura de 298 + 0.1 K y utilizando NaCl 0.15 M
como fuerza idnica. Las relaciones molares Mn(Il):L utilizadas variaron
entre 1:1 y 2:1.

Cabe destacar que aun siendo la estabilidad de los complejos de
Mn(II) menor en todos los casos que la de los correspondientes complejos de
Cu(ll) (Coordinacion con Cu(ll), apartado 7.1.1.1.), los valores obtenidos
son suficientemente elevados como para considerar que los complejos

formados predominan en un amplio intervalo de pH.

L1 L2
~ ~
N N
HN NH HN NH
\L J/ \L J/ NH,
N NH, N
HN\/\/N\/\NH2 AN A~ N~ NHy
L3 |\
~
N
HN\L J/NH
N HN | X
O
HN\/\/N\/\%}
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Al llevar a cabo los experimentos en relacion Mn(II):L 1:1 se ha
determinado la formaciéon de complejos mononucleares con grados de
protonacion que varian entre 2 y 0. Para L1 y L2 también se ha detectado la
formacion adicional de la especie [MnH3L]S+. Por otro lado, en el caso de los
sistemas Mn(I[):L1 y Mn(II):L3 se observa la formaciéon de la especie
monohidroxilada [MnL(OH)]".

Al llevar a cabo los experimentos en relacion molar Mn(II):L 2:1,
mientras que con L1 y L2 sélo se detecta la formacion de especies
mononucleares, en el caso de L3 se ha determinado la formacion de la
especie binuclear [Mn,L]*", asi como la de las especies hidroxiladas
[Mn,L(OH)]*" y [Mn,L(OH),]*".

Tabla 7.5. Logaritmos de las constantes de estabilidad para los complejos de Mn(II)
de L1, L2 y L3, determinados a 298.1 + 0.1 K en NaCl 0.15 M.

Equilibrio L1 L2 L3
MnH,L + H 2 MnH,L* 6.67(5)" 6.82(2)

MnHL + H 2 MnH,L 9.21(6) 9.16(2)  8.13(5)
MnL + H& MnHL 9.33(5) 10.50(3)  10.06(9)
Mn+Le MnL 9.33(4) 9.99(4) 9.2(1)
MnL + H,0 2 MnL(OH) + H -10.10(6) 9.3(1)
2Mn + L 2 Mn,L 16.38(2)
MnL + Mn 2 Mn,L 7.2(1)
Mn,L + H,0 & Mn,L(OH) + H -9.30(5)
Mn,L(OH) + H,0 2 Mn,L(OH), + H -9.99(7)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis representan desviaciones

estandar en la ultima cifra significativa.
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Los valores de las constantes de estabilidad de las especies
mononucleares [MnL]*" son, para los tres sistemas, del mismo orden de
magnitud (Mn?* + L 2 [MnL]?*; logK: L1 = 9.33(4), L2 =9.99(4) y L3 =
9.2(1)), lo que indica un modo de coordinacion similar. Por otro lado, éstos
valores son ligeramente inferiores al valor obtenido para el correspondiente
complejo del precursor pytren-al (Mn?* + L 2 [MnL]?*, logK = 10.93(2));
la resolucion de una estructura cristalina de dicho complejo evidencio que la
coordinacion del atomo de Mn(II) se producia por los cuatro nitrogenos del
anillo macrocilico asi como por el nitrébgeno secundario y el terciario

presentes en la cadena lateral.[3]

Tabla 7.6. Comparacion de los logaritmos de las constantes de protonacion para los

ligandos libres y los complejos de Mn(II) con L1, L2 y L3.

Equilibrio L1 L2 L3

[MnHL]3* + H* 2 [MnH,L]** 9.21(6) 9.16(2) 8.13(5)
H,I3* + HY 5 H,L* 8.54(1) 8.52(1) 8.24(3)
[MnL]?* + H* 2 [MnHLJ** 9.33(5) 10.50(3) 10.06(9)
H,I2* + HY 5 HL3* 8.99(2) 9.26(1) 8.74(3)

(a) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones estandar en la wltima

cifra significativa.

Como se observa en la tabla 7.6, los valores de las constantes de
protonacién de las especies [MnL]*" y [MnHL]’" son parecidos a los
obtenidos para los receptores libres H,L*" y H;L**, lo que sugiere que al
menos dos de los nitrogenos de la poliamina no estan implicados en la

coordinacién del ion metalico.
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Los diagramas de distribucion obtenidos para relaciones Mn(II):L
1:1 se presentan en la figura 7.20. Para los tres ligandos estudiados no se
observa la formacion de complejos metélicos hasta valores de pH = 6, siendo

en todos los casos [MnH,L]*" la especie predominante en disolucion a pH

fisiologico.
L1 L2
100 100
- Mn  MnHL - MnH,L
Z 80 MnL(OH) Z 80 -
it n it MnHL
Z E
T; 60 MnL ,‘_; 60
5 5 MnL
2 40 2 40
g \.  MnHL g MnH,L,
S 20 MnH;L, S 20
X X
0 == 0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH pH

80

60

40

20

% formacion relativa a Mn

Figura 7.20. Diagramas de distribucion de los sistemas Mn(II):L para L1, L2 y L3.
Calculados para relaciones molares Mn(II):L 1:1. [L] = 10 M. Cargas omitidas.

Por otro lado, la presencia de un anillo macrociclico adicional en L3
posibilita la coordinacion de un segundo Mn(II). El valor para la formacion
de la especie binuclear [Mn,L]*" ([MnL]?* 4+ Mn?* 2 [Mn,L]**, logK =
7.2(1)) resulta dos ordenes de magnitud inferior al correspondiente para la
formacion de la especie mononuclear [MnL]*" (logK = 9.2(1)), pudiéndose
explicar dicha variacion teniendo en cuenta las diferencias en los entornos de
coordinacion disponibles para ambos Mn(II). Asi pues, al igual que lo

descrito anteriormente para [Cu,L3]", mientras que uno de los Mn(II)
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presentaria un entorno de coordinacién compuesto por los cuatro nitrogenos
de la cavidad macrociclica y el nitrogeno de la cadena central, el segundo
Mn(II) estaria coordinado por los cuatro atomos de nitrogeno del otro

macrociclo de piridina.

En la figura 7.21 se presenta el diagrama de distribucion obtenido
para relaciones molares Mn(II):L3 2:1. Al igual que lo observado para los
complejos mononucleares, las especies binucleares no se forman hasta
valores de pH superiores a 6. Por otro lado, cabe destacar que la insaturacion
coordinativa del segundo centro metalico conduce a la formacion de especies

hidroxiladas a valores de pH relativamente bajos.

100
§ Mn Mn,L
< 80 Mu,L(OH),
£
5 60 Mn,L(OH)
5
5 40
<
g MnH,L
< 20 \
=
, AHL N
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 7.21. Diagrama de distribucion para el sistema Mn(II):L3. Calculado para
relacion molar Mn(II):L 2:1. [L] = 10° M. Cargas omitidas.
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7.1.1.3. Formacién de complejos mixtos Cu(Il)-Zn(II)

Como paso previo para el estudio de los sistemas heterobinucleares
Cu(II)-Zn(IT) se ha investigado la formacién de complejos de Zn(II) con L1,
L2 y L3 (figura 7.22). Posteriormente se procedioé a evaluar la capacidad de
los distintos ligandos para formar complejos heterobinucleares mediante
valoraciones potenciométricas y de espectroscopia UV-Vis. Las técnicas de
difraccion de rayos X y de fluorescencia de rayos X por energia dispersiva

(EDXREF) han servido para resolver las estructuras cristalinas obtenidas.
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HN NH HN NH
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Coordinacion con Zn(II)

En la tabla 7.7 se presentan los valores de las constantes de
estabilidad obtenidos para la formacion de complejos de Zn(Il) con L1, L2 y
L3. Estos valores han sido determinadas mediante valoraciones
potenciométricas llevadas a cabo a 298.1 + 0.1 K en NaCl 0.15 M, utilizando
relaciones molares Zn(Il):L 1:1 y 2:1.

En los diagramas de distribucion presentados en las figuras 7.23 y
7.24 se observa como, en funcion de la relaciéon molar utilizada, se produce
la formacion de especies bien mononucleares o binucleares en disolucion a lo

largo de todo el intervalo de pH estudiado.

Tabla 7.7. Logaritmos de las constantes de estabilidad para los complejos de Zn(II)
con L1, L2 y L3, determinados a 298.1 £ 0.1 K en NaCl 0.15 M.

Equilibrio L1 L2 L3
ZnH,L + H 2 ZnH,L' 4.85(2)

ZnH,L + H 2 ZnH,L 5.36(1)° 6.49(3)

ZnHL + H 2 ZnH,L 8.44(3) 9.07(5) 8.35(5)
ZnL + H2 ZnHL 9.80(6) 10.67(6) 9.68(5)
In+Le ZnL 15.99(6) 16.23(7) 17.23(7)
ZnL + H,0 2 ZnL(OH) + H -10.72(7) -10.72(6) -10.29(9)
2Zn+ L2 Zn,L 23.88(4) 28.93(3)
ZnL +7Zn 2 Zn,L 7.89(5) 11.70(8)
Zn,L + H,0 & Zn,L(OH) + H -8.77(5) -8.76(7)
Zn,L(OH) + H,0 2 Zn,L(OH), + H -11.11(8) -10.0(1)
2Zn + L+ H,0 2 Zn,L(OH) + H 15.10(5) 15.24(5) 20.17(5)
2Zn + L + 2H,0 & Zn,L(OH), + 2H 3.99(8) 5.6(1) 10.19(6)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones

estandar en la ultima cifra significativa.

Al llevar a cabo las valoraciones utilizando relaciones molares
Zn(I):L 1:1 se ha determinado la formacion de especies mononucleares con

grados de protonacion que varian entre 3 y 0 para L1, entre 4 y 0 para L2 y
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entre 2 y 0 en el caso de L3. A su vez, se ha detectado en todos los casos la
formacion de la especie adicional monohidroxilada [ZnL(OH)]".

Los valores logaritmicos de las constantes de estabilidad obtenidos
para la formacién de las especies mononucleares [ZnL]*" resultan similares
(Zn+ L 2 ZnL; logK: L1 = 15.99(6), L2 =16.23(7) y L3 = 17.23(7)), lo que indica
un modo de coordinacion equivalente en los tres ligandos. Tanto para L1
como para L2, las constantes de protonacion obtenidas para las especies
mononucleares [ZnH,L]*" son inferiores a los respectivos valores para la
protonacién de los receptores libres H,L*", lo que sugiere que en ambos
casos el nitrogeno de la cadena central participa en la coordinacion del
Zn(1D).

La figura 7.23 presenta los diagramas de distribucion obtenidos para
relaciones molares Zn(II):L 1:1. En ellos se observa la coexistencia de
especies mononucleares con distintos grados de protonacion en todo el
intervalo de pH estudiado. Para los tres ligandos la especie [ZnH,L]*

predomina a pH fisioldgico.

L1 L2
100 ZnH,L 100 ZnH,L
[,\:] Zn [E] Zn |
s 80 ZnH;L ZnHL 5 80 ZnH,L ZnHL
% 60 ZnL % 0 ZnH,L
£ £ ZnL(OH)
£ £
‘g 40 g 40
g £ ZnL,
<€ 20 Znkh € 20
° =
K S (
0 R —— —
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 03 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH

80

60

40

% formacion relativa a Zn

20

Figura 7.23. Diagramas de distribucion de los sistemas Zn(II):L para L1, L2 y L3.
Calculado para relaciones molares Zn(II):L 1:1. [L] = 1x10” M. Cargas omitidas.
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Para relaciones molares Zn(II):L 2:1 se ha determinado en los tres
sistemas la formacion de los complejos binucleares hidroxilados
[Zn,L(OH)]*" y [Zn,L(OH),]*", mientras que para L1 y L3 se observa
también la formacion de la especie binuclear no protonada [anL]4+, cuyos
valores de estabilidad siguen la tendencia L3 > L1 ([ZnL]?** + Zn?* 2
[Zn,L]**, logK: L1 = 7.89(5), L3 = 11.70(8)). Al igual que para los
complejos de Cu(ll), estas variaciones pueden explicarse analizando los
distintos entornos de coordinacion disponibles en ambos ligandos. En L3 la
presencia del anillo macrociclico adicional proporciona un entorno de
coordinacion mas favorable si se compara con la cadena poliaminica abierta
presente en L1.[15][16] Asi pues, el efecto macrociclico caracteristico de
este tipo de estructuras explicaria la diferencia de 4 6rdenes de magnitud en
los valores obtenidos para L3 respecto a L1. Por otro lado, debido a la menor
estabilidad asociada a los anillos quelato de 6 miembros respecto los de 5
miembros, no se ha determinado la formacion de la especie binuclear
[Zn,L]" en L2.[15]

Para relaciones molares Zn(II):L 2:1 se observa la presencia en
disolucion de especies mononucleares y binucleares con grados de
protonacion varios en funcion del pH considerado (figura 7.24). Mientras que
para L1 y L2 las especies binucleares no aparecen en disolucion hasta
valores de pH 6 y 8 respectivamente, para L3 éstas predominan en todo el

intervalo de pH.
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Figura 7.24. Diagramas de distribucion de los sistemas Zn(II):L para L1, L2 y L3.
Calculados para relaciones molares Zn(II):L 2:1. [L] = 10~ M. Cargas omitidas.
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Formacion de complejos heterobinucleares de Cu(Il) y Zn(IT)

Teniendo en cuenta la presencia de Cu(Il) y Zn(Il) en el centro
activo de las CuZnSOD (figura 7.1), se ha estudiado la capacidad de las
distintas poliaminas para formar complejos heterobinucleares con ambos
cationes.

Al llevarse a cabo las valoraciones potenciométricas con los
distintos receptores utilizando relaciones molares Cu(II):Zn(II):L 1:1:1 sélo
se pudo determinar la formacion de complejos heterobinucleares en el caso
de L3. En la tabla 7.8 se presentan las distintas especies caracterizadas asi

como los valores logaritmicos de las constantes de estabilidad obtenidos.

Tabla 7.8. Logaritmos de las constantes de estabilidad para los complejos mixtos de
Cu(Il) y Zn(II) con L3, determinados a 298.1 + 0.1 K en NaCl 0.15 M.

Equilibrio

Cu+Zn+L +H 2 CuZnHL® 37.34Q2)°
Cu+Zn+L 2 CuZnL 32.09(4)
Zn+ Cu+ L + H,0 & CuZnL(OH) + H 22.46(8)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones

estandar en la ultima cifra significativa.

El diagrama de distribucion respecto a Cu(Il) obtenido para relacion
molar Cu(Il):Zn(IT):L3 1:1:1 se presenta en la figura 7.25. En este caso los
complejos [CuZnL]* y [CuZnHL]* predominan en disolucion en el
intervalo de pH 4.0-9.0, coexistiendo a su vez con las especies
homobinucleares. A pH fisiologico el Cu(Il) se encuentra en un 70%
formando la especie heterobinuclear [CuZnL]* mientras que el 30 % restante
participa en la formacion de la especie homobinuclear [Cu,L]*". Por otro
lado, a valores de pH alcalinos se observa la coexistencia de la especie
[CuZnL(OH)]’" con las correspondientes especies homobinucleares

hidroxiladas.
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Figura 7.25. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(I):Zn(II):L3 1:1:1 a
distintos valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para el
sistema Cu(Il):Zn(II):L3 1:1:1 junto a la variacion de la absorbancia a 260 nm. [L] =
5x10™ M. Cargas omitidas.

Como se puede observar en la figura 7.25 al aumentar
progresivamente el pH de una disolucion que contiene cantidades
equimolares de Cu(Il), Zn(I) y L3 se produce un aumento de la banda de
absorcion caracteristica de la piridina (transicion @ — 7*). Al superponer estas
variaciones con el correspondiente diagrama de distribucion es posible
asociar el aumento en absorcion inicial a la formacion de la especie
[CuZnHL]’", en cuyo caso cada uno de los cationes metalicos se encontraria
coordinado por uno de los anillos macrociclicos, estando el nitrogeno de la
cadena central protonado a este pH. El maximo en la banda de absorcion se
alcanza una vez la especie heterobinuclear no protonada, [CuznL3]",
predomina en disolucion. En este complejo todos los nitrogenos de la

poliamina participan en la coordinacion de los iones metalicos.
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La resolucion de la estructura cristalina del compuesto
[CuZnL3Cl,](ClOy),, obtenido mediante la evaporacion lenta de una
disolucion que contenia cantidades equimolares de Cu(ClOy), 6H,0,
Zn(ClO4),-6H,O y L3 a pH 7.0, permitié dilucidar la estructura de este
complejo (figura 7.26). En la tabla 7.10 se recogen las distancias y los
angulos de enlace de los atomos implicados en la coordinacion de ambos
cationes metalicos. Los parametros experimentales se recogen en el anexo 3

(Datos cristalogrdficos).

Figura 7.26. Estructura cristalina del cation [CuZnL3ClL]*". Los atomos de
hidrogeno y los aniones perclorato han sido omitidos.

En primera instancia, y debido a que los iones Cu(Il) y Zn(II) son
practicamente indistinguibles por la técnica de rayos X convencional, se
evalu6 la composicion atdmica de los distintos cristales mediante
fluorescencia de rayos X por energia dispersiva. Esta técnica permite,
mediante el seguimiento de las bandas Ka caracteristicas de Cu(Il) y Zn(II),
discernir entre ambos metales y asi corroborar la estequiometria de las
estructuras obtenidas (figura 7.27).[19][20]

196



Miméticos de la SOD

Ka Cu Ka Zn

M
g 80 Muestra 3
5 60
40 | Muestra 2
20 Muestra 1
0+ . . . .
600 700 800 900 1000

Energia (eV)

Figura 7.27. (Izquierda) Imagen TEM-EDX de varios monocristales de
[CuZnL3ClL](ClOy),. (Derecha) Espectro EDX de tres experimentos.

El analisis de varios cristales distintos reveld un promedio de
composicion atdbmica de 2.37% para Cu(Il) y 2.46% para Zn(II) (tabla 7.9).
Estos datos permiten confirmar la estequiometria Cu(Il):Zn(II):L3 1:1:1 en el
complejo [CuZnL3]*".

Tabla 7.9. Composicion atémica en % de los tres experimentos TEM-EDX.

Muestra Cu 7n
1 2.68 2.81

2 2.26 2.32

3 2.17 2.25
Promedio 237 2.46

Desviacion 0.27 0.30

Una vez corroborada la estequiometria de la especie heterobinuclear
de Cu(Il) y Zn(II), se procedid a evaluar la geometria de coordinacion de los
distintos cationes mediante el analisis de los datos de difraccion de rayos X
de monocristal presentados en la tabla 7.10. La asignacion de los atomos de
Cu(Il) y Zn(Il) se realiz6 teniendo en cuenta las distancias de enlace y las
geometrias de coordinacion.

Tal y como se muestra en la figura 7.28, el Znl se dispone en el
centro de una de las cavidades macrociclicas adoptando una geometria

octaédrica ligeramente distorsionada. El plano ecuatorial lo forman el
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nitrégeno de la piridina (N1, 2.025(19) A), los dos grupos amino adyacentes
al anillo (N2, 2.11(2) A) y el nitrégeno presente en la cadena central (N3,
2.229(18) A). El nitrogeno terciario ocupa una de las posiciones axiales (N4,
2.17(2) A), mientras que la otra posicion axial la ocupa un ion cloruro (CI3,
2.380(4) A).

Figura 7.28. Entornos de coordinacion de Znl y Cul en [CuZnL3Cl,](ClOy),, en rojo
los planos ecuatoriales definidos para cada una de las geometrias de coordinacion.

El Cul se dispone en el centro de la segunda cavidad macrociclica
adoptando una geometria de pirdmide de base cuadrada distorsionada. En
este caso la base la forman el nitrogeno del anillo de la piridina (N7,
1.956(16) A), los dos nitrégenos equivalentes adyacentes al anillo (N6,
2.030(15) A) y un ion cloruro (Cl4, 2.295(4) A). El grupo amino terciario
presente en el macrociclo ocupa la posicion axial alargada (N5, 2.227(12) A),
completandose asi la esfera de coordinacion. La distorsion observada en este
ultimo caso, asociada al efecto Jahn-Teller del Cu(ll) para la minimizacion
de las repulsiones electroestaticas,[21] permitié asignar las posiciones de

ambos iones metalicos en el complejo.
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Tabla 7.10. Distancias (A) y angulos (°) de enlace seleccionados para el catién
[CuZnL3CL,]*".

Cul—Cl4 2.295 (4)° N5—Cul—Cl4 104.6 (4)
Cul—N5 2227 (12) N6—Cul—Cl4 101.4 (3)
Cul—NG6i 2.030 (15) N6'—Cul—Cl4 101.4 (3)
Cul—N6 2.030 (15) N6'—Cul—N5 84.4 (3)
Cul—N7 1.956 (16) N6—Cul—N5 84.4 (3)
Zn1—CI3 2.380 (4) N6'—Cul—N6 156.5 (6)
Znl—N1 2.025 (19) N7—Cul—Cl4 154.7 (4)
Znl1—N2 2.11(2) N7—Cul—N5 100.7 (6)
Zn1—N2i 2.11(2) N7—Cul—N6 81.0 (3)
Znl—N3 2229 (18) N7—Cul—N¢' 81.0 (3)
Znl—N4 217 (2) N1—Znl1—CI3 90.2 (5)
N1—Znl—N2' 80.0 (7)
N1—Znl—N2 80.0 (7)
N1—Znl—N3 90.1 (7)
N1—Znl—N4' 163.3 (7)
N1—Znl—N4 163.3 (7)
N2'—Zn1—ClI3 101.6 (4)
N2—Zn1—CI3 101.6 (4)
N2—Zn1—N2 149.2 (9)
N2'—Znl1—N3 78.5 (4)
N2—Zn1—N3 78.5 (4)
N2—Znl1—N4' 113.7 (10)
N2—Znl—N4 83.6 (10)
N2'—Zn1—N4' 83.6 (10)
N2'—Zn1—N4 113.7 (10)
N3—2Znl1—CI3 179.7 (6)
N4 —Zn1—ClI3 96.0 (5)
N4—Zn1—CI3 96.1 (5)
N4'—Zn1—N3 83.7 (7)
N4—Zn1—N3 83.7 (7)
N5—Cul—Cl4 104.6 (4)

(a) Los valores entre paréntesis representan las desviaciones estandar en la wltima

cifra significativa.
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7.1.2. Poliaminas derivadas de L1

A modo de recordatorio, la figura 7.29 muestra las poliaminas
sintetizadas en las que se han unido distintos grupos funcionales en las
aminas primarias de L1. Los grupos incorporados han sido piridinas
sustituidas en posicion 2 (L1-2Py) y en posicion 3 (L1-3Py), asi como

unidades de quinolina sustituidas en posicion 4 (L1-4Q).

HNI J/NH _N HNI J/Nl-l P
HN N HN N
~ N \/\NH ~N \/\NH
‘ N\ | SN
= =
LI4Q [
P N
N | X
HNI J/NH >z
N\ j
HN\/\/N\/\NH
X
| N

Las posiciones relativas de los atomos de nitrogeno en los distintos
heterociclos, asi como el grado de condensacion del sustituyente aromatico,
tendran una gran influencia en la capacidad coordinante de Cu(Il) de estos
nuevos ligandos. Asi, la presencia de los diferentes grupos funcionales hara
que los iones metalicos adquieran diversas geometrias de coordinacion asi

como distintos grados de saturacion coordinativa. Como se ha discutido
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anteriormente, estos factores juegan un papel relevante a la hora de regular el
comportamiento redox del centro metalico asi como para modular la
accesibilidad del radical superdxido al mismo y, por tanto, influirdn sobre la
capacidad de los complejos metalicos para actuar como miméticos SOD

(Introduccion, Capitulo 1).

7.1.2.1. Coordinacion con Cu(II)

En la tabla 7.11 se presentan los logaritmos de las constantes de
estabilidad para la formacion de complejos de Cu(Il) con L1-2Py, L1-3Py y
L1-4Q, obtenidos mediante valoraciones potenciométricas llevadas a cabo a
298.1 £ 0.1 K en NaCl 0.15 M, utilizando relaciones molares Cu(II):L 1:1 y
2:1. Para facilitar la discusion de los resultados, en la misma tabla se han
vuelto a incluir los correspondientes valores de L1.

Se ha determinado la formacion de complejos mononucleares con
grados de protonacioén que varian entre 4 y 0 para L1-3Py y L1-4Q, mientras
que para L1-2Py se ha identificado, aparte de la especie neutra, complejos
con 1y 2 grupos amino protonados. La formacion de la especie hidroxilada
[CuL(OH)]" solo se ha detectado para L1-4Q.

Los valores logaritmicos de las constantes para la formacion de las
especies [CuL]*" siguen la tendencia L1-3Py > L1-2Py > L1-4Q (Cu?* +
L 2 [CuL]?*; logK: L1-2Py = 19.19(5), L1-3Py = 20.01(7), y L1-4Q
=18.34(4)). Las constantes obtenidas para L1-2Py y L1-4Q son del mismo
orden de magnitud que la correspondiente para la formacion de la especie
mononuclear del ligando de referencia L1 (logK = 18.95(5)), siendo la

constante de L1-3Py ligeramente superior.
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Tabla 7.11. Logaritmos de las constantes de estabilidad obtenidos para los complejos
de Cu(Il) con L1, L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q, determinados a 298.1 = 0.1 K en NaCl
0.15M.

Equilibrio L1 L1-2Py L1-3Py L1-4Q

CuH,L +H 2 CuH,L* 4.08(2) 3.29(4)

CuH,L + H 2 CuH,L 422(3)° 437(3) 3.78(3)

CuHL + H2 CuH,L 8.29(5) 8.78(3) 6.94(3) 5.08(2)

CuL + H2 CuHL 9.94(3) 10.15(5) 9.35(5) 7.94(3)

Cu+Le Cul 18.96(5)°  19.19(5)  20.01(7) 18.34(4)
CuL + H,0 2 CuL(OH) + H -11.28(9) -10.62(4)
2Cu+L2 Cu,L 3231(3)  31.28(4)  27.15(5)  26.99(4)
Cu,HL+ H 2 Cu,H,L 4.53(2)

Cu,L+H 2 Cu,HL 6.35(4) 7.84(4) 4.17(4)

CuL + Cu e Cu,L 13.35(7) 12.09(5) 7.14(6) 8.65(4)

Cu,L + H,0 @ Cu,L(OH) + H -8.74(5) -9.60(6) -7.99(5)
Cu,L(OH) + H,0 2 Cu,L(OH), +H  -10.53(9) -10.89(8)  -9.61(5)
Cu,L + 2(H,0) 2 Cu,L(OH), + 2H -22.00(8)

(a) Cargas omitidas. (b) Los valores entre paréntesis representan desviaciones

estandar en la ultima cifra significativa.

Por otra parte, tanto para L1-2Py como para L1-3Py se ha
identificado la formacion de complejos binucleares con grados de
protonacién 0 y 1, asi como de las especies hidroxiladas [Cu,L(OH)]*" y
[Cu,L(OH),]*" para L1-3Py y la especie [Cu,L(OH),]*" para L1-2Py. En el
caso de L1-4Q se observa la formacion de especies binucleares con grados
de protonaciéon comprendidos entre 2 y 0 asi como la formacion de las
especies hidroxiladas [Cu,L(OH)]*" y [Cu,L(OH),]*" (tabla 7.11).

Los valores de las constantes sucesivas de estabilidad obtenidas para
[Cu,L]* siguen la tendencia L1-2Py > L1-4Q > L1-3Py ([CuL]?* + Cu?* 2
[Cu,L]**, logK: L1-2Py = 12.09(5), L1-3Py =7.14(6) y L1-4Q = 8.65(4)).
A la vista de estos resultado se observa como la posicion relativa de los
nitrégenos en los anillos aromaticos sustituyentes influye de forma notable

en la capacidad de las poliaminas para coordinar el segundo atomo de Cu(II).
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La introduccion de dos anillos de piridina sustituidos en posicion 2 conduce a
la formacion de especies binucleares mas estables respecto a aquellos
sustituidos en posicion 3, siendo la constante obtenida para L1-2Py 5
ordenes de magnitud superior que para L1-3Py. Todo ello sugiere la
participacion de un mayor niimero de atomos en la esfera de coordiancion del
segundo Cu(Il).[3]

20 20
18 18
16 16
14 14
Sn En
310 310
[=% [=%
8 8
6 6
4 = 4
2 2 —_—————
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH

Figura 7.30. Representacion de pCu(ll) frente al pH de los derivados de L1 (negro);
L1-2Py (rojo), L1-3Py (verde) y L1-4Q (lila). Calculados a partir de las constantes
de estabilidad para Cu(II):L 1:1y 2:1. [L] = 10" M.

Debido a que la basicidad de las poliaminas influye en los valores de
las constantes de estabilidad obtenidos, en este caso se ha optado por el
pCu(Il) como parametro para comparar la estabilidad de los complejos de
Cu(Il); siendo éste un valor que refleja la cantidad de metal libre en
disolucion a un pH determinado (pCu = —log,o([Cuyiprel)-

A primera vista llama la atencién que, independientemente de la
relacion Cu(Il):L considerada, los complejos de L1 son los mds estables a
valores de pH superiores a 6. Al comparar la estabilidad de los distintos
derivados de L1 se ve que para relaciones Cu(II):L 1:1 los complejos de L1-
3Py son los mds estables a pH elevados. Sin embargo, a valores de pH
fisiolégico los tres derivados presentan una estabilidad similar (tabla 7.12).

Para relaciones molares Cu(Il):L 2:1 los complejos de L1-2Py y L1-
4Q presentan estabilidades similares en todo el intervalo de pH estudiado, a
pH fisiologico la estabilidad de los complejos de ambos receptores es mayor
que la de los del derivado L1-3Py (tabla 7.12).
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Tabla 7.12. Valores de pCu(Il) a pH 7.4 calculados para distintas relaciones molares
Cu(ID):L.

1:1 2:1
L1 12.3 6.4
L1-2Py 9.9 6.0
L1-3Py 10.4 4.3
L1-4Q 9.4 5.5

En la figura 7.31 se observa como, debido a los elevados valores de
las constantes de estabilidad obtenidas, la especies de Cu(Il) se forman desde
valores de pH relativamente 4cidos. Para L1-2Py la especie [CuH,L]*
predomina en disolucion hasta valores de pH alcalinos. Por otro lado, tanto
para L1-3Py como para L1-4Q la especie predominante en disolucioén a pH

fisiologico es [CuHL]>".
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s CuHL s
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S 40 5
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€ 20 &
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L1-4Q
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Figura 7.31. Diagramas de distribucion de los sistemas Cu(Il):L para L1-2Py, L1-
3Py y L1-4Q. Calculados para relaciones molares Cu(Il):L 1:1. [L] = 10° M. Cargas
omitidas.
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En la figura 7.32 se presentan los diagramas de distribucion

calculados para los distintos derivados de L1, utilizando relaciones molares

Cu(Il):L 2:1. Para L1-2Py no se observa la formacion de las especies

hidroxiladas incluso a valores de pH elevados ya que, como se ha descrito

anteriormente, la correcta disposicion de los nitrogenos presentes en los

grupos piridina sustituyentes permitiria completar la esfera de coordinacion

del segundo atomo de Cu(Il). Por otro lado, para L1-3Py las especies

hidroxiladas predominan a partir de valores de pH 9.5 mientras que para L1-

4Q éstas empiezan a formarse a valores de pH neutros (figura 7.32).
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S 2 2 RS
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0L = 0 > ~———
2 3 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 7.32. Diagramas de distribucion de los sistemas Cu(Il):L para L1-2Py, L1-
3Py y L1-4Q. Calculados para relaciones molares Cu(Il):L 2:1. [L] = 10° M. Cargas

omitidas.
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Poliamina L1-2Py

Al registrar los espectros UV-Vis a relacion molar Cu(II):L1-2Py
1:1 se observa, a valores de pH acidos, la presencia de la banda de absorcion
caracteristica de las piridinas (transicion m — ©n*), seguida de un hombro
centrado a 288 nm, atribuible a una transferencia de carga amina-Cu(Il)
(figura 7.33).[18] Sin embargo, los espectros UV-Vis no experimentan
cambios significativos a lo largo de toda la valoracion acido-base (pH 2.0-
11.0). La superposicion de los valores de absorcion a 260 nm al
correspondiente diagrama de distribucién permite confirmar que las especies

[CuH,L]*", [CuHL]*" y [CuL]*" presentan un mismo modo de coordinacion.

LeLe
ES n

o
w

Absorbancia

0.2

Absorbancia
% formacion relativa a Cu

230 260 290 320 350 380
A (longitud de onda)

Figura 7.33. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L1-2Py 1:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion para el sistema Cu(II):L1-2Py 1:1
junto a la variacion de la absorbancia a 260 nm. [L] = 510 M. Cargas omitidas.

En la figura 7.34 se muestran los datos espectroscopicos registrados
a distintos valores de pH para una disolucion que contenia Cu(Il) y L1-2Py
en relacion molar Cu(Il):L 2:1. Mediante la superposicion de los datos
experimentales con el correspondiente diagrama de distribucion es posible
atribuir el aumento en absorcién observado a la coordinacion del segundo
Cu(Il) en la especie [Cu,HL]’", asi como a la participacién sucesiva de
nuevos atomos de nitrogeno en la coordinacion de uno de los dos Cu(Il) en
[Cu,L]*".
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Figura 7.34. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L1-2Py 2:1 a distintos
valores de pH pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para el sistema
Cu(Il):L1-2Py 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 300 nm, [L] = 5x107* M.
Cargas omitidas.

Poliamina L1-3Py

Al aumentar el pH de una disolucion que contiene Cu(Il) y L1-3Py
en relacion molar Cu(Il):L 1:1 se observa desde el momento inicial un
incremento en absorcion a longitudes de onda comprendidas entre 280 y 330
nm (figura 7.35). Estas variaciones pueden relacionarse con la formacion del
complejo [CuH,L]*" en disolucion, todo ello sugiriendo la participacién de
nuevos atomos en la coordinacion del Cu(Il). El valor relativamente bajo de
la constante de protonacion obtenida para [CuH,L]* (logk = 4.37(3))
permite corroborar que dicho proceso involucra un nitrogeno que participa en

la coordinacion del Cu(Il).
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Figura 7.35. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(II):L1-3Py 1:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribucion de especies para Cu(Il):L1-3Py
1:1 junto a la variacion de la absorbancia a 300 nm. [L] = 5x10™ M. Cargas omitidas.
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Para relaciones molares Cu(Il):L1-3Py 2:1 se observa a lo largo de
la valoracion acido-base un incremento en la banda de absorcion centrada a
256 nm, asi como la aparicion de una nueva banda a 300 nm (figura 7.36).
Como se ha descrito anteriormente, para esta relacion Cu(Il):L1-3Py no se
forman especies binucleares hasta que se alcanzan valores de pH neutros, en
la figura 7.36 se observa como este proceso genera un aumento brusco de la
absorbancia, atribuible a la coordinacion del segundo metal.

El descenso en absorcion observado a valores de pH alcalinos puede
asociarse a una reorganizacion de los enlaces amina-Cu(Il) como
consecuencia de la formacion de las especies hidroxiladas [Cu,L(OH)]**
[Cu,L(OH),T™"

100 0.8

3 0,7

2 g0 Cu Cu,L 06
e s Cu,HL 6
05 g 60 Cy,L(OH) 0,5 g
E 04 £ anfan wan/u, ‘ 0,4'5
203 5 40 - 03 2
<> g CuHL = uH,L <

€ 20 CulH, 0.2

S ul CuzL(OH)Z 01

0 == 0
390 2 10 11
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Figura 7.36. (Arriba) Espectros UV-Vis del sistema Cu(Il):L1-3Py 2:1 a distintos
valores de pH. (Abajo) Diagrama de distribucion de especies para el sistema
Cu(Il):L1-3Py 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 300 nm. [L] = 5x107* M.
Cargas omitidas.
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Poliamina L1-4Q

Como se ha descrito anteriormente (Propiedades dcido-base,
capitulo 6), a valores de pH acidos el espectro de absorcion de L1-4Q
presenta una banda dominante centrada a 315 nm, acompafiada por otra de

menor intensidad a 260 nm (figura 7.37).
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Figura 7.37. (Arriba) Espectros UV-Vis del sistema Cu(II):L1-4Q 1:1 a distintos
valores de pH. (Abajo, Izquierda) Diagrama de distribucion de especies del sistema
Cu(II):L1-4Q 1:1 junto a la variacion de la absorbancia a 273 nm. (Abajo, Derecha)
Diagrama de distribucion de especies del sistema Cu(Il):L1-4Q 1:1 junto a la
variacion de la absorbancia a 315 nm. [L] = 5x10™* M. Cargas omitidas.

Como se puede observar en al figura 7.37 la formacion de la especie
[CuH,L1-4Q]*" viene acompafiada de un rapido aumento en la absorbancia
de la banda centrada sobre 273 nm, la cual puede entenderse como la
superposicion de las bandas de la piridina junto a la correspondiente al grupo
quinolina desprotonado. Paralelamente, la banda centrada sobre 315 nm
disminuye hasta alcanzar un valle. Ambos procesos conducen a la aparicion

de un punto isosbéstico a 300 nm (figura 7.37). Las variaciones observadas
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pueden atribuirse a la participacion sucesiva de nuevos atomos de nitrégeno
en el entorno de coordinacion del Cu(Il). Dicha tendencia se estabilizan una
vez la especie [CuHs;L]’" desaparece en disolucién, indicando que la
formacién de [CuH,L]*" implica la desprotonacion de un nitrégeno que pasa
a formar parte de la coordinacion del Cu(ll). Las posteriores
desprotonaciones ya no implicarian la participacion de mas nitrogenos en la
coordinacion del Cu(Il).

Por otro lado, el valor relativamente bajo de la constante obtenida
para la protonacién de la especie [CuH,L]*" (logk = 3.78(3)) permitiria
indicar que dicho proceso involucra un nitrogeno que estd implicado en la

coordinacion del Cu(Il).

100 2
o C%b Cu,L(OH),
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Figura 7.38. (Izquierda) Espectros UV-Vis del sistema Cu(I):L1-4Q 2:1 a distintos
valores de pH. (Derecha) Diagrama de distribuciéon de especies para el sistema
Cu(Il):L1-4Q 2:1 junto a la variacion de la absorbancia a 266 nm. [L] = 5x10™ M.
Cargas omitidas.

Por otro lado, al aumentar el pH de una disoluciéon que contiene
Cu(Il) y L1-4Q en relacion molar Cu(ll):L 2:1 se observa como Ila
formacion del complejo [Cu,L]*" viene acompafiada de un aumento brusco
en absorbancia (figura 7.38). En esta especie todos los nitrogenos
secundarios de la poliamina se encontrarian formando parte de uno de los dos

entornos de coordinacion de los Cu(II).
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7.2. Evaluacion de la toxicidad

Una vez descrita la quimica de coordinacion de los receptores
sintetizados se procedio a evaluar la actividad antiproliferativa de los
ligandos libres y de los distintos complejos metalicos caracterizados. Para
ello se llevaron a cabo ensayos de viabilidad en una linea celular tipo no
tumoral (VERO). Estos estudios se han llevado a cabo en colaboracion con el
grupo de investigacion de Biologia Molecular perteneciente al Institut de
Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV) del Hospital Joan XXIII de la
Universidad Rovira i Virgili (Estudios biologicos, apartado 4.13). La
citotoxicidad de los complejos homo- y binucleares se comparo con la de los

compuestos en su forma libre.

Los estudios llevados a cabo con las poliaminas L1, L2 y L3
permiten concluir que los ligandos en su forma libre presentan una mayor
toxicidad que los correspondientes complejos de Cu(Il) (figura 7.39). El
compuesto que mostré una mayor toxicidad resulté ser L1, con un valor de

ICso menor a 10 pM.
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Figura 7.39. Porcentaje de supervivencia de células VERO tratadas con L1, L2 y L3
junto con los correspondientes complejos de Cu(Il) a relaciones Cu(Il):L 1:1 y 2:1.
Concentraciones de 10, 50 y 100 uM. Incubadas durante 48 horas a 37°C.
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En la figura 7.39 se observa como los complejos de L1 y L3
presentan baja capacidad antiproliferativa incluso a concentraciones de 100
uM, mientras que los de L2 si muestran cierta toxicidad a dicha
concentracion, presentando estos ltimos valores de ICs, cercanos a 50 pM.
A raiz de los ensayos de MTT es posible concluir que los complejos de
Cu(Il) no son citotoxicos en el intervalo de concentraciones a las que se

llevan a cabo los estudios de capacidad antioxidante (1-50 uM).

Paralelamente se evalud la toxicidad de los derivados de L1, en
cuyo caso los ensayos de MTT demostraron que el Cu(Il) es capaz de
bloquear la actividad antiproliferativa mostrada por los ligandos libres. En la
figura 7.40 se observa como los receptores presentan una elevada toxicidad a
concentraciones ligeramente superiores a 10 pM, mientras que los
correspondientes complejos de Cu(Il) no resultan citotoxicos incluso a
concentraciones de 100 pM.
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Figura 7.40. Porcentaje de supervivencia de células VERO tratadas con L1-2Py, L1-
3Py y L1-4Q junto con los correspondientes complejos de Cu(Il) a relaciones
Cu(Il):L 1:1 y 2:1. Concentraciones de 10, 50 y 100 pM. Incubadas durante 48 horas
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Por otro lado se estudio la toxicidad de los complejos de Mn(II)
caracterizados para L1 y L3 (figura 7.41). Al igual que para los ensayos
llevados a cabo con Cu(Il), la formacion de los complejos metalicos produce
una disminucion en la actividad antiproliferativa de ambos compuestos. Sin
embargo, en este caso el descenso no resulta tan notable, mostrando los
complejos mononucleares elevada citotoxicidad a concentraciones de 50 uM.
El complejo binuclear de L3 resulta no toxico incluso a concentraciones tan

elevadas como 100 pM.
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Figura 7.41. Porcentaje de supervivencia de células VERO tratadas con L1 y L3
junto con los correspondientes complejos de Mn(Il) a relaciones Mn(II):L 1:1 y 2:1.
Concentraciones de 10, 50 y 100 uM. Incubadas durante 48 horas a 37°C.
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7.3. Evaluacion de la actividad SOD

Una vez se determind que los distintos complejos metalicos no eran
toxicos a concentraciones inferiores a 50 uM, se llevaron a cabo estudios

enfocados a evaluar su capacidad para actuar como miméticos de la SOD.

Como primer paso se procedio a estudiar las propiedades redox de
las especies seleccionadas, obteniéndose asi los potenciales formales para los

procesos de reduccion y oxidacion de los distintos centros metalicos.

A continuacion se evaluo la capacidad de los complejos metalicos
para dismutar el radical superoxido mediante ensayos in vitro de tipo
McCord-Fridovich.[22] El protocolo de este ensayo ha sido ligeramente
modificado en el GQS-UV para adaptarlo a este tipo de compuestos y
consiste en la generacion del ion radical superdxido in situ mediante el
sistema xantina-xantina oxidasa, detectindose la cantidad de superoxido
espectroscopicamente de forma indirecta mediante el indicador colorimétrico
NBT.[3] La presencia de una especie con comportamiento SOD disminuye la
concentracion del radical y por lo tanto influye en la velocidad de aparicion
de la forma oxidada del indicador (Estudios cinéticos para la determinacion

de la actividad antioxidante, apartado 4.8).

Ademas, se determiné la capacidad antioxidante de los complejos
mas prometedores en cultivos de una cepa deficiente en la enzima
citoplasmatica SOD1 de levaduras Saccharomyces Cerevisiae. Se mide la
capacidad antioxidante del complejo como el cociente entre la variacion del
crecimiento de la cepa en presencia y en ausencia del mismo
((SOD1+Compuesto)/SOD1).
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7.3.1. Estudios electroquimicos

El comportamiento electroquimico de los complejos de Cu(Il) y
Mn(II), asi como el de los complejos mixtos de Cu(Ill) y Zn(Il), se ha
estudiado a pH 7.4 en medio tamponado TRIS 50 mM vy utilizando NaCl 150

mM como electrolito auxiliar.

7.3.1.1. Voltametria ciclica de las poliaminas L1, L2 y L3

Como se ha descrito en anteriormente, las diferencias estructurales
de los ligandos sintetizados permiten obtener complejos metalicos de
estequiometrias Cu(Il):L 1:1 y 2:1 con una gran variedad estructural
(Formacion de complejos metdlicos, apartado 7.1). En éstos el Cu(Il)
presenta distintos entornos de coordinacion con grados de saturacion
coordinativa varios. Asi pues, el principal objetivo de los estudios
electroquimicos es evaluar como estas variaciones estructurales afectan a la
quimica redox del Cu(Il) una vez coordinado, con el objetivo final de
determinar posibles relaciones estructura-actividad.

Por otro lado, se ha evaluado la respuesta voltamétrica de los

complejos de Mn(II) determinados para L1 y L3.
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Sistemas con Cu(II)

La Figura 7.42 compara la respuesta voltamétrica de soluciones
acuosas de L1 y L2 a relaciones molares Cu(II):L 1:1. En ellas se observa
como la respuesta catddica de las especies predominantes en disolucion,
[CuH,L]*, consiste en picos de reduccion a -0.57 V para L1 (C1) y -0.56 V
para L2 (C2), acoplados a las sefiales anddicas de oxidacion a -0.49 V para
L1 (Al) y -0.46 V para L2 (A2). En ambos casos los valores obtenidos se
pueden atribuir a la reduccidén y posterior oxidacion del Cu(Il) por un
electron, con valores de potencial formal para los pares Cu(II)/Cu(I) de -0.53
V para la pareja C1/A1 (L1) y de -0.51 V para el par C2/A2 (L2), respecto a
electrodo Ag/AgCl.

Por otro lado, se observa un pico de stripping (descarga) adicional a
-0.10 V (Acy), el cual puede atribuirse sin ambigiiedad a la oxidacion del
cobre metalico previamente depositada sobre la superficie del electrodo. Lo
que indicaria que el ciclo electroquimico global implica la interconversion de

Cu(II) a Cu(0).

L1 L2

4,00E-05 4,00E-05
Cl
C2
2,00E-05 2,00E-05
0,00E+00 0,00E+00
2 Al 2 A2
~ -2,00E-05 — -2,00E-05
ACu
-4,00E-05 -4,00E-05
ACu
-6,00E-05 -6,00E-05
1000 500 0 -500 -1000 1000 500 0 -500 -1000
mV mV

Figura 7.42. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Cu(II) con L1y L2 para
relaciones molares Cu(II):L 1:1. Velocidad de barrido de 500 mV/s. [L] = 10" M.
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El voltamperograma ciclico de [Cu,L1]*, especie predominante en
disolucion para relacion molar Cu(Il):L1 2:1, puede verse en la figura 7.43.
En este caso la respuesta catddica consiste en dos sefiales consecutivas
centradas a -0.40 V (C3) y -0.60 V (C4), seguidas de un hombro anédico
débil a -0.50 V (A3), aparentemente acoplado a la sefial catddica precedente
C4. Posteriormente se observa la aparicion de un pico de stripping a -0.10 V
(Acy) seguido por una onda de oxidacion a +0.10 V (AS5). Esta
electroquimica puede describirse en términos de la reduccion independiente
de los dos centros metalicos siguiendo diferentes vias electroquimicas.
Entonces, es posible distinguir dos procesos de reduccion de Cu(Il) a Cu(I)
los cuales implican a las parejas C3/A4 y C4/A3.

Aunque la separacion entre los picos catodicos y anodicos resulta
mayor que la esperada para un comportamiento reversible, los potenciales
formales de electrodo pueden ser calculados como la mitad de la suma de los
potenciales de los picos anteriores, con valores de -0.25 V para el par C3/A4

y -0.55 V para la pareja C4/A3.
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Figura 7.43. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Cu(Il) con L1 y L2 para
relaciones molares Cu(II):L 2:1. Velocidad de barrido de 500 mV/s. [L] = 10°M.
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La respuesta catodica para [Cu,L2]*" consiste en dos sedales
consecutivas a -0.14 (C5) y a -0.57 V (C6), seguidas de un hombro anédico
débil a -0.49 V (A5) aparentemente acoplado a la sefial C5 catddica
precedente (figura 7.43). En este caso la segunda onda de oxidacion se centra
a+0.12 V (A6).

El analisis de los datos obtenidos permite indicar que los pares
C3/A4 (-0.25 V, L1) y C5/A6 (-0.01 V, L2) involucran a los Cu(Il)
coordinados por las cadenas abiertas, en cuyo caso los entornos de
coordinacion disponibles en L1 y L2 marcarian las diferencias observadas.
Por otro lado, el potencial formal de la pareja C4/A3 obtenido para L1 (-0.55
V) es similar al obtenido para el par C6/AS de L2 (-0.53 V), lo que apunta a
que estos proceso corresponderian en ambos casos al par electronico de los

Cu(II) coordinados por las cavidades macrociclicas.
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Figura 7.44. (Izquierda) Voltamperograma ciclico del sistema de Cu(Il) con L3 para
relacion molar Cu(II):L 1:1. (Derecha) Voltamperograma ciclico del sistema de
Cu(Il) y Zn(II) con L3 para relacion molar Cu(II):Zn(II):L 1:1:1. Velocidad de barrido
de 500 mV/s. [L] =107 M.
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La figura 7.44 compara la respuesta voltamétrica de las distintas
especies binucleares de L3 determinadas a pH fisologico, [Cu,L3]* y
[CuZnL3]*". En los barridos catélicos ambos complejos muestran un pico de
reduccion a -0.55 V (C7 y C9) y otro a -0.80 V (C8 y CI10). En la
exploracion anddica subsiguiente le siguen un pico de oxidacion a -0.45 V
(A7 y A11) y un pico de oxidacion intenso a -0.08 V (A¢,). Curiosamente, la
corriente de pico C7 en [Cu,L3]* es dos veces mayor que la corriente de la
misma sefial para [CuZnL3]* (C9), lo que indica que en el complejo
[Cu,L3]*" ambos centros metalicos se reducen en el mismo voltaje y de

forma independiente.[23]
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Figura 7.45. Voltamperogramas ciclicos del sistema de Cu(Il) con L3 para relacion
molar Cu(Il):L 2:1. Velocidades de barrido de 500, 250, 100 y 50 mV/s. [L] = 10°M.

Para racionalizar las voltametrias obtenidas para L3 a relaciéon molar
Cu(Il):L 2:1 se debe considerar que al incrementar la velocidad de
exploracion potencial el pico A7 aumenta en altura en relacion al pico C7,
mientras que el pico C8 exhibe el efecto opuesto (figura 7.45). Esta
caracteristica sugiere que hay una reaccion quimica intermedia acoplada
entre dos procesos sucesivos de transferencia de electrones (mecanismo

ECE).[24][25]
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Asi pues, el par C7/A7 corresponderia a la reduccion de un electrén

por cobre, o lo que es lo mismo, al paso de Cu(Il) a Cu(I):

[Cu",L3] +2¢ — [Cul,L3]

Le sigue una reaccion de reorganizacion o disociacion que da lugar
a una especie de cobre diferente que se reduce posteriormente a cobre

metalico a través del proceso C8:

[Cu,L3] —(k)— [Cu’,L3]*

[Cu,L3]* +2¢ — 2Cu+L3

Un esquema similar se aplica para el complejo [CuZnL3]"", para el

cual la reduccion inicial de un electrdn del centro de cobre conduce a:

[Cu"Zn"L3]+¢ — [Cu'Zn"L3]

Le sigue una reaccion de reorganizacion o disociacion que da lugar
a una especie de cobre diferente, que se reduce a continuaciéon a cobre

metalico (C10):

[Cu'Zn"L3] —(k)— [Cu'Zn"L3]*

[Cu'Zn"L3]* +¢ — Cu+Zn®'+L3

En la medida en que la reduccion del centro Zn(II) ocurriria en
potenciales claramente mas negativos, no hay posibilidad de detectar una
electroquimica localizada en Zn(Il) para el complejo bajo estas condiciones

experimentales.
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Con el fin de evaluar las vias electroquimicas propuestas, se
registraron los cronoamperogramas de los complejos en disolucion mediante
la aplicacion de un potencial ligeramente mas negativo respecto al pico
catodico registrado en los experimentos de voltametria ciclica. La figura 7.48
compara las gréaficas de Cottrell, corriente (i) frente a la inversa de la raiz
12

cuadrada del tiempo (t

Cu(II):L 2:1.

), para soluciones de L1 y L3 a relaciones molares
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Figura 7.46. Graficos Cottrell obtenidos a partir de los datos cronoamperométricos
registrados tras la aplicacion de un paso potencial de -0.60 V para los sistemas de L1
y L3 para relaciones molares Cu(II):L 2:1. NaC1 0.15 M y pH 7.4. [L] = 2x10° M.

A tiempos cortos (valores de t'? grandes) los datos experimentales
tienden a lineas rectas de pendiente similar, consistentes con la asignacion de
un electron bajo control de difusion al paso inicial del proceso voltamétrico.

l/2), los datos

Sin embargo, a tiempos grandes (valores bajos de t
experimentales tienden a una linea recta diferente cuya pendiente es
aproximadamente dos veces la pendiente obtenida para tiempos cortos
(figura 7.46). Este comportamiento es justo el esperado para un mecanismo
ECE consistente en dos transferencias sucesivas de un electréon por Cu,

controladas por difusion, acopladas a una reaccion quimica intermedia, tal

como ha sido descrito tedricamente por Feldberg y Jeftic.[26]
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Sistemas con Mn(II)

Para L1, en cuyo caso se determind que la especie [MnH,L]*"
predomina a pH fisiologico para relaciones molares Mn(II):L 1:1, se observa
un proceso reversible de oxidacion por un electrén con un pico anodico (A1)
y uno catddico (C1) que aparecen respectivamente alrededor de +0.66 V y
+0.29 V (figura 7.47). A velocidades de barrido bajas, 50 mV/s, la relacion
entre la corriente del pico catddico y la del pico anodico es cercana a la
unidad, sin embargo ésta decrece al incrementar la velocidad de barrido. Este
comportamiento indica que al proceso de oxidacion inicial Al le sigue una
disociacion parcial del Mn(IIl) generado electroquimicamente. Este proceso
explicaria la aparicion de una sefial catddica adicional cerca de -0.65 V (C2),
la cual se podria atribuir a la reduccién del acuocomplejo de Mn(II)
proveniente de la disociacion del complejo.

El potencial formal de electrodo puede ser calculado como la mitad
de la suma de los potenciales de los picos Al y C1 anteriores, A1/C1 =+0.47
V.
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Figura 7.47. Voltamperogramas ciclicos del sistema de Mn(II) con L1 para relacion
molar Mn(II):L 1:1. Velocidades de barrido de 500, 250, 100 y 50 mV/s. [L] = 10° M
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Como se ha descrito anteriormente, para relaciones molares
Mn(ID):L3 1:1 las especies [MnH,L]*" (62 %) y [Mn,L]*" (23%) coexisten en
disolucion (Coordinacion con Mn(Il), apartado 7.1.1.2.). La respuesta
voltamétrica de una disolucién de estas caracteristicas presenta un pico
anddico a +0.56 (A2) mientas que en el subsecuente escaneo catodico se
observan dos sefiales con valores de +0.42 V (C3) y -0.22 V (C4) (figura
7.48). Estos picos se corresponden con la oxidacion y posterior reduccion por
un electron de los dos centros metalicos de la especie [Mn,L3]*". Los
potenciales formales de electrodo calculados son +0.49 V para el par A2/C3

y +0.17 V para A2/C4.
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Figura 7.48. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Mn(II) con L3 para
relaciones molares (derecha) Mn(II):L 1:1 y (izquierda) Mn(II):L 2:1. Velocidad de
barrido de 500 mV/s. [L] = 107 M.

Para relaciones molares Mn(II):L3 2:1 se observa un perfil
voltamétrico analogo al caso anterior, presentando éste picos de mayor
intensidad. El hecho de que la intensidad de las sefiales obtenidas para
relaciones Mn(II):L3 2:1 sean el doble que para Mn(II):L.3 1:1 indica que en
el complejo [Mn,L3]* ambos centros metalicos se reducen por un electron.

Se observa un proceso reversible de oxidacion independiente
monoelectronica para cada uno de los centros metalicos, tal y como puede

apreciarse por el pico anddico a +0.58 V (A3) y los picos catodicos a +0.32
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V (C6) y +0.17 V (C7) (figura 7.48). Los potenciales formales de ambos
centros metalicos pueden ser abordados como la mitad de la suma de los
potenciales de los picos anteriores, +0.45 V para A3/C6 y +0.20 V para
A3/CT.

En ambos casos se observa como a los procesos de oxidacion
iniciales les siguen la reduccion del acuocomplejo de Mn(III) en disolucion

(C5), proveniente del proceso de disociacion del complejo.

7.3.1.2. Voltametria ciclica de las poliaminas derivadas de L1

La Figura 7.49 compara la respuesta voltamétrica de soluciones
acuosas de L1-2Py y L1-3Py en relaciones molares Cu(Il):L 1:1. La
respuesta catodica para las especies predominantes en disolucion, [CuH,L1-
2Py]*" y [CuHL1-3Py]*", consiste en ambos casos en un pico de reduccion a
-0.40 V (C1), respecto al electrodo de Ag/AgCl, el cual se desplaza hacia
potenciales mas negativos al aumentar la velocidad de barrido. En la
exploracion inversa no se detectaron picos anddicos acoplados para L1-3Py
en el intervalo de velocidad de barrido estudiado, mientras que para L1-2Py
si se que registr6 una sefial anodica débil a altas velocidades de exploracion
(A1).

El comportamiento observado para ambos ligandos se puede
describir en términos de la ocurrencia de una reducciéon monoelectronica del
centro de Cu(Il), seguida de una reaccion quimica relativamente rapida
(mecanismo de ECE), presumiblemente debido a una reorganizacion de los

ligandos.
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Figura 7.49. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Cu(II) con L1-2Py y L1-
3Py para relaciones molares Cu(II):L 1:1. Velocidad de barrido de 500 mV/s. [L] =

La respuesta voltamétrica de los complejos binucleares de L1-2Py y
L1-3Py se presenta en la figura 7.50. En este caso, la respuesta catddica de la
especie predominante en disolucion para L1-2Py, [Cu,L]*", consiste en dos
picos catodicos superpuestos centrados a -0.38 V (C2) y -0.51 V (C3). Le
siguen en la exploracion anddica posterior dos sefiales a -0.32 V (A2) y -0.20
V (A3), presentando la segunda mayor intensidad. Para L.1-3Py, cuya especie
predominante en disolucion es [CquL]5+, se observa una sefial catodica
unica centrada en -0.40 V (C4), acompanada de un pico anddico alto a -0.15
V (A4). Dado que los picos altos anteriores A3 y A4 pueden atribuirse
inequivocamente a la disolucién oxidativa de los depositos de cobre
generados electroquimicamente en los pasos catddicos previos, es posible
concluir que en el caso de L1-3Py los dos Cu(Il) se reducen simultaneamente
a Cu(0). Sin embargo, en el caso de L1-2Py la reduccion de los centros
metalicos implica dos vias electroquimicas; uno de los centros de Cu(Il) se
reduce a Cu(0), mientras que el otro presentaria una reduccion
monoelectronica del Cu(Il) para dar lugar a Cu(l).

El potencial formal de electrodo para el centro metalicos de Cu(Il)
presente en el complejo [Cu,HL1-2Py]’* puede obtenerse como la mitad de

la suma de los potenciales de los picos anteriores, C2-3/A2 = +0.41 V.
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Figura 7.50. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Cu(II) con L1-2Py y L1-
3Py para relaciones molares Cu(II):L 2:1. Velocidad de barrido de 500 mV/s. [L] =

La figura 7.51 presenta la respuesta voltamétrica de una solucion
acuosa de Cu(Il) y L1-4Q en relacién molar Cu(Il):L 1:1. La respuesta
catodica para la especie predominante en disolucion, [CuHL]*", consiste en
un pico de reduccion centrado a -0.57 (C5). En la exploracion inversa se
detecta a altas velocidades de exploracion una sefial anddica débil centrada
sobre -0.39 V (AS). Este comportamiento se puede describir en términos de
la ocurrencia de una reduccion del centro de Cu(Il) por un electrén, seguida
de una reaccion quimica relativamente rapida (mecanismo de ECE),
presumiblemente producida por una reorganizacion del ligando. El potencial
formal de electrodo para el centro metalico de Cu(II) presente en el complejo
[CuHL]** puede ser abordado como la mitad de la suma de los potenciales de

los picos anteriores, C5/A5 =-0.48 V.
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Figura 7.51. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Cu(Il) para L1-4Q a
relaciones molares (izquierda) Cu(Il):L 1:1 y (derecha) Cu(Il):L 2:1. Velocidades de
barrido de 500, 250, 100 y 50 mV/s. [L] = 5-10"M

Por otro lado, la respuesta catodica para la especie [Cu,L1-4Q]*"
consiste en la sucesion de dos picos en la exploracion catddica a -0.48 V (C6)
y -0.89 V (C7), respecto al electrodo de Ag/AgCl. En la exploracion inversa
se detectan, aparte de pico de stripping, dos sefiales anddicas centradas sobre
+0.34 V (A6) y +0.45 V (A7).

El potencial formal de electrodo para los dos centros metélicos de
Cu(Il) presentes en [Cu,L]*" es de -0.015 V para el par C6/A7 y de -0.275 V
en el caso de C7/A6.
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7.3.2. Estudios cinéticos

Una vez determinada la respuesta electroquimica de los distintos
complejos metalicos se procedi6 a evaluar la actividad SOD de aquellos que
presentaban caracteristicas mas prometedoras, mediante el método indirecto
de tipo McCord Fridovich y utilizando NBT como indicador, a pH 7.4
(Estudios cinéticos para la determinacion de la capacidad antioxidante,
apartado 4.8).[3][22] Se ha estudiado la capacidad para dismutar el radical
superdxido de los complejos de Cu(ll) de L1, L2 y L3, asi como de los
complejos binucleares de L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q. También se
seleccionaron para su estudio los complejos de Mn(I1) de L1 y L3.

A lo largo del capitulo se presentan los valores de ICso y de k.o
obtenidos mediante el ensayo de tipo in vitro. Para facilitar la discusion de
los resultados también se incluyen los potenciales formales determinados

mediante estudios de voltametria ciclica.

Complejos de Cu(Il)

En la tabla 7.13 se muestran los resultados de actividad SOD de los
complejos de Cu(Il) de L1, L2 y L3. Para facilitar el analisis se incluyen
también los valores correspondientes al Cu(II) libre asi como el valor
determinado para la enzima CuZnSOD nativa. Cabe destacar que los
ligandos libres no mostraron actividad catalitica incluso para concentraciones

de 100 pM.
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Tabla 7.13. Resultados de la actividad SOD de los complejos de Cu(Il) para L1, L2 y

L3. Potenciales formales asignados al par Cu(II)/Cu(I). Cargas omitidas.

Complejo ICso (nM)* Kear (M5 E° (V)"
CuL1 12.80 +2.93 (2.72 £ 0.52) x10° -0.530 + 0.005
, -0.250 + 0.005
Cu,L1 0.23+0.07 (1.52 +0.43) x10
-0.550 + 0.005
CuL2 0.45+0.07 (7.69 +0.21) x10° -0.510 + 0.005
; -0.010 + 0.005
Cu,L2 0.19 +0.05 (1.77 £ 0.19) x10
-0.530 + 0.005
Cu,L3 2.93+0.62 (1.19 +0.21) x10° -0.500 + 0.005
CuZnL3 18.24 +0.98 (1.91 +0.25) x10° -0.500 + 0.005
Cu(CI0), 1.1£0.1 2.70 x10° -0.038
CuZnSOD 0.010 % 0.002 430 x10® +0.123
0,/0y -0.597
0,/H,0, +0.453

(a) Resultados obtenidos mediante el método McCord-Fridovich, a pH 7.4 y
utilizando NBT como indicador. (b) En relaciéon a electrodo Ag/AgCl (NaCl

saturado).

En la tabla 7.13 se observa como los compuestos binucleares de L1
y L2 son los que presentan una mayor actividad catalitica (k.,; CuLL1 =
(1.52 £ 0.43) x10’ M's™" y Cu,L.2 = (1.77 £ 0.19) x10” M"'s™). Los valores
determinados para ambos compuestos se encuentran entre los mejores
valores reportados en la literatura.[27] Sin embargo, la actividad mostrada
por el Cu,L3 (ke = (1.19 £ 0.21) x10° M'ls'l) es menor que la del resto de

complejos homobinucleares.
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Por otro lado, al llevar a cabo los experimentos con los complejos
mononucleares de L1 y L2 los valores de k., obtenidos son varios 6rdenes
de magnitud inferiores a aquellos determinados para los correspondientes
complejos binucleares (keq; CuL1= (2.72 + 0.52) x10° M™'s y CuL2 = (7.69
+0.21) x10° M"'s™). Respecto al complejo heterobinuclear de L3 (CuZnL3),
se observa como la sustitucion del uno de los Cu(Il) por un Zn(II) disminuye
la capacidad catalitica mostrada por Cu,L3. En este caso la constante
catalitica de CuZnL3 (ke = (1.91 £ 0.25) x10° M''s™) es del mismo orden
que la obtenida para CulL1 (k. = (2.72 + 0.52) x10° M's™), lo que se explica
teniendo en cuenta la presencia de un solo atomo de Cu(Ill) en ambas

estructuras.

Estos resultados ponen de manifiesto una estrecha relacion entre los
grados de saturacion coordinativa que presentan los iones de Cu(Il) en los
distintos complejos metalicos y sus capacidades cataliticas. Asi pues, los
complejos que presentan una mayor actividad catalitica son aquellos en los
que uno de los Cu(Il) estd coordinado por una cadena poliaminica abierta
(CuLl1 y Cu,L2), en cuyo caso éstos presentan grados de saturacion
coordinativa reducidos. Por otro lado, los complejos que muestran una menor
capacidad catalitica son aquellos en los que los atomos de Cu(Il) estan
coordinados por un una de las cavidades macrociclicas, lo que se ha
demostrado que conduce a la obtencién de centros metalicos con un mayor
grado de saturacion coordinativa (Formacion de complejos metdlicos,

apartado 7.1).

A su vez, la tabla 7.13 recoge los valores de potenciales formales
determinados para los pares Cu(Il)/Cu(l); encontrandose todos ellos dentro
del intervalo optimo para la actividad SOD. Se observa como aquellos
complejos en los que el Cu(Il) esta coordinado por una cavidad macrociclica
presentan potenciales cercanos a -0.500 V, mostrando todos ellos una

capacidad moderada para la dismutacion del radical superoxido. Por otro

230



Miméticos de la SOD

lado, la introduccion de un segundo Cu(Il) en L1 y L2, el cual presentara un
entorno de coordinacion con menor grado de saturacion, conduce a la
obtencion de potenciales formales mas positivos lo que a su vez se traduce en

una mayor capacidad para la dismutacion catalitica del radical superoxido.

Tabla 7.14. Resultados de la actividad SOD de los complejos de Cu(ll) para los

derivados de L1. Potenciales formales asignados al par Cu(II)/Cu(I). Cargas omitidas.

Complejo ICsy (nM)" e M's™) E° (V)°
Cu,L1-2Py 1.0£0.2 (3.49+0.42) x10° -0.415 £ 0.005
Cu,L1-3Py 3.74+0.9 (9.33 £0.84) x10° -

. -0.015 £ 0.005
Cu,LL1-4Q 1.3+0.3 (2.68 £0.53) x10

-0.275 £ 0.005

0,/0y -0.597
0,/H,0, +0.453

(a) Resultados obtenidos mediante el método McCord-Fridovich, a pH 7.4 y
utilizando NBT como indicador. (b) En relaciéon a electrodo Ag/AgCl (NaCl

saturado).

A la vista de los datos presentados en la tabla 7.14, la introduccion
de grupos aromaticos con atomos dadores adicionales en los extremos de la
cadena lateral de L1 provoca, en todos los casos, una disminucién en las
propiedades cataliticas de los correspondientes complejos binucleares de
Cu(Il). Los valores de capacidad catalitica siguen la tendencia L1-4Q > L1-
2Py > L1-3Py. Como se ha descrito anteriormente, para L1-4Q se han
obtenido dos valores de potenciales formales los cuales pueden asignarse, al
igual que para L1, a dos procesos redox independientes. Asi pues, se ha
determinado un primer proceso correspondiente al par electrénico de un

Cu(ll) que presenta un entorno de coordinacion ligeramente saturado
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(-0.275V), y otro, con un valor de potencial mas positivo, correspondiente al
par electronico de un Cu(Il) con un menor grado de saturacion coordinativa
(-0.015 V). Sin embargo, aun presentado L1-4Q valores de potenciales
formales mas positivos, la actividad catalitica resulta similar a la mostrada

por el derivado L1-2Py (tabla 7.14).

Complejos de Mn(II)

En la tabla 7.15 se muestran los resultados de actividad SOD de los
complejos de Mn(II) de L1 y L3, determinados mediante el método indirecto
de tipo McCord Fridovich y utilizando NBT como indicador.[3][22] Para
facilitar la comparacion y el analisis de los resultados también se incluyen los
valores de k., correspondientes al metal libre, asi como los de la enzima

MnSOD nativa junto a algunos miméticos que destacan en la literatura.

Los valores de k., obtenidos para los distintos complejos de Mn(II)
se encuentran dentro del mismo orden de magnitud (10° M"'s™), siendo estos
un orden de magnitud inferior a los valores obtenidos para los compuestos de
referencia pytren-4Q y M40403. Por otro lado, se observa como la
introduccion de un segundo ion de Mn(Il) en L3 no produce cambios
significativos en la capacidad catalitica respecto al complejo mononuclear
(Kear, MNL3 = (3.49 + 0.43) x10° M"'s y Mn,LL3 = (3.87 £ 0.21) x10° M"'s™).

En todos los complejos estudiados los potenciales formales para el
par Mn(III)/Mn(II) estan dentro del intervalo 6ptimo para la actividad SOD
(tabla 7.15). La similitud entre los valores de potencial formal determinados
para los distintos complejos de Mn(II) explicaria la semejanza en los valores

de k., obtenidos.
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Tabla 7.15. Resultados de la actividad SOD de los complejos de Mn(II). Potenciales
formales asignados al par Mn(II)/Mn(III). Cargas omitidas.

Compuesto ICso (M)* eue M's™ E° (V)
MnL1 0.72 £0.07 (4.84 +0.12) x10° +0.470 + 0.005
] +0.494 % 0.005
MnL3 1.0+£0.2 (3.49 + 0.43) x10
+0.177 £ 0.005
] +0.450 + 0.005
Mn,L3 0.9+0.1 (3.87+0.21) x10
+0.204 £ 0.005
Mn(Pytren-4Q)  0.30 +0.01 1.5 x107 +0.483¢
Mn(M40403) - 2.0x107 +0.543¢
MnSO4 3.6+0.5 0.8 x10° +1.303
MnSOD - 108 +0.113
0,/0y -0.597
0,/H,0, +0.453

(a) Resultados obtenidos mediante el método McCord-Fridovich, a pH 7.4 y
utilizando NBT como indicador. (d) En relaciéon a electrodo Ag/AgCl (NaCl

saturado).
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7.3.3. Ensayos biologicos

En ultima instancia se evalu6 la actividad SOD de los complejos de
Cu(Il) en sistemas vivos utilizando una cepa deficiente en la enzima
citoplasmatica SOD1 de levaduras Saccharomyces Cerevisiae [(ATCC):
ATCC 96687 (SOD1), MATa ura3-52 trp1-289 his3-Al leu2 -3 leu2-112
sodl :: URA3). El ensayo consistioé en la monitorizacion del crecimiento de
la cepa deficiente en SODI1 en ausencia (control) y en presencia de los
compuestos.[28][29][30][31]

A continuacion se presentan los datos de crecimiento de las
levaduras medido por turbidimetria, siguiendo la absorbancia a 620 nm. Se
muestra el crecimiento medido 16, 18 y 20 horas después del tratamiento en
relacion a la cepa deficiente en SOD1 (SODI). Los experimentos se llevaron

a cabo utilizando concentraciones de las especies estudiadas de 10 pM.

Todos los complejos metalicos estudiados incrementaron el
crecimiento de las levaduras deficientes en SOD (figura 7.54 y figura 7.55).
Por otro lado, al llevar a cabo los experimentos con los ligandos libres, y
como consecuencia de su elevada toxicidad que estos presentan (Evaluacion
de la toxicidad, apartado 7.2), se observd un crecimiento de las levaduras

menor respecto al control.

En la figura 7.52 se representa el crecimiento de las levaduras tras la
adicion de los complejos metalicos de Cu(Il) de L1 y L3. En todos los casos
los compuestos adicionados ejercen un efecto protector frente al estrés

oxidativo, independientemente de la estequiometria Cu(II):L utilizada.
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Figura 7.52. Ensayos de crecimiento de las cepas deficientes en SOD1 tratadas con

los ligandos libres L1 y L3 junto a los correspondientes complejos mononucleares y
binucleares de Cu(Il) y el complejo heterobinuclear de Cu(Il) y Zn(Il) de L3. [L] =

Tras 20 horas los complejos homobinucleares de L1 y L2
aumentaron el crecimiento de las levaduras en un 96 % (L.1) y un 130% (L2)
respecto al control. Estos resultados concuerdan con los datos previamente
obtenidos mediante el ensayo indirecto de tipo McCord-Fridovich, en cuyo
caso se determind que ambos complejos presentaban una elevada capacidad
para la dismutacion catalitica del radical superoxido (Estudios cinéticos,
apartado 7.3.2). Mediante los ensayos de tipo indirecto se determind que el
complejo que presentaba una mayor capacidad catalitica era Cu,L1; sin
embargo, en este caso el que presenta una mayor capacidad protectora frente
al estrés oxidativo es Cu,L.3. Para racionalizar estas discrepancias se debe
tener en cuenta que al evaluar la actividad antioxidante de los compuestos en
sistemas vivos entran en juego otros factores tales como la biodistribucion.
Por otro lado, el complejo mononuclear de L1 presenta la misma capacidad
protectora que el complejo heterobinuclear de L3, lo que concuerda con los
valores anteriormente obtenidos en los estudios cinéticos (k.,, Culll = (2.72

+0.52) x10° M's" y CuZnL3 = (1.91 + 0.25) x10° M's™).
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Estos ensayos se repitieron con los correspondientes complejos
binucleares de Cu(ll) de L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q (figura 7.53). Los
resultados obtenidos fueron positivos y andlogos a los descritos para L1 y
L3. De los tres complejos ensayados el que mayor capacidad protectora
sobre las levaduras presentd fue el compuesto L1-4Q. Le sigue en actividad
antioxidante L1-2Py, mientras que L1-3Py es el que menor actividad
muestra. Estos datos coinciden con los resultados obtenidos anteriormente
mediante ensayos de tipo i vitro, en donde se determind que los compuestos

que presentaban mayor capacidad catalitica eran L1-2Py y L1-4Q.

B 16 horas
1,4 1 B18 horas
12 - 820 horas

(SOD1 + Compuesto) / SOD1

—

SOD L1-2Py LI1-2Py2Cu LI1-3Py LI1-3Py2Cu L1-4Q LI1-4Q2Cu

Figura 7.53. Ensayos de crecimiento de las cepas deficientes en SOD1 tratadas con
los ligandos libres L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q junto a los correspondientes complejos
de Cu(1l) para relaciones molares Cu(II):L 2:1. [L] = 10™ M.

El efecto campana observado en la figura 7.53 (disminucion del
valor (SOD1+Compuesto)/SODI al aumentar el tiempo) se debe a que la
referencia se toma en el crecimiento de la cepa deficiente en SOD1, la cual
continua su crecimiento respecto al tiempo. Asi pues, a tiempos
experimentales altos se igualan los crecimientos de las levaduras control con
los de los experimentos con los distintos complejos metalicos, tendiendo el

valor a la unidad (figura 7.53).
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Interaccién con acidos nucleicos

El conocimiento de la estructura del ADN constituyé un gran
desafio para los cientificos de la primera mitad del siglo XX. Aunque
grandes nombres como Linus Pauling y Robert Brainard Corey presentaron
hipdtesis aproximadas sobre la misma,[1] no se tuvo una idea precisa sobre
su naturaleza de doble hélice hasta que James Watson y Francis Crick
resolvieron su estructura basandose en los datos de difraccion de rayos X de
las fibras de ADN obtenidos por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins. El
trabajo de J. Watson y F. Crick se publico el 25 de abril de 1953 en Nature
bajo el titulo: “Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for
Deoxyribose Nucleic Acid”.[2] La descripcion de dicha estructura permitio
esclarecer como el ADN se podia desenrollar para posibilitar su lectura o
copia, asegurandose asi la correcta transmision de los caracteres hereditarios

entre células.

El ADN, acido desoxirribonucleico, es la molécula que contiene la
informacion genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de los seres
vivos asi como de algunos virus. Su analisis estructural indica que el ADN es
un polimero formado por unidades simples, llamadas nucleétidos, conectadas
entre si.[3] A su vez, los nucledtidos son moléculas organicas formadas por
la unién covalente de un azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada
(figura 8.1). En el caso del ADN el azlicar es la pentosa desoxirribosa. A
estos polimeros de nucledtidos se les denomina cominmente polinucleétidos

o acidos nucleicos.

A diferencia del ADN, el ARN es un polinucledtido lineal y de
hebra sencilla, aunque ocasionalmente se encuentra en forma de doble
hebra.[4] Los nucledtidos de ARN tienen como azicar a la ribosa en vez de
la desoxirribosa presente en el ADN. En lo que respecta al rol bioldgico del
ARN, éste es el encargado de transmitir la informacion contenida en el ADN
durante el proceso de transcripcion celular, o lo que es lo mismo, durante la

sintesis de proteinas.
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Estructura de los nucledtidos

Los nucledtidos son ésteres fosfato de pentosa, en los que cada
nucleobase heterociclica se une al C1° del azlcar (figura 8.1). La union entre
la pentosa y la nucleobase heterociclica recibe el nombre de nucledsido.

Las nucleobases heterociclicas se clasifican en dos grupos, las
purinas, o bases puricas, y las pirimidinas, o bases pirimidinicas. Las
principales bases puricas son la adenina (A) y la guanina (G), mientras que
las pirimidinicas son la citosina (C), el uracilo (U) y la timina (T) (figura
8.1). Sin embargo, en las estructuras de las acidos nucleicos se han detectado
mas de 80 nucledsidos distintos formados por derivados de estas cinco

nucleobases.[5]

Purinas
pentosa
o (”) (H) Base NH, o
ol ’
D=P+0—P++0—P+0 N N
\ \ | s ¢ SN ¢ NH
0 0 0 J _
p=y P p=y - N N
o © © 3| H N N N N~ "NH,
OH .
OH = ribosa Adenina Guanina
H = desoxirribosa
- Pirimidinas
nucledsido
] NH, o) (o}
nucleétido monofosfato
. ) SN NH NH
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En cuanto a la subunidad de pentosa, ésta puede presentar en el C3’
un grupo hidroxilo (ribosa), en cuyo caso se usa el término ribonucledtido, o
un hidrogeno (2-desoxirribosa), por lo que se utiliza el término
desoxirribonucleotido (figura 8.1). Como se ha indicado anteriormente, el
ADN, 4acido desoxirribonucledtido, estd compuesto por la pentosa 2-

desoxirribosa, mientras que el ARN por la ribosa. La presencia de un azucar
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Interaccién con acidos nucleicos

de tipo ribosa o desoxirribosa afecta a la estabilidad de los acidos nucleicos,
ya que la ribosa es menos estable y descompone con mayor facilidad. Dicho
factor se relaciona con el papel de cada una de las secuencias en los sistemas
bioldgicos; mientras que el ADN debe presentar una elevada estabilidad ya
que almacena la informaciéon genética, el ARN es un vehiculo puntual

encargado de la modulacién y transduccion génica.[4]

A modo de resumen, en la tabla 8.1 se recogen los nombres y
abreviaciones de las principales nucleobases presentes en los acidos
nucleicos, asi como los nombres de los correspondientes nucledsidos y

nucleoétidos.

Tabla 8.1. Nombres y abreviaciones de las nucleobases de los 4cidos nucleicos,

nucledsido y nucledtidos.

Nucleobase Nucledsido Nucleétido
X=H X =ribosa X =ribosa monofosfato
Adenina (A) Adenosina (Ade) Desoxiadenosina monofosfato (1AMP)
Guanina (G) Guanosina (Gua) Desoxiguanosina monofosfato (dGMP)
Citosina (C) Citidina (Cit) Desoxicitidina monofosfato (dCMP)
Uracilo (U) Uridina (Uri) Uridina monofosfato (UMP)
Timina (T) Desoxitimidina (dTi) Desoxitimidina monofosfato (d{TMP)
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Estructura primaria de los 4cidos nucleicos

Se denomina estructura primaria de los acidos nucleicos a la
secuencia de nucledtidos que los conforman, los cuales estan conectados
entre si por enlaces fosfato.[6] Asi pues, como en el caso de las proteinas, la
ADN o ARN polimerasa construye el polimero a partir de los nucleo6tidos
trifosfato, dando lugar a una cadena de nucleodtidos la cual sigue siempre el
sentido 5°-3’ (figura 8.2).
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Ademas de las diferencia en el tipo de pentosa que poseen, el ADN
presenta la base pirimidinica timina (T) mientras que el ARN tiene el uracilo
(U). Dado que el esqueleto azticar-fosfato resulta invariable en todos los
polimeros de ADN y ARN, la secuencia especifica de las bases nitrogenadas

es la que determina la informacion genética.[7]
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Interaccién con acidos nucleicos

Estructura secundaria de los acidos nucleicos

Se conoce como estructura secundaria de los acidos nucleicos al
plegamiento local regular que adoptan las cadenas. Estas interaccionan entre
si mediante el establecimiento de enlaces de hidrogeno entre los pares de
bases enfrentados e interacciones de apilamiento w — .

Las dos cadenas son complementarias entre si y a su vez
antiparalelas, pues el extremo 3’ de una se enfrenta al extremo 5’ de la otra.
En el caso del ADN se establecen uniones entre las unidades de G y las de C,
asi como entre las unidades de A y las de T (figura 8.3). Por otro lado, para el
ARN son las nucleobases de U las que establecen la interaccion con las de A.
Estas asociaciones suelen producirse siguiendo, generalmente, los
apareamientos convencionales de tipo Watson y Crick, los cuales implican el
establecimiento de dos enlaces de hidrogeno en los contactos A-T y de tres

enlaces de hidrégeno en los contactos G-C (figura 8.3).[7]

a) Timina b)

N XIN----H Pseudo-nudo
4
I T

“Tronco”
. 5
Adenina 5

I

Citosina Mono-hebra

N
N o
HN—y/  N-He N>’\Jll Lazo-horquilla

Multi-lazo

Figura 8.3. (a) Representacion de las asociaciones entre los pares de bases A-T y G-C
en el ADN. (b) Tipo de estructuras secundarias adoptadas por una monohebra de
ADN o ARN.
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En el caso del ARN se observa generalmente la formacion de
enlaces de hidrogeno intramoleculares, lo que conduce a que el ARN
presente una mayor diversidad de estructuras secundarias que el ADN (figura
8.3). Sin embargo, el ADN también presenta otros tipos de estructuras
secundarias que tienen una gran relevancia bioldgica (vide infra).

Una vez establecida la asociacion entre los pares de base de los
acidos nucleicos, éstos se orientan tridimensionalmente para dar lugar a
estructuras ordenadas en el espacio. Las fuerzas directoras son, aparte de la
interaccion directa entre los pares de bases, interacciones de tipo
supramolecular entre cadenas cercanas (enlaces de hidrogeno entre las
pentosas y los grupos fosfatos, interacciones hidrofobas, etc.). Se ha
determinado que la composicion, asi como la concentracion del medio, son
factores que condicionan la adopcion de las distintas estructuras secundarias
de los acidos nucleicos.[6][7] Por lo general, este tipo de asociaciones dan

lugar a la formacién de estructuras de doble hélice tipo A, B o Z (figura 8.4).

Figura 8.4. Elementos estructurales mas comunes del ADN: estructuras de doble
hélice tipo A, By Z.
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Sin embargo, durante las tltimas décadas se ha determinado que los
sistemas vivos presentan estructuras secundarias del ADN diferentes a las de
doble hélice. Este tipo de estructuras se forman como consecuencia de la
asociacion no-candnica entre pares de bases, las cuales conducen a
conformaciones de elevada complejidad.[8] Algunos ejemplos de estos
motivos estructurales son los cuartetos de guanina (cuarteto-G), los motivos-
i, el H-ADN, asi como la unién “holliday” (figura 8.5).[9][10]

Se ha demostrado que estas estructuras desempeflan un papel
relevante en los distintos procesos en los que estan involucrados los acidos

nucleicos, tales como el almacenamiento de la informacion genética

(cromosomas), la replicacion del ADN y los procesos de transcripcion.

Figura 8.5. Elementos estructurales de los acidos nucleicos derivados de asociaciones
de tipo no-candnicas entre los pares de bases: cuarteto-G, motivos-i, H-ADN y unién
de “holliday”.
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8.1. Interaccion con acidos nucleicos de doble hélice

Avanzando en los objetivos de la presente tesis se procedid a
estudiar la interaccion de los receptores sintetizados con distintas secuencias
de acidos nucleicos de estructura de doble hélice.

Para ello se selecciond el polinucledtido de ADN de timo de ternera
(ctADN), el cual presenta una secuencia de bases heterogénea adoptando una
conformacion de doble hélice dextrogira tipo B, con un surco menor estrecho
y un surco mayor ancho y poco profundo. Paralelamente, se selecciond la
secuencia sintética modelo de ARN polid-poliU, con una secuencia de bases
de A y U alternadas y caracterizada por una estructura de doble hélice
dextrogira tipo A, la cual presenta un surco menor ancho y poco profundo y
un surco mayor estrecho y profundo.[11][12] En la figura 8.6 se representan

estos motivos estructurales.

ADN ARN

acido desoxirribonucleico acido ribonucleico

Surco menor
5.74a,7.54p

Surco menor
114da 34p

Surco mayor

Surco mayor — ¢ 3da 134p
11.74a, 854p { %
ct-ADN polid-poliU
Conformacion B Conformacion A
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Interaccién con acidos nucleicos

En este apartado se evaluara el modo de interaccion de los ligandos
L1 y L3 (figura 8.7) con las secuencias seleccionadas (figura 8.6). A su vez,
se analizara la influencia que tiene la formacion de los complejos mono- y
binucleares de Zn(Il) sobre dicha interaccion. Todos los experimentos se han

llevado a cabo en medio tamponado NaCac 50 mM a pH 7.4.

L1 X L3 A
B |
N N
I-IN\L J/NH HNI J/NH
N NH, N HN | A
N~
AN~ ~ N, AN SN~y
H

Figura 8.7. Ligandos seleccionados para el estudio de su interaccion con el ctADN y
el polid-poliU.

El numero de grupos amino protonados es un factor que se ha de
tener en cuenta a la hora de evaluar la interaccion entre una poliamina y los
acidos nucleicos, ya que ésta se establece predominantemente mediante
interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno.

Como se observa en la figura 8.8, a pH fisiologico los ligandos
libres presentan un promedio de 4.5 grupos aminos protonados (Propiedades
dacido-base, Capitulo 6). Por lo que respecta a los complejos con Zn(Il), para
relacion molar Zn(II):L 1:1 la especie predominante en disolucion a pH =7.4
es [ZnHzL]4+ para ambos ligandos. Como se ha discutido anteriormente, en
estos complejos el Zn(II) estda coordinado por los cuatro nitrégenos de la
cavidad macrociclica asi como por el nitrégeno secundario de la cadena
central (Formacion de complejos mixtos con Cu(ll) y Zn(Il), apartado
6.1.1.3). En ambos casos los dos grupos amino que no participan en la
coordinacion del ion metalico se encuentran protonados a este pH (figura
8.8).
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Por otro lado, para relacion molar Zn(II):L 2:1 la especie [Zn,L]*"
predomina en disolucion a pH fisiologico de 7.4. En esta especie todos los
grupos amino estan implicados en la coordinacion de los iones metalicos, no
quedando grupos libres susceptibles de ser protonados (figura 8.8). Todos los

complejos presentan una carga global 4 a pH fisiologico.

Grupos amino protonados
~
W
L

L1 L1-Zn L1-2Zn L3 L3:Zn L3-2Zn

Figura 8.8. Numero promedio de grupos amino protonados para los ligandos libres y
los correspondientes complejos metalicos de Zn(II) para relaciones molares Zn(II):L
I:1y2:1,apH 7.4.
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8.1.1. Ensayos de desnaturalizacion térmica

Como se ha mencionado en el apartado anterior, tanto el c/ADN
como el polid-poliU presentan en disolucion una conformacion de doble
hélice, la cual se encuentra estabilizada por enlaces de hidrogeno de tipo
candnico entre los pares de bases enfrentados. Sin embargo, mediante el
calentamiento progresivo de una disolucién que contiene este tipo de
secuencias (polinucledtidos) es posible romper los enlaces entre los pares de
bases, lo que conduce a un estado en el que las dos hebras complementarias
se encuentren disociadas.[13]

El grado de estabilidad de los polinucledtidos libres depende
principalmente del contenido en bases G-C, ya que dicha asociacion se
produce mediante un mayor numero de enlaces de hidrogeno respecto a los
pares A-T. Por otro lado, la estabilidad térmica de este tipo de
conformaciones puede alterarse por su interaccion con moléculas de pequeiio
peso molecular. Se define entonces AT,, como la variacion entre las
temperaturas de fusion del polinucleétido libre y la de los aductos formados
con moléculas pequefias. Este parametro permite evaluar el grado de
estabilizacion o desestabilizacion inducida en la conformaciéon de la doble
hélice por una molécula. Si bien este método no proporciona evidencias
inequivocas para determinar el modo de interaccion, si que aporta
informacién acerca de la magnitud de la asociacion entre un ligando y las
secuencias estudiadas.[14][15][16][17]

Los experimentos de desnaturalizacion con los polinucledtidos se
llevaron a cabo usando distintas relaciones molares L:polinucledtido (r =

[LY/[polinucledtido]).

En la tabla 8.2 se observa como, mientras que los valores de ATy,
obtenidos en los experimentos llevados a cabo con el ctADN varian entre 0.3
y 3.2 °C, los obtenidos para los experimentos llevados a cabo con el polid-
poliU alcanzan valores superiores a 16 °C a partir de » = 0.05. Al aumentar la
concentracion de los receptores se observan desplazamientos en los puntos

de fusion del polid-poliU mayores de 25° C.
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Tabla 8.2. Variacion en los puntos de fusion (AT, °C) para el ctADN y el polid-
poliU tras la adicion de L1 y L3 a distintas relaciones [L]/[polinucledtido] (7).

r
0.01 0.05 0.1 0.2 0.5
ctADN 0.3 0.8 1.9 32 ®)
L1
polid-poliU 0.5 213 22.0 26.5 ®)
ctADN 1.4 1.3 1.0 12 1.6
L3
polid-poliU 02 17.1 16.9 214 24.7

(a) Error en AT, = 0.5 °C. (p) Se observa precipitado.

A la vista de estos resultados, es posible concluir que existe una
mayor interaccion asi como una clara selectividad de ambos ligandos hacia la
secuencia representativa de ARN polid-poliU (figura 8.9). Como se ha
mencionado anteriormente, el polid-poliU presenta una conformaciéon de
doble hélice tipo A, cuya estructura presenta un surco menor mas ancho y
menos profundo respecto al ctADN. Este tipo de conformaciones dejan
expuestos tanto los grupos fosfato, cargados negativamente, como las
nucleobases al exterior, todo ello favoreciendo su interaccién con moléculas

pequeiias cargadas positivamente.

30 7 m0.01
§0.05
25
0.1
o @0.5
215
3!
<
10
5

[L1] - ctADN  [L1] - poliA-poliU  [L3] - ctADN  [L3] - poliA-poliU

Figura 8.9. Variacion en los puntos de fusion (AT,,) para el ctADN y el polid-poliU
tras la adicion de L1 y L3 a distintas relaciones [L]/[polinucleotido] (r).
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8.1.2. Ensayos de desplazamiento de indicador fluorescente

Para profundizar en el estudio de la interaccion de L1 y L3 con el
ctADN Yy el polid-poliU se han llevado a cabo estudios de desplazamiento
competitivo de indicador fluorescente. Para ello se ha seleccionado un

indicador con propiedades intercalantes (EB) y un indicador cuyo sitio de

unién preferente es el surco menor de los acidos nucleicos (DAPI) (figura
8.10).

NH
-0
NS NH,

NH,

Si bien ambos indicadores presentan una emision fluorescente muy
debil en disolucidn, la intensidad de la misma incrementa varios ordenes de
magnitud una vez se unen a los acidos nucleicos. Teniendo en cuenta esta
caracteristica, el ensayo se basa en monitorizar las diferencias en el
comportamiento emisivo de ambas moléculas una vez desplazadas de sus
sitios de unidn preferentes, en cuyo proceso éstas pasan de un entorno
hidrofobo a otro en el que se encuentran totalmente solvatadas por las
moléculas de agua del entorno (Desplazamiento de indicador fluorescente,
apartado 4.6.1.2).[18][19][20] Cabe destacar que el desplazamiento del
indicador puede producirse tanto por la competicion directa de ambas
moléculas por el sitio de union como por los cambios conformacionales
generados en la estructura del acido nucleico.

Para realizar los ensayos se adiciona un ligero exceso del indicador
sobre la secuencia (ctADN o poliA-poliU) para garantizar que todos los sitios
de unidén estén saturados (Desplazamiento de indicador fluorescente,

apartado 4.6.1.2). A continuacion se va adicionando el ligando a estudiar.
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Ensayos de desplazamiento de EB

Como se observa en la figura 8.11, la adicién de cualquiera de los
ligandos produce una diminucion en la intensidad de emision de
fluorescencia debido al desplazamiento de las moléculas de EB intercaladas

entre los pares de bases de los acidos nucleicos (ctADN y polid-poliU).

a) b)

l [Llo

(L]

550 580 610 640 670 700 550 580 610 640 670 700

A (longitud de onda) A (longitud de onda)
d
1 [Llo
0,8 l
o L]
=

550 580 610 640 670 700
A (longitud de onda) A (longitud de onda)

Figura 8.11. Perfiles de variacion en la intensidad de emision de fluorescencia (Aex =
520) obtenidos a partir de los ensayos de desplazamiento de EB para ctADN por
adicion de (a) L1y (c) L3, y para polid-poliU por adicién de (b) L1y (d) L3. [EB] =
3x10"° M. NaCac 50 mM, pH = 7.4.

En la figura 8.12 se representa la variacion en intensidad de emision
de fluorescencia (A, = 602 nm) en funcion de la relacion [L)/[EB]. Se
observa como, para un polinucledtido dado, ambos ligandos producen un
desplazamiento similar. Por otro lado, la adicion de ambas poliaminas a una
disolucion que contenia polid-poliU produjo un mayor desplazamiento del

EB intercalado en comparacion con el c/DNA (figura 8.12).
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Figura 8.12. Variaciones en la intensidad de emision de fluorescencia (Aey = 520 nm,
Aem = 610 nm) para (®) ctADN y (W) polid-poliU, mediante la valoracion con (rojo)
L1y (negro) L3. [EB] = 3x10° M. NaCac 50 mM, pH=74.

Cabe destacar que incluso a valores de [L]/[EB] elevados se observa
una emision residual del EB (20%) (figura 8.12), todo ello indicando que la
interaccion de los receptores con el polid-poliU no desplaza totalmente al
indicador intercalado. Sin embargo, para [L]/[EB] > 1 no se observan
variaciones significativas en la emision, lo que sugiere que se han saturado

los sitios de union disponibles para las distintas poliaminas.
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Ensayos de desplazamiento de DAPI

La figura 8.13 presenta los ensayos de desplazamiento realizados
con el indicador DAPI. Al igual que lo observado para el EB, para un

polinucleétido dado ambos ligandos exhiben un comportamiento similar.

a) b)
12 12
1 1
[Llo
~038 08
< <
206 20,6
x = L]
04 0,4
02 02 /\
0+ . . . . . - . 1 0 — —
430 460 490 520 550 580 610 640 670 430 460 490 520 550 580 610 640 670
A (longitud de onda) A (longitud de onda)

430 460 490 520 550 580 610 640 670 430 460 490 520 550 580 610 640 670
A (longitud de onda) A (longitud de onda)

Figura 8.13. Perfiles de variacion en la intensidad de emision de fluorescencia (Aex =
400 nm) obtenidos a partir de los ensayos de desplazamiento de DAPI para ctADN
por adicion de (a) L1 y (c) L3, y para polid-poliU por adicion de (b) L1y (d) L3.
[DAPI] =10 M. NaCac 50 mM, pH = 7.4.

En este caso, mientras que para el polid-poliU se observa como la
adicion de ambas poliaminas produce una desactivacion completa de la
emision del colorante, la adicién de estos receptores a una disolucion de
ctADN no provoca variaciones significativas en la emision del marcador
(figura 8.14).
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Estos resultados sugieren que la interacciéon de ambas poliaminas
desplaza totalmente el DAPI situado en el surco menor del polid-poliU. Por
otro lado, los experimentos llevados a cabo con ¢fADN no muestran
desplazamiento alguno del indicador, lo que permitiria concluir que en este
caso la interaccion no se produce a través del surco menor de la secuencia
(figura 8.14).
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Figura 8.14. Variaciones en la intensidad de emision de fluorescencia (Ae, = 400 nm,
Aem = 486 nm) para (®) ctADN y (W) polid-poliU, mediante la valoracion con (rojo)
L1y (negro) L3. [DAPI] = 10" M. NaCac 50 mM, pH=74.

Al comparar los resultados obtenidos mediante ambos indicadores
se observa como la magnitud del desplazamiento para el DAPI resulta mucho
mayor que para el EB (figura 8.12 y figura 8.14). En el caso del DAPI la
adicion de aproximadamente dos equivalentes de L1 y L3 genera un
desplazamiento del 100% del indicador unido al polid-poliU. A la vista de
estos resultados, y teniendo en cuenta que una unidad de DAPI interacciona
con 10 pares de bases, es posible afirmar que el sitio de unién de cada
molécula de receptor abarca un minimo de 5 pares de bases.

Por otro lado, si bien los resultados parecen indicar que la
interaccion se produce a través del establecimiento de multiples enlaces de
hidrégeno entre los grupos amonio y las cadenas azucar-fosfato, mediante
estas técnicas no es posible descartar que existan fendmenos de intercalacion

de los anillos de piridina entre los pares de bases de las secuencias.
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A partir de las isotermas de los ensayos de desplazamiento obtenidas
para ambos indicadores es posible calcular los valores de ICs, para cada
sistema (tabla 8.3). El valor ICsy corresponde a la relacion [L]/[indicador]

que produce el 50% de disminucion de la intensidad inicial.

Tabla 8.3. Valores de ICs, obtenidos a partir de los ensayos de desplazamiento de £B
y DAPI para la interaccion de los polinucleétidos ctADN y polid-poliU con L1 y L3.

EB DAPI
polid-poliU 0.63 0.86
L1
ctADN 1.37
polid-poliU 0.86 0.43
L3
ctADN 2.03

Al analizar los valores de ICsy obtenidos mediante los ensayos con
el EB se observa un mayor grado de interaccion de ambas moléculas hacia el
polid-poliU respecto al ctDNA, siendo parecidos los valores obtenidos para
L1 y L3 (tabla 8.3). Por otro lado, en los ensayos llevados a cabo con el
DAPI L3 presenta un valor de ICs significativamente menor que L1, lo cual

puede relacionarse con una mayor afinidad del receptor hacia el polid-poliU.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de desplazamiento
permiten extraer cierta informacion acerca del modo de interaccion de L1 y
L3 con las distintas secuencias de acidos nucleicos. Asi pues, de las
valoraciones llevadas a cabo con EB y DAPI se extraec que ambos ligandos
muestran una elevada selectividad hacia polid-poliU; esto es asi ya que,
debido a sus propiedades estructurales intrinsecas, en esta secuencia los
grupos fosfato y las bases nitrogenadas quedan expuestas hacia el exterior,
facilitando la interaccion de moléculas a través del surco menor. Esto, junto a
la elevada carga que presentan ambas poliaminas en condiciones fisiologicas,
conduce a una elevada interaccion entre éstas y la secuencia de polid-poliU.

Este fenomeno ya se habia observado en compuestos previamente obtenidos
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en el GQS-UV que presentaban dos macrociclos de piridina unidos por
cadenas poliaminicas centrales de distinta naturaleza. Estudios llevados a
cabo con distintas secuencias de 4acidos nucleicos revelaron una elevada
predileccion de estos derivados para interaccionar de forma selectiva con la

secuencia representativa de ARN polid-poliU.[21]

Por otro lado, las disimilitudes estructurales entre ambas poliaminas
permitiran explicar las diferencias observadas entre L1 y L3 en los ensayos
con DAPI. Asi pues, la ausencia de aminas primarias en la estructura de L3,
las cuales presentan un mayor grado de solvatacion respecto al anillo de
piridina en disolucién acuosa, explicaria la mayor capacidad de esta

poliamina para interaccionar con las secuencias de acidos nucleicos.
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8.1.3. Influencia de la coordinacion con Zn(II) en la interaccion

Una vez corroborada la selectividad de L1 y L3 hacia el polid-poliU
se procedi6 a evaluar como influye en dicha interaccion la formacion de los
complejos de Zn(II). Para ello se llevaron a cabo estudios de
desnaturalizacion térmica y valoraciones con los distintos indicadores

fluorescentes (EB y DAPI) utilizando distintas relaciones molares Zn(II):L.

Como se observa en la tabla 8.4 y la figura 8.15, la formacion de los
complejos de Zn(II) produce una marcada disminucion en los valores de ATy,
respecto a los determinados para los ligandos libres. Asi pues, la adicién de
un equivalente de Zn(II) disminuye los ATy, en 19.4 °C para L1 y en 13.0 °C
para L3. La coordinaciéon de un segundo Zn(Il) genera, de nuevo, un
descenso en los valores de AT, respecto a los ligandos libres; llegandose a
observar para L3 una ligera desestabilizacion de la conformaciéon de doble
hebra (AT, <0).

Tabla 8.4. Variacion en los puntos de fusion (AT, °C) para el polid-poliU tras la
adicion de los complejos metalicos de L1 y L3 utilizando relaciones molares Zn(II):L
1:1y 2:1, [L}/[polinucledtido] = 0.05.

L 1:1 2:1
L1 21.3% 1.9 1.1
L3 17.1 4.1 -0.9

(a) Error en AT,, = 0.5 °C.

Para relaciones molares Zn(II):L 2:1 las especies predominantes en
disolucién a pH fisiolégico son [Zn,L1]*" y [Zn,L3]*", en ambos complejos
los grupos amino estan involucrados en la coordinacion de los centros
metalicos (figura 8.8). Asi pues, la coordinacion del Zn(Il) modifica la
capacidad de L1 y L3 para establecer enlaces de hidrogeno direccionales con

los grupos fosfato expuestos en el surco menor del polid-poliU, lo que
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Interaccién con acidos nucleicos

explicaria el menor grado de estabilizacién observado para los complejos
respecto a los ligandos libres (valores de AT, menores) (tabla 8.4 y figura
8.15). A raiz de estos datos, es posible concluir que existe un bloqueo en la
interaccion de L1 y L3 con el polid-poliU asociado a la formacion de los

complejos metalicos de Zn(II).

24 7

@'m =

[L1] [L1]Zn  [L1]2Zn [L3] [L3]Zn  [L3]2Zn

Figura 8.15. Variacion en los puntos de fusiéon (AT,,) para el polid-poliU tras la
adicion de L1 y L3 junto a los complejos metéalicos de Zn(II) para relaciones molares
Zn(II):L 1:1 y 2:1. [L)/[polinucleétido] = 0.05.

Por ultimo, se realizaron ensayos de desplazamiento de indicador
fluorescente con el polid-poliU. Para ello se registraron los espectros de
emision de fluorescencia para cada uno de los colorantes tras la adicion de un
equivalente de los correspondientes complejos metalicos binucleares de L1 y
L3 (figura 8.16).

En la figura 8.16 se observa que en los experimentos llevados a cabo
utilizando EB ambos complejos binucleares de L1 y L3 desplazan un
porcentaje del indicador inferior al 20%, mientras que los ligandos libres
desplazan respectivamente un 70% y un 52% del indicador. Todo esto parece
indicar que al no establecerse los enlaces de hidrogeno entre los grupos
amonio y el polid-poliU se disminuye el grado de distorsién generado en la
secuencia, lo que se traduce en un menor desplazamiento del indicador EB

intercalado.
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a) b)
1,2 9 1,2
= EB + polyA-polyU = DAPI + polyA-polyU
11 — Ly L
== [L1]-2Z
08 1 = [L1]-2Zn
3 3]
206 1 -~ [L3]-2Zn
!

550 600 650 700 430 530 630
A (longitud de onda) A (longitud de onda)

Figura 8.16. Espectros de emision de fluorescencia para los ensayos de
desplazamiento con (a) EB y (b) DAPI, [L]/[indicador] = 1.

Para los ensayos llevados a cabo con el indicador DAPI no se
aprecian diferencias significativas en la magnitud de desplazamiento
observada para los complejos de Zn(II) respecto a los ligandos libres. En la
figura 8.16 se observa que la adicion de los complejos binucleares de L1 y
L3 conduce a un desplazamiento mayor del 60%, todo ello sugiriendo que, al
igual que para los ligandos libres, el modo preferente de unién de las

especies [Zn,L]*" con el polid-poliU es el surco menor.

Otra conclusion extraida de los ensayos de desplazamiento de
indicador fluorescente es la conveniencia de utilizar DAPI como sonda
fluorescente para el estudio de la interaccion entre este tipo de compuestos
poliaminicos y secuencias de acidos nucleicos. En base a los resultados éstos
se unen a los surcos de los acidos nucleicos por lo que el uso de este

marcador permite obtener un modelo mas preciso.
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8.2. Interaccidn con acidos nucleicos de secuencia

especifica

Avanzando en los objetivos de la tesis, se procedid a evaluar la
capacidad de L1-A para actuar como sonda fluorescente para la deteccion de
secuencias de acidos nucleicos que presentaran estructuras secundarias
distintas a las de doble hélice.

En la figura 8.17 se presentan las poliaminas seleccionadas para
llevar a cabo estos estudios: el compuesto L1-A, el cual presenta un anillo
macrociclico asi como dos unidades antraceno al final de la cadena lateral; el
precursor L1, que comparte un esqueleto comiin a L1-A aunque carece de
unidades intercalantes; y la poliamina L-A (pytren-A), la cual presenta la
misma cavidad macrociclica pero s6lo cuenta con un antraceno al final de la
cadena central. Las distintas caracteristicas estructurales que presentan este
grupo de poliaminas permitiran evaluar posibles fendomenos de bis-

intercalacion por parte del derivado L1-A.

Figura 8.17. Ligandos seleccionados para el estudio de su interaccion con acidos
nucleicos de secuencia especifica.
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Como se ha mencionado anteriormente, el nimero de grupos
amonio presentes en una poliamina es un factor a tener en cuenta a la hora de
evaluar su interaccion con acidos nucleicos. Asi pues, a partir de los datos
obtenidos mediante medidas potenciométricas (Propiedades dcido-base,
Capitulo 6), junto a los datos bibliograficos de L-A,[22] se ha determinado el
nimero promedio de grupos amino protonados para cada una de la especies a
pH fisiologico (L1=4.5,L1-A =34y L-A =2.4).

Se seleccionaron un total de 8 secuencias de oligonucleotidos las
cuales, una vez hibridadas en el tampon de trabajo, presentan estructuras de
tipo horquilla (hp hace referencia la abreviatura de la palabra inglesa
hairpin) (tabla 8.5).[23] Estas secuencias pueden dividirse en dos grupos en
funcién de sus caracteristicas: el primero grupo se compone de 4 secuencias
con diferentes propiedades estructurales, estas variaciones permiten analizar
el modo de interaccion de las moléculas seleccionadas hacia secuencias de
acidos nucleicos que presentan conformaciones de tipo horquilla (hp 1-4); el
segundo grupo incluye 4 secuencias que presentan repeticiones de
trinucledtidos CXG, donde X hace referencia a una nucleobase, lo que
permite estudiar la respuesta fotoquimica de L1-A hacia secuencias que

presentan este tipo de reiteraciones aberraticas (Apcxq).

Tabla 8.5. Secuencias de oligonucledtidos seleccionadas.

Abreviacion Secuencia completa (5°-3°)

hp 1 GGC-AAA-ATT-TCG-TTT-TTC-GAA-ATT-TTG-CC
hp 2 GGC-AAG-CTT-CGC-TTT-TTG-CGA-AGC-TTG-CC
hp 3 GGC-GAA-GGC-AGC-TTT-TTG-CTG-CCT-TCG-CC
hp 4 GGC-AGG-CCC-AGC-TTT-TTG-CTG-GGC-CTG-CC
hpcac TTC-AGC-AGA-ATG-TTT-CAG-CAG-AA
hpcee TTC-GGC-GGA-ATG-TTT-CGG-CGG-AA
hpcce TTC-CGC-CGA-ATG-TTT-CCG-CCG-AA
hpcre TTC-TGC-TGA-ATG-TTT-CTG-CTG-AA
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8.2.1. Secuencias de tipo horquilla

Los oligonucledtidos seleccionados en el primer grupo estan
compuestos por 29 bases y adoptan una conformacién de tipo horguilla una
vez hibridados en el tampon de trabajo. Como se puede observar en la figura
8.18, esta estructura presenta un bucle central compuesto por 5 unidades de
timina (T) unidos a una seccion de 12 pares de bases enfrentadas entre si, la
cual presenta una estructura de doble hélice. La conformacion descrita se
mantiene estabilizada por medio de los 2 pares de bases G-C contiguos al

bucle central asi como por otros 3 pares G-C presentes al final (figura 8.18).

G —(¢
L
cC—G
10 pb 10 pb
c 20 pb
G Forma hibridada
€ S
5—G- .“.—‘ <
¢ Forma no hibridada
G
20 pb
G {c-c—3 C—G
o
G—C
1 I
G=—C
[
03

Figura 8.18. Representacion del equilibrio conformacional entre la forma hibridada y
la no hibridada para las secuencias hp 1-4.
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La composicion de bases especifica para cada secuencia se muestra
en la tabla 8.6. En ella se puede ver como el primer oligonucledtido, hp 1,
presenta una secuencia rica en Ay T (AAAATTT) entre los pares de bases
G-C. Las otras secuencias varian entre una composicion rica en G y C
(AGGCCC, hp 4) asi como las correspondientes composiciones mixtas: una
secuencia rica en A y T con bases C y G intercaladas (AAGCTT, hp 2) y una
secuencia rica en G y C con bases A y T intercaladas (GAAGGC, hp 3)
(tabla 8.6).

Tabla 8.6. Oligonucleétidos hp 1-4.

Secuencia completa (5°-3°)

hp 1 GGC-AAAATTT-CG-TTTTT-CG-AAATTTT-GCC
hp 2 GGC-AAGCTT-CGC-TTTTT-GCG-AAGCTT-GCC
hp 3 GGC-GAAGGC-AGC-TTTTT-GCT-GCCTTC-GCC
hp 4 GGC-AGGCCC-AGC-TTTTT-GCT-GGGCCT-GCC

Si bien una vez hibridadas las 4 secuencias seleccionadas presentan
estructuras de tipo horquilla (figura 8.18), éstas difieren en dimensiones y
caracteristicas de los surcos que las forman. Esta variabilidad estructural
resulta de gran utilidad para analizar los modos de enlace de los ligandos

seleccionados hacia este tipo de conformaciones.

En el presente capitulo se estudiara la interaccion de los ligandos
seleccionados con las secuencias mediante el uso de distintas técnicas
espectroscopicas (UV-Vis, emision de fluorescencia y dicroismo circular).
Los experimentos se han llevado a cabo en medio tamponado TRIS 20 mM y
NaCl 100 mM a pH 7.4.

Por ultimo se presenta un estudio exhaustivo sobre este tipo de
interacciones mediante técnicas computacionales (estudios de dindmica

molecular).
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Espectroscopia de emision de fluorescencia

La fluorescencia intrinseca de L1-A y L-A permite evaluar de forma
directa su interaccion con las secuencias /p seleccionadas (hp 1-4). Asi pues,
se monitorizaron las variaciones en los espectros de emision de los ligandos
tras adicionar cantidades crecientes de los distintos oligonucledtidos (figura
8.19 y figura 8.20).

En la figura 8.19 se observa como la interaccion de L1-A con hp 2,
hp 3 y hp 4 produce una desactivacion casi total de la emision de la
poliamina. Sin embargo, tras la adicion de la secuenciaricaen Ay T (hp I)
se produce un aumento de la fluorescencia de L1-A acompafado de un ligero
desplazamiento batocromico del maximo de emision, AL = 12 nm (figura
8.19).

a)
1,6 2
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12 T4 n R
- 12 1= - . .
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&) <
:0,8 0 05 1 15 2 25 3 L5 2 25 3
=06 [hp 1V/[L] [Ap 2)/L]
0.4
0.2
0 = 0 m—— §
390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 610 630
A (longitud de onda) A (longitud de onda)
c) d)
1.2 1= 1.2 1,
08 = 08
1 = . 1 <, -
206 S =06 .
038 04 e . _08 04
< < 02
3 £} .
=06 1 15 2 25 3 Z06 0 05 1 15 2 25 3
= hp 3)/[L = I
04 [hp 3)/[L] 04 [hp 4)/1L]
0,2 0,2
——— 0 — .
390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 610 630
A (longitud de onda) 2 (longitud de onda)

Figura 8.19. Variacion en los espectros de emision de fluorescencia de L1-A tras la
adicion de (a) Ap 1, (b) hp 2, (c) hp 3y (d) hp 4 (hexe = 371 nm). Las graficas internas
presentan la intensidad emision a 418 nm (hp 2-3) y 430 (hp 1) respecto a [hp]/[L].
[L]=5x10°M.
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Al representar la intensidad de emision respecto a la relacion
[Ap]/[L1-A] se observa saturacion para » = 0.5 en el caso de Ap I, mientras
que para las demds secuencias esta saturacion se alcanza para valores de r»
cercanos a 1 (figura 8.19). Estos datos sugieren que dos moléculas de L1-A
interaccionan con un equivalente de hp I, mientras que para hp 2, hp 3y hp

4 se requeriria una sola molécula para alcanzar la saturacion.

Resulta interesante destacar que cuando se realizan los experimentos
con el ligando que presenta una sola unidad intercalante, L-A, se observo en
todos los casos una disminucion de la intensidad de emision de fluorescencia
(figura 8.20). Analogamente a lo observado para L1-A, la adiciéon de hp I a
una disolucion de L-A viene acompafada de un desplazamiento del maximo
de emision hacia el rojo, AL = 12 nm. Por otro lado, en la figura 8.20 se
observa como para los 4 oligonucledtidos se alcanza la saturacion para

valores de r cercanos a 1.

ot

005 1 15 2 25 3

<
005 1 15 2 25 3 20,6
= [hp 2VIL]

[hp 1VIL]

04 0.4
0.2 0,2
0 0
385 405 425 445 465 485 505 525 385 405 425 445 465 485 505 525 545
 (longitud de onda)  (longitud de onda)
<) d)
12 ) 12 1
"
08 = 08 1%
1 1 >3
Z06 ‘\
_08 Mreraaa. 08 gz
< < -
206 115 2 25 3 206 005 1 15 2 25 3
=) [hp 3V[L] o] [hp 4)[L]
04 04 7/
0.2 0,2
0 0
385 405 425 445 465 485 505 525 545 385 405 425 445 465 485 505 525
A (longitud de onda) A (longitud de onda)

Figura 8.20. Variacion en los espectros de emision de fluorescencia de L-A tras la
adicion de (a) hp 1, (b) hp 2, (c) hp 3y (d) hp 4 (hexe = 371 nm). Las graficas internas
presentan la intensidad de emision a 418 nm respecto a [Ap]/[L]. [L] = 5%x10° M.
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Los datos obtenidos de las valoraciones fluorimétricas permiten
estimar las constantes de afinidad (K,) para la interaccion de L1-A y L-A
con las secuencias hp 1-4 (tabla 8.7).

Los valores obtenidos para L1-A reflejan una mayor afinidad de la
poliamina hacia la secuencia ricaen Ay T (hp 1 = (3.6 £ 2.9) x10" M's™),
siendo la constante un orden de magnitud mayor que las obtenidas para las
demas secuencias, los valores calculados siguen la tendencia hpl > hp2 = hp
3> hp 4 (tabla 8.7).

Por otro lado, las constantes obtenidas para L-A son del mismo
orden independientemente del oligonucledtido considerado (~10° M™'s™),
siendo la constante obtenida para hp I ligeramente superior. Los valores
determinados se encuentran dentro del mismo orden de magnitud respecto a
aquellos obtenidos previamente al evaluar la interaccion de L-A con otro tipo
de secuencias de 4cidos nucleicos (Kg4: poli d(AT), = 5.01 x10° M's, poli
d(GC),=7.94x10° M's" y ctADN = 5.0 x10° M"'s™").[24]

Tabla 8.7. Constantes de estabilidad (K, M sy calculadas a partir de los valores
obtenidos en las valoraciones fluorimétricas para la interaccion de L1-A y L-A con

hp 1-4. F/F, representa la relacion entre la intensidad inicial y final (A, = 418 nm).

L1-A L-A
i Ky (3.6 +£2.9)x107 (9.50 + 3.40) x10°
F/Fy  Mtsom = 1.35; 3o nm = 1.89 0.61
Ko (1.57 +0.15) x10° (1.8 +£0.5) x10°
"2 F/F, 0.40 0.35
Ko (2.5+0.2)x10° (1.16 £ 0.16) x10°
3 F/F, 0.42 0.27
Ko (5.1+0.6) x10° (1.8 £0.6) x10°
i F/F, 0.41 0.32
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La tabla 8.7 recoge ademas las variaciones en emision de
fluorescencia (F/F¢) de L1-A y L-A generadas por su interaccion con las
distintas secuencias. Curiosamente, para L1-A se observa una activacion de
la banda centrada sobre 430 nm (estado ON) al adicionar cantidades
crecientes de hp 1, viéndose incrementada la emision en un 89 %. Por otro
lado la interaccion con el resto de los oligonucledtidos produce una
desactivacion de la emision del 60 %. Para L-A se observa una desactivacion
de la emision de fluorescencia del ligando independientemente de la

secuencia adicionada (tabla 8.7).

Ensayos de desnaturalizacion térmica

Ya que los maximos cambios en los ensayos de fluorescencia se
obtienen para » = 0.5 y r = 1, se seleccionaron estas relaciones Ap:L para
llevar a cabo los ensayos de desnaturalizacion con las tres poliaminas. En el
caso de L1-A también se observan cambios para un exceso de ligando, asi

pues se realizaron medidas para » = 0.2.

Los valores de las temperaturas de fusion (T,,) obtenidos para los
oligonucleotidos libres siguen la tendencia hp 1 < hp 2 < hp 3 < hp 4, lo cual
estd en consonancia con el contenido de bases C y G en cada uno de ellos
(tabla 8.8).

Tabla 8.8. Valores de T, obtenidos para las secuencias hp I-4 libres junto a los

valores de AT, determinados para distintas relaciones [Ap]/[L].

L1-A L1 L-A

libre 0.2 0.5 1 0.5 1 0.5 1
hp 1 74.8* 4.5 2.2 1.8 0.3 0.2 1.2 0.5
hp 2 86.4 3.7 2.0 1.5 0.7 0.6 1.0 1.4
hp 3 89.3 3.2 1.7 1.0 0.7 0.7 1.3 0.8
hp 4 92.2 3.0 0.5 0.6 0.5 0.2 0.6 1.0

(a) Error en Ty, = 0.5 °C.
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En la tabla 8.8 se presentan los valores de AT, obtenidos para los
distintos sistemas /p:L. Se observa como la interaccion de L1 y L-A con las
distintas secuencias no produce en ningun caso una estabilizacion
significativa de la conformacion de tipo horquilla (AT, = 1 °C). Sin
embargo, la interaccion de L1-A con las cuatro secuencias se traduce en un
desplazamiento de las temperaturas de fusion hacia valores mas positivos,
todo ello indicando una estabilizacion de la conformacion por medio de la
formacion del aducto. La mayor estabilizacion se obtiene para la secuencia
que tiene mayor contenido de residuos A y T (hp 1), mientras que a medida
que se aumenta el contenido en G y C los valores de AT,, disminuyen (figura
8.21); siguiendo la misma tendencia observada para las K. calculadas a
partir de los datos espectroscopicos.

Estos resultados sugieren un papel potencialmente interesante de los
dos grupos intercalantes, indicando que la interaccion de L1-A hacia las
distintas secuencias se produce a través de la insercion de ambos grupos
aromaticos entre los pares de bases. Sin embargo, a pesar de que esta bien
establecido que la intercalacion de pequefias moléculas entre las bases que
conforman la doble hélice producen tipicamente un incremento de los valores
de Tp,[22][24] este método no proporciona evidencias inequivocas para

descartar otros modos de interaccion.[13]
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Figura 8.21. Variacion en los puntos de fusion (AT,,) para hp I1-4 a distintas
relaciones [Ap]/[L].
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Estudios de dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) es una herramienta
altamente sensible para caracterizar las estructuras secundarias de moléculas
quirales tales como proteinas y acidos nucleicos.[25][26] Asi pues, se ha
utilizado esta técnica para monitorizar los cambios conformacionales en las
secuencias tipo horquilla inducidos por su interaccion con los distintos
receptores. Por otro lado, moléculas aquirales como son L1, L1-A y L-A
pueden adoptar conformaciones quirales como consecuencia de su
interaccion con acidos nucleicos, exhibiendo un espectro de DC inducido
(DCI).[27][28] Lo que permite a su vez evaluar este tipo de asociaciones
mediante el seguimiento de las bandas caracteristicas de los distintos

receptores.

Los espectros de DC de las horquillas estudiadas se rigen por la
conformacion de doble hélice adoptada por el tronco de la estructura, aunque
el bucle de cadena simple central puede contribuir ligeramente a los
espectros completos. Como se observa en la figura 8.22, todas las secuencias
estudiadas muestran un espectro de DC representativo de conformaciones
tipo B, las cuales se caracterizan por una banda positiva a 285 nm y una
elipticidad negativa a 250 nm. Sin embargo, para hp 4 se observa la
presencia de una banda positiva mas amplia, con dos maximos a 282 y 269
nm, junto a dos bandas negativas centradas a 246 y 230 nm (figura 8.22).
Este perfil de DC resulta caracteristico de secuencias ricas en Gy C, y a su
vez sugiere que ésta adopta una conformacién de doble hélice de tipo B
inusual, con algunas caracteristicas distintivas de la formas tipo A. Por otro
lado, tanto Ap I como hp 2 presentan un pico positivo de baja intensidad a

220 nm, caracteristico de las secuencias ricas en A 'y T.[29]
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Figura 8.22. Datos de DC para (a) las secuencias hp 1-4 libres y (b) tras la adicion de
L1-A, [ip)/[L] = 0.1. [hp] = 10° M.

En la figura 8.22 se observa como, tras la adicion de L1-A los
perfiles de DC obtenidos para los cuatro oligonucledtidos resultan casi
idénticos, todo ello sugiriendo que la interaccion con la poliamina produce
los mismos cambios conformacionales independientemente de la secuencia
considerada. Por otro lado, debido al nuevo ambiente asimétrico al que es
sometida la poliamina, ésta puede adoptar una conformacion quiral lo que

puede contribuir al espectro de DC observado.

A modo de ejemplo, durante la valoracion de Ap I con L1-A se
observa como la elipticidad positiva a 285 nm disminuye en intensidad con la
aparicion concomitante de una nueva banda positiva centrada a 262 nm
(figura 8.23). Ademas, la banda negativa se desplaza de 250 nm a 245 nm
generandose a su vez un aumento en intensidad. Por otro lado, la banda

centrada a 220 nm desaparece totalmente.

El desenrollamiento clasico de la doble hélice de ADN inducido por
agentes intercalantes produce una fuerte disminucion en la intensidad de la
banda de centrada sobre 280 nm.[30] Por otro lado, estudios anteriores
llevados a cabo en el GQS-UV han demostrado que la intercalacion de
unidades antraceno entre los pares de bases produce la aparicion de una
banda positiva de DC a 260 nm junto a una aparicion concomitante de una

banda DCI negativa a 240 nm. [22] Por todo ello, es posible concluir que las
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variaciones en los espectros de DC observadas pueden atribuirse a la union
de L1-A al oligonucleétido (figura 8.23 y figura 8.24), en cuyo caso los

antracenos estarian en paralelo con el eje de los pares de bases.
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Figura 8.23. Cambios en los espectros de DC para la secuencia hp 1 tras la adicion
de cantidades crecientes de L1-A, L-A y L1. [Ap}/[L] = 0-0.1. [hp] = 10 M.

La interaccion de L-A con las distintas secuencias genera cambios
en los espectros de DC similares a los observados para L1-A (figura 8.23 y
figura 8.25), sin embargo la magnitud de estas variaciones son menores
probablemente debido a la presencia de una sola unidad intercalante en la
poliamina. Por otro lado, la adicion de L1 no genera cambio alguno en los
espectros de DC (figura 8.23 y 8.26), lo que sugiere que la ausencia de

unidades intercalantes en L1 modifica su modo de interaccion.
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Figura 8.24. Cambios en los espectros de DC para (a) hp 1, (b) hp 2, (c) hp 3 y (d)
hp 4 tras la adicion de cantidades crecientes de L1-A. [Ap]/[L] = 0-0.1. [Ap] = 10 M.
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Figura 8.25. Cambios en los espectros de DC para (a) hp 1, (b) hp 2, (c) hp 3 y (d)
hp 4 tras la adicion de cantidades crecientes de L-A. [Ap]/[L] = 0-0.1. [Ap] = 10 M.

275



Capitulo 8

a) b)
20 20
15 15
10 10
w5 ¥ 5
f’;, 0 é 0
S 5 \/ 8 " \/
-10 -10
-15 -15
20 -20
210 230 250 270 290 310 210 230 250 270 290 310
A (longitud de onda) A (longitud de onda)
O d
20 20
15 15
10 10
B s w5
< g
E 0= e £ 0 ———
g s CIER
-10 -10
15 -15
20 -20
210 230 250 270 290 310 210 230 250 270 290 310

A (longitud de onda) A (longitud de onda)

Figura 8.26. Cambios en los espectros de DC para (a) hp 1, (b) hp 2, (c) hp 3 y (d)
hp 4 tras la adicion de cantidades crecientes de L1. [Ap]/[L] = 0-0.1. [Ap] = 10°° M.
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Estudios de dinamica molecular

Con el objetivo de seguir indagando en el estudio de los modos de
interaccion entre los receptores seleccionados y las secuencias tipo horquilla,
se llevaron a cabo estudios de dindmica molecular en colaboracion con Alvar

Martinez Camarena, del GQS-UV (Estudios tedricos, apartado 4.11).

La figura 8.27 muestra las representaciones de tipo cartoon de los
distintos oligonucleétidos libres, obtenidas a partir de los estudios de
dindmica molecular. Al analizar los datos obtenidos se observa cémo, aun
presentando las cuatro estructuras claramente una conformacion tipica de
ADN tipo B, existen ligeras diferencias en la profundidad de los surcos y la
exposicion de las nucleobases. Ademas, la vista axial permite corroborar la

simetria a lo largo del eje vertical de las secuencias (figura 8.27).

hp 1 hp 2 hp 3 hp 4

N y ,
r/ ?’fd\ / ’ ; ‘, P "/—' ! «‘,\‘

Figura 8.27. Representaciones tipo cartoon de los cuatro oligonucledtidos
estudiados, obtenidas mediante estudios de dindmica molecular, (arriba) vista lateral

de la cadena y (abajo) vista axial.
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Una vez construidas y optimizadas las estructuras de las poliaminas
L1-A y L-A con las correspondientes cargas a pH fisioldgico, se construyo el
complejo inicial de éstas con los distintos oligonucledtidos por medio de la
intercalacion de los grupos aromaticos entre los pares de bases de las
secuencias. Inicialmente se realizaron estudios con una restriccion de
distancia entre los atomos pesados de las bases centrales y los de los
compuestos, estudiandose en todos los casos la intercalacion de los grupos
antraceno entre distintos pares de bases. Una vez seleccionadas aquellas
estructuras que conducian a un minimo energético se procedi6 a optimizar su
energia sin aplicar restricciones. La formacion de los complejos para estudiar
las interacciones entre L1 y las horquillas se llevd a cabo acercando el
compuesto al esqueleto azucar-fosfato. Una vez realizado el proceso de
dinamica molecular se seleccionaron aquellas estructuras correspondientes al

minimo energético

El analisis de los minimos energéticos obtenidos para la interaccion
de L1-A, L1 y L-A con las cuatro secuencias revela caracteristicas generales
en los modos de interaccion. En todos los casos la interaccion se produce por
medio de fuerzas electrostaticas, incluida la formacion de multiples puentes
salinos entre los oxigenos de los grupos fosfato y los grupos amino
protonados de los ligandos, asi como por medio del establecimiento de
enlaces de hidrogeno adicionales que implican a las nucleobases. Ademas, se
observa la mono-intercalacion (L-A) y la bis-intercalacion (L1-A) de los

antracenos entre los pares de bases a través del surco mayor (figura 8.28).

En la figura 8.28 se observa como, debido a la insercion de las
unidades aromaticas entre los pares de bases, la interaccion de L1-A con hp
1 produce una apertura dinamica de la doble hélice de la secuencia. Los
estudios llevados cabo con L-A revelan un comportamiento similar, siendo
en este caso la magnitud del desenrollamiento menor. Este fendmeno ya se
habia mencionado anteriormente en los estudios de dicroismo circular, en
cuyo caso se relacionaron las variaciones en los espectros de DC observadas

tras la adicion de L1-A y L-A al desenrollamiento de las secuencias. La
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interaccion de ambas poliaminas con el resto de secuencias estudiadas, hp 2-
4, produce los mismos cambios conformacionales. En todos los casos el
macrociclo de piridina permanece en los surcos de la secuencias (figura
8.28).

Figura 8.28. Vista lateral de las representaciones de tipo carfoon obtenidas a partir de
los estudios de dindmica molecular: (rojo) Ap I libre y (amarillo) complejo hp 1-L,
para (izquierda) L1-A y (derecha) L-A.

Como se ha mencionado anteriormente, la interaccion de L1-A con
las distintas secuencias implica el establecimiento de una red puentes salinos
entre los grupos amino protonados del compuesto y los oxigenos presentes en
la cadena azicar-fosfato, con una longitud de enlace promedio de 1.70 A. A
su vez se establecen enlaces de hidrogeno entre grupos amino contiguos a las

unidades aromaticas y las nucleobases. Este ultimo tipo de interacciones
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parecen favorecer la intercalaciéon de ambas unidades de antraceno entre los
pares de bases de las secuencias (figura 8.30). Por otro lado, se observan dos
patrones de intercalacion diferentes dependiendo de las horquillas
consideradas; mientras que en Ap 1 y hp 3 una unidad de antraceno se sitiia
paralela a las bases y la otra unidad experimenta un ligero desplazamiento y
se dispone perpendicular a las bases (o = 93,5°, calculado a partir del plano
descrito por ambos restos de antraceno), en el caso de hp 2 y hp 4 ambos
restos se disponen de forma paralela entre si y con los pares de bases.

A modo de ejemplo, en la figura 8.29 se observa cémo la interaccion
de L1-A con hp I se produce a través del establecimiento de 3 puentes
salinos entre los oxigenos de los grupos fosfatos y las aminas cargadas

positivamente, con distancias que varian desde 1.69 a 1.71 A.

Figura 8.29. Representacion de tipo cartoon del sitio de union entre L1-A y la
secuencia rica en A y T (hp I). Distancias en A.
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Adicionalmente, se observa la formacion de un enlace de hidrogeno
entre el &tomo N7 de una adenina y el nitrégeno secundario contiguo al anillo
antraceno de la poliamina, con una distancia de 2.00 A, asi como entre el
atomo O4 de la timina y el grupo amino secundario protonado de la cadena
lateral, con una distancia de enlace de 2.26 A (figura 8.30). Todo ello
favoreciendo los procesos de intercalacion de los grupos antraceno entre los

pares de bases.

Figura 8.30. Representacion de tipo cartoon del sitio de union entre L1-A y la

secuencia rica en A y T (hp I). Distancias en A.
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De la misma manera que L1-A, la interacciéon de L-A con hp 1
implica el establecimiento de una red de enlaces de hidrogeno entre los
grupos amino protonados de la poliamina con los oxigenos de los grupos
fosfato (figura 8.31).

Figura 8.31. Representacion de tipo cartoon del sitio de union entre L-A y la

secuencia rica en A y T (hp I). Distancias en A.
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Por otro lado se observa la formacion de un enlace de hidrogeno
débil entre el grupo amino no protonado de la cadena central de L-A, el cual
favorece el proceso de intercalacion (figura 8.32). Estos resultados
concuerdan con trabajos llevados a cabo previamente con L-A, en cuyo caso
se determind que la interaccion de esta poliamina con distintos modelos de
ADN y ARN (ADN: ctADN, poli(dGC),, poli(dAT), y ARN: polid-poliU) se
producia por medio de la intercalacion de la unidad aromatica entre los pares

de bases de las distintas secuencias.[22][24]

Figura 8.32. Representacion de tipo cartoon del sitio de uniéon entre L-A y la

secuencia rica en A y T (hp I). Distancias en A.
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Como se puede observar en la figura 8.33, la interaccion de la
poliamina L1 con hp I esta totalmente dirigida por interacciones de tipo
electroestatico asi como por el establecimiento de un conjunto de puentes
salinos entre los grupos amino y los oxigenos de la cadena azucar-fosfato
principal (10 interacciones en total), presentando éstos distancias de enlace
que varian entre 1.70 y 1.80 A, con un valor promedio de 1.73 A. Esta

interaccion se produce a través del surco menor de las secuencias.

Figura 8.33. Representacion de tipo cartoon del sitio de unién entre L1 y la

secuenciaricaen Ay T (hp I).
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A su vez, la unién de L1 genera una flexion en la horguilla de 90
grados, asi como wuna torsion en las cadenas que la componen,

restringiéndose asi el surco menor (figura 8.34).

Figura 8.34. Vista lateral de las representaciones de tipo cartoon obtenidas a partir de
los estudios de dinamica molecular para: (rojo) hp 1 libre y (amarillo) complejo hp 1-
L1. Visién ampliada del sitio de unién entre L1y hp 1.
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8.2.2. Secuencias de tipo horquilla con repeticiones CXG

En ultima instancia se procedio a estudiar la interaccion de L1-A y
L-A con un conjunto de secuencias de acidos nucleicos caracterizadas todas
ellas por la presencia de repeticiones de trinucledtidos CXG.[31][32] Como
se ha mencionado anteriormente, se ha determinado que una acumulacién no
controlada de este tipo de repeticiones en una misma region de los acidos

nucleicos conduce a la formaciéon de estructuras de tipo horquilla

¢—d

¥ x] G Forma hibridada c—6

G—C
/.‘ 2 Forma no hibridada M
3 - & 20pb

intramolecular (/ntroduccion, capitulo 1).[33]

Figura 8.35. Representacion del equilibrio conformacional entre la forma hibridada y
la no hibridada de las secuencias hpcxe-

Los oligonucleotidos seleccionados estan compuestos por un total de
23 bases y adoptan todos ellos una conformacion de tipo korquilla una vez
hibridados en el tampon de trabajo. Como se observa en la figura 8.32, estas
estructuras presentan un bucle central TGT unido a una seccion de 10 pares
de bases enfrentadas entre si, la cual presentara una estructura de doble
hélice. La conformacion descrita se mantiene estabilizada por medio de dos
pares de bases A-T contiguos al bucle central, asi como por otros 2 pares A-T

presentes al final (figura 8.35).
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Una vez adoptada la estructura de tipo horquilla las repeticiones
CXG quedan enfrentadas ente si, lo que conduce al establecimiento de

asociaciones de tipo no candnico entre las bases equivalentes.

Tabla 8.9. Oligonucleétidos Apcxe seleccionados junto a las enfermedades asociadas
a cada tipo de repeticion CXG.[31]

Secuencia completa (5°-3°) Enfermedad asociada

hpcac TT-CAG-CAG-AATGTTT-CAG-CAG-AA  Enfermedad de Hungington
hpcge TT-CGG-CGG-AATGTTT-CGG-CGG-AA Sindrome del X fragil
hpccg  TT-CCG-CCG-AATGTTT-CCG-CCG-AA “

hpcr¢  TT-CTG-CTG-AATGTTT-CTG-CTG-AA Distrofia miotonica

[a] Este tipo de repeticiones se ha asociado al desarrollo de las enfermedades observadas para las

otras repeticiones CXG.

La composicion de bases especifica varia con el objetivo de poder
estudiar diferentes repeticiones de tipo CXG asociadas cada una a distintas
enfermedades de tipo neurodegenerativo: CAG, CGG, CCG y CTG (tabla
8.9).[31] Todo ello permite evaluar si existen efectos de selectividad

fluorescente por parte de L1-A y/o L-A hacia alguna secuencia en concreto.
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Ensayos de desnaturalizacion térmica

Como se observa en la figura 8.36 al adicionar cantidades
equimolares de L1-A, [hpcxgl/[L] = 1, se produce en todos los casos una
estabilizacion de la conformacion de tipo horquilla. Este hecho sugiere que,
al igual que para los oligonucleotidos hp I-4, se produce la intercalacion de

los grupos antraceno entre los pares de bases de las secuencias hpcxe-

Los valores de AT, obtenidos varian entre 4.0 y 109 °C,
observandose la mayor estabilizacion para el oligonucledtido hpccg (ATy:
hpcac=7.5 °C, hpcee = 4.6 °C, hpccg = 10.9 °C y hpcrg = 4.0 °C). Por otro
lado, al llevar a cabo los experimentos en presencia de un exceso de 2 veces
el ligando, [Apcxc)/[L] = 0.5, se observod la aparicion de agregados en

disolucidn, lo que sugiere un alto grado de interaccion.

Figura 8.36. Valores de AT,, obtenidos para la interaccion de L1-A con las
secuencias hpcxg para [hp]/[L] = 1.
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Espectroscopia de emision de fluorescencia

En la figura 8.37 se observa como la interaccion de L1-A con hpccg
y hpcre provoca una desactivacion casi total de la emision de la poliamina.
Sin embargo, al adicionar cantidades crecientes de hpcqe se produce un
aumento en la emision de L1-A, acompafiado de un desplazamiento
batocréomico (AL = 12 nm). La adicion de hpcee genera un desplazamiento
del maximo de emisién analogo al observado para hpcsg, aunque en esta

ocasion la interaccion viene acompaifiada de una desactivacion de la emision.
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Figura 8.37. Variaciones en los espectros de emision de fluorescencia de L1-A por
adicion de (a) hpcag, (b) Apcee, () hpcce 'y (d) hpcrg (hexe = 371 nm). Las graficas
internas presentan las variaciones en la emision a 416 (hpcge, hpcce Y hpcre ) y 428
nm (hpc4c) respecto a [Ap]/[L]. [L] = 5x10° M.

Al representar la intensidad de emision de fluorescencia respecto a
la relacion [Apcyg]/[LL1-A] se observa un comportamiento distinto en funcién
de la secuencia considerada. Para las secuencias que presentan repeticiones

CAG, CCG y CTG las variaciones se estabilizan para valores de r cercanos a
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1, mientras que para hpcge se observa una disminucion de la emision inicial
seguida de un rapido aumento, en cuyo caso este aumento se estabiliza para

valores de r cercanos a 2.

Para las valoraciones llevadas a cabo con el derivado que presenta
una sola unidad intercalante, L-A, se han registrado cambios en los perfiles
de emision de fluorescencia parecidos a los descritos para L1-A (figura
8.38). Asi pues, para hpcse se produce una ligera activacion de la banda
centrada a 428 nm, mientras que para el resto de secuencias se observa una

desactivacion de la emision de la poliamina.
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Figura 8.38. Variaciones en los espectros de emision de fluorescencia de L-A tras la
adicion de (a) hpcag, (b) Epcee, () hpcce 'y (d) hpcrg (hexe = 371 nm). Las graficas
internas presentan las variaciones en la emision a 416 (hpcge, hpcce Y hpcre ) y 428
nm (hpc4c) respecto a [Ap]/[L]. [L] = 5x10° M.
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La tabla 8.10 recoge las constantes de afinidad calculadas (K.p) a
partir de los datos espectroscOpicos, junto a las variaciones en emision
fluorescente (F/F,) de los distintos maximos observados. Las constantes
obtenidas para L1-A y L-A estan dentro del intervalo 10>-10" M, siendo
éstas comparables a las obtenidas anteriormente para su interaccion con
secuencias de tipo hp 1-4 (Secuencias de tipo horquilla, apartado 8.2.1). En
este caso la constante obtenida para la interaccion de L1-A con hpccg resulta
casi dos oOrdenes de magnitud superior a las obtenidas para las otras
secuencias.Las variaciones en intensidad de fluorescencia (F/Fy) muestran
una activacion de las banda centrada sobre 428 nm (estado ON) tanto para
L1-A (72%) como para L-A (41%) al interaccionar con la secuencia que
presenta repeticiones CAG (hpcsg). Por otro lado, cuando los ligandos
interaccionan con las secuencias que presentan repeticiones CCG y CTG la
banda de emision centrada sobre 416 nm se desactiva (estado OFF),
observandose un descenso de la emision del 70%. A la vista de estos
resultados es posible concluir que ambos ligandos presentan un perfil de
emision de fluorescencia discriminatorio hacia la secuencia que presenta las
repeticiones de trinucledtidos CAG, siendo el incremento observado para L1-

A el mas pronunciado.

Tabla 8.10. Constantes de estabilidad (K M’ls'l) calculadas a partir de los valores
obtenidos en las valoraciones fluorimétricas para la interaccion entre L1-A y L-A con
las distintas secuencias hpcxg. F/F( representa la relacion entre la intensidad inicial y
final (Ae, = 416 nm).

L1-A L-A
hp Koy (7.09 = 5.38) x10° (7.74 £ 1.25) x10°
CAG
F/Fy  Mignm = 1.46; Ayogum = 1.72 Xgognm = 1.41
Ko (1.40 = 1.07) x10’ (1.02 £ 0.21) x10°
hpcee
F/F, 0.63 0.39
Ko (1.74 £ 0.71) x10° (1.49 £ 0.17) x10°
hpcce
F/E, 0.24 0.13
Koy (1.77 £ 0.10) x10° (6.46 +0.43) x10°
hpcre
F/E, 0.31 0.27
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Tal y como se aprecia en la fotografia de la figura 8.39, el distinto
comportamiento fotoquimico observado para L1-A en presencia de los
oligonucleotidos hpcxg permite discriminar facilmente, y a simple vista, una
disolucion que contiene hpcqq de otras que contienen Apcgg, hpcce © hpcre.
Esta caracteristica conduce a pensar en posibles aplicaciones de esta
molécula para la deteccion fluorimétrica in vitro de muestras de ADN de
pacientes que presenten la enfermedad de Huntington, las cuales se
caracterizan por presentar una acumulacion de tripletes CAG. A su vez este
comportamiento también permitiria visualizar este tipo de conformaciones

mediante microscopia confocal de fluorescencia.

hpcac hpcee hpcce hpcre

Figura 8.39. Fotografia de la emision en el visible de cuatro viales conteniendo L1-A
en presencia de hpcag, hpcae, hpcca © hpcr (hexe = 254 nm). [Ap)/[L] = 2, [L] =
5x10° M.
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9.1. Sintesis

En la primera etapa de la tesis se llevd a cabo la sintesis de un total
de siete nuevos compuestos poliaminicos, pudiendo clasificarse estos en dos
grupos en funcion de sus caracteristicas estructurales. El primero de ellos
estd compuesto por L1 y L2, los cuales comparten un esqueleto comun,
pytren-al, y presentan dos grupos etilamina (L1) y propilamina (L2) en el
extremo de la cadena central. En este grupo también se incluye el compuesto
L3 que presenta dos cavidades macrociclicas isoestructurales unidas por una
cadena asimétrica etil-propilamina. Para la obtencion de estos tres
compuestos se desarrollaron y optimizaron nuevas rutas sintéticas. Los
cuatro receptores restantes son derivadas de la poliamina L1, sintetizados a
partir de la funcionalizacion de las aminas primarias con distintos grupos
sustituyentes, haciendo uso de una metodologia previamente establecida en
el GQS-UV. Los grupos incorporados han sido piridinas sustituidas en
posicion 2 (L1-2Py) y en posiciéon 3 (L1-3Py), unidades de quinolina
sustituidas en posicion 4 (L1-4Q) y grupos antraceno (L1-A).
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9.2. Propiedades acido-base

Una vez sintetizados los receptores se llevd a cabo un estudio
exhaustivo de sus propiedades acido-base en disolucion acuosa. Mediante el
uso de técnicas potenciométricas se obtuvieron los valores de las constantes
de basicidad de los distintos grupos protonables en el rango de pH 2.5-11.0.
A raiz de estos estudios se determiné la protonacion de los nitrogenos
secundarios y primarios presentes en los compuestos. Por otro lado, para L3
y L1-A se pudo identificar una etapa adicional correspondiente a la
protonacion de la amina terciaria de la cadena central.

Posteriormente se calcularon los diagramas distribucion de especies
en funcion del pH para cada sistema. Este tipo de analisis permitio
determinar el grado de protonacion promedio que presentan los receptores a
pH fisiolégico.

La presencia de grupos cromoéforos en los receptores permitié seguir
los distintos equilibrios acido-base mediante valoraciones espectroscopicas
UV-Vis y de fluorescencia. Asi, en algunos casos la combinacion de éstas
técnicas con los valores obtenidos a partir de los estudios potenciométricos
sirvid para ampliar el conocimiento de los equilibrios acido-base en
disolucion, a la vez que para determinar constantes de protonacion que, por

requisitos metodologicos, no se pudieron determinar por potenciometria.
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9.3. Miméticos de la superdxido dismutasa

9.3.1. Formacién de complejos metalicos

Se llevaron a cabo estudios de especiacion de los receptores con
Cu(II) y Mn(II). Los resultados demostraron que los ligandos son capaces de
formar complejos mononucleares con Cu(Il) muy estables, presentando
constantes de afinidad del orden de 18 a 20 unidades logaritmicas. En cuanto
a la formacion de complejos binucleares de Cu(ll), en todos los casos se
determind la formacion de especies con estequiometrias Cu(Il):L 2:1, las
cuales presentan constantes de afinidad comprendidas entre 27 y 34 unidades
logaritmicas. Cabe destacar el progreso logrado para la incorporacion de
distintos grupos dadores adicionales en los nuevos derivados, los cuales
proporcionan entornos altamente favorables para la coordinacion de un
segundo atomo de Cu(Il). Estos resultados son de gran interés de cara a las
posibles aplicaciones biomédicas de los complejos de Cu(II).

La resolucion de dos estructuras cristalinas de los compuestos
[Cu,(HL3)Br,](ClO4); y [CuL3CLL](ClOy), permitié describir las geometrias
de coordinacion de ambos complejos. El andlisis comparativo de estas
estructuras permitié deducir el rol activo del nitrogeno de la cadena central,
pudiendo éste formar parte, o no, en la coordinacion de los centros metalicos
en funcion del pH.

También se determiné para L1, L2 y L3 la formacién de complejos
mononucleares de Mn(Il), con constantes de afinidad suficientemente
elevadas como para considerar que éstos predominan en un alto intervalo de
pH. Por otro lado, solo se detectd la formacion de complejos binucleares de
Mn(1II) para el derivado L3.
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En tltima instancia se evalud la habilidad de L1, L2 y L3 para
formar complejos heterobinucleares de Cu(Il) y Zn(II) en disolucién, en cuyo
caso solo se detectdo la formacion de especies con estequiometria
Cu(II):Zn(IT):L 1:1:1 para L3. La obtencion y resolucion de monocristales de
[CuZnL3Cl,](ClOy4), permitié dilucidar la estructura de este complejo, asi
como los entornos de coordinacion que presentaban ambos iones metalicos.
Ademas, el analisis de la composicion atdmica de estos cristales mediante
fluorescencia de rayos X por energia dispersiva permitié corroborar la

presencia de cantidades equimolares de Cu(Il) y Zn(II) en el complejo.

Los cambios asociados a los procesos de coordinacion y de
protonacion de los distintos complejos metalicos de Cu(Il) se han estudiado
mediante espectroscopia UV-Vis. Todo ello permitiendo determinar cuales
son los nitrogenos implicados en la coordinacion de los distintos iones
metalicos. De forma general, la entrada del primer Cu(Il) se produce
mediante su coordinacion por los cuatro nitrégenos del anillo macrociclico,
mientras que la del segundo Cu(Il) implica la participacion de los nitrogenos
de las cadenas poliaminicas presentes en el extremo de cadena central,
quedando el nitrégeno secundario de la misma disponible para coordinar un
Cu(II) u otro. Para L.3 ambos atomos de cobre se encuentran coordinados por

una de las cavidades macrociclicas.
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9.3.2. Evaluacién de la toxicidad

Los estudios de toxicidad llevados a cabo en células VERO
demostraron una elevada actividad antiproliferativa de las poliaminas libres,
incluso a concentraciones de 10 pM. Sin embargo, la formacion de los
complejos tanto mono- como binucleares de Cu(Il) produce una marcada
disminuciéon en la toxicidad, los cuales resultan no citotoxicos a
concentraciones tan altas como 100 uM. Anélogamente a lo descrito para el
Cu(Il), la formacion de los complejos de Mn(II) demostrdé bloquear la
toxicidad mostrada por los receptores libres.

A raiz de los ensayos llevados a cabo se determind que los
complejos de Cu(Il) y Mn(II) no muestran toxicidad alguna en el intervalo de
concentraciones en el que se llevan a cabo los estudios de capacidad

antioxidante (10 - 50 uM).
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9.3.3. Evaluacién de la actividad SOD

9.3.3.1. Estudios electroquimicos

Se evalud el comportamiento electroquimico de los complejos de
Cu(Il) caracterizados para L1, L2, L3, L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q pudiéndose
determinar para la gran mayoria de sistemas las reacciones que tienen lugar
en disolucion acuosa durante los procesos de oxidacion y de reduccion de los
distintos centros metalicos. Para los complejos binucleares de Cu(I) con L1
y L2 se determinaron dos valores de potenciales formales correspondientes a
la reduccion monoelectronica de los dos centros metalicos de forma
individual. En ambos casos el segundo cobre coordinado presentd valores de
potencial mas positivos que los obtenidos para el primer Cu(Il). También se
estudio la respuesta electroquimica de disoluciones que presentaban
cantidades equimolares de Cu(Il), Zn(Il) y L3, en cuyo caso se determind un
solo proceso redox correspondiente la reduccion monoelectronica del Cu(Il)
coordinado.

En ultima instancia se evalu el comportamiento electroquimico de
los complejos Mn(Il) determinados para L1 y L3, pudiéndose deducir las
reacciones que tiene lugar en disolucion acuosa durante el proceso de
oxidacion y reduccion del par Mn(II)/Mn(III).

En todos los casos los potenciales formales detectados se encuentran

dentro del intervalo adecuados para miméticos de la SOD.

9.3.3.2. Estudios cinéticos

Los resultados de las medidas cinéticas, llevadas a cabo a través del
método indirecto NBT, son positivos en todos los casos, dando lugar a la
obtencion de constantes cataliticas con valores comprendidos entre 10° y 107
Ms
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La capacidad catalitica mostrada por los complejos binucleares de
Cu(Il) de L1, L2 y L3 es superior a la de los correspondientes complejos
mononucleares, encontrandose los valores obtenidos para L1 y L2 entre los
mas elevados reportados hasta el momento. Por otro lado, la actividad
mostrada por el complejo heterobinuclear de Cu(Il) y Zn(Il) con L3 fue
similar a la observada para el complejo mononuclear de L1, lo que se explica
teniendo en cuenta la presencia de un solo atomo de Cu(Il) en ambas
estructuras.

Los valores de las constantes cataliticas obtenidos para los
complejos binucleares de Cu(Il) de L1-2Py, L1-3Py y L1-4Q se encuentran
todos dentro del mismo orden de magnitud (10° M™'s™).

En el caso del Mn(II), los valores obtenidos para los complejos con
L1 y L3 son mayores a los del metal libre, lo que indica que la complejacion

del metal por parte de la poliamina aumenta la capacidad catalitica del cation.

9.3.4. Ensayos biologicos

Estudios llevados a cabo mediante cultivos de una cepa deficiente en
la enzima citoplasmatica SOD1 de levaduras Saccharomyces Cerevisiae
revelaron que los complejos de L1 y L3 con Cu(II) ejercen un elevado efecto
protector frente al estrés oxidativo, lo que concuerda con los datos obtenidos
previamente mediante estudios cinéticos. Por otro lado, la adicion de los
ligandos libres resulté en un menor crecimiento de las levaduras.

Los complejos binucleares de Cu(Il) de los derivados de L1 (L1-
2Py, L1-3Py y L1-4Q) generaron, en todos los casos, un efecto protector
frente al estrés oxidativo. De entre los tres el compuesto que mostré una

mayor actividad antioxidante fue L1-4Q.
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9.4. Interaccion con acidos nucleicos

9.4.1. Interaccidon con acidos nucleicos de doble hélice

Los estudios espectroscopicos llevados a cabo para evaluar la
interaccion de L1 y L3 con los polinucleétidos de cadena doble, ctADN y
polid-poliU, apuntan a una interaccion selectiva de ambas poliaminas con la
secuencia representativa de ARN (polid-poliU). Los datos obtenidos a partir
de los ensayos de desplazamiento de indicador fluorescente permitieron
concluir que se produce una interaccion especifica con el surco menor del
polid-poliU por parte de ambas poliamians.

Por otro lado, se observé como la formacion de los complejos
binucleares de Zn(II) modificaba el modo de unién de L1 y L3 con el polid-
poliU. En cuyo caso se postuld que los cambios conformacionales inducidos
por la coordinacion del metal imposibilitan el establecimiento de enlaces de
hidrogeno entre los grupos amino y las cadenas azucar-fosfato que componen

el polid-poliU.

9.4.1. Interaccion con oligonucledtidos de secuencia especifica

Se llevo a cabo un estudio exhaustivo para evaluar la interaccion de
L1-A, L1 y L-A con distintos oligonucleé6tidos de secuencia especifica. Para
ello se seleccionaron un total de 8 secuencias que presentan una estructura
secundaria de tipo horquilla (hp 1-4 y hpcxe).

Los estudios de emision de fluorescencia llevados a cabo con L1-A
y L-A apuntan a que la interacciéon de ambas poliaminas con hp 1-4 se
produce a través de la intercalacion de los grupos antraceno entre los pares de
bases de los oligonucleodtidos. Para el ligando que presenta dos unidades

intercalantes, L1-A, se obtuvo una respuesta fluorescente totalmente
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diferente en funcion de la secuencia estudiada. Asi pues, se observo una
activacion de la banda centrada sobre 430 nm (estado ON) al interaccionar
con hp 1, viéndose incrementada la emisiéon en un 89%. Por otro lado la
interaccion de L1-A con el resto de los oligonucleétidos produjo una
desactivacion de la emision del 60% (estado OFF). Para L-A se observo en
todos los casos una desactivacion de la emision de entre el 40% y el 70%.

Los estudios de dicroismo circular permitieron corroborar la
intercalacion de los grupos antraceno presentes en L1-A y L-A entre los
pares de bases de los distintos oligonucleotidos. En todos los casos los
cambios en los espectros de DC inducidos por L-A resultan inferiores a los
observados para L1-A, todo ello permitiendo concluir que en L1-A los dos
antracenos se intercalan entre los pares de bases.

Estudios de dindmica molecular permitieron profundizar en la
descripcion de estos sistemas, observandose caracteristicas generales en los
modos de unién de L1-A y L-A con hp 1-4. Asi, la interaccion se produce
por medio de fuerzas electroestaticas, incluyendo la formacion de multiples
enlaces de hidrégeno entre los oxigenos de los grupos fosfato y los grupos
amonio de los receptores. Ademas se observa la mono-intercalacion (L-A) y
bis-intercalacion (LL1-A) de los antracenos entre los pares de base a través de
del surco mayor.

Los estudios llevados a cabo con las secuencias hpcxg permitieron
corroborar una elevada interaccion entre L-A y LI1-A con estos
oligonucleotidos. A su vez se observo una respuesta fotoquimica distintiva
para la interaccién de L1-A y L-A con hpcaq, €n cuyo caso se determind que
se produce una activacion de la banda centrada sobre 428 nm (estado ON)
del 72% para L1-A y del 41% para L-A. La interacciéon con las demas
secuencias condujo a una desactivacion de la banda (estado OFF) superior al
70%.
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Anexo 2. Espectros de RMN
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Anexo 3. Datos cristalograficos

[Cu,L3CL](ClOs), [Cu,(HL3)Br,](ClOy)s. [CuZnL3CL](ClOy),

Férmula empirica Cy7H45.33C1L,CuNoOy 67 Cs54Hg,Br,ClsCusN 30,7 C,7H44CL,CuNyOgZn
Mw 922.64 2211.95 893.42
Temperatura 120.00(10) 120.00(10) 120
Sistema cristalino orthorhombic monoclinic orthorhombic
Grupo espacial Pnnm P2i/n Pnnm
a(A) 27.845(4) 16.6488(5) 15.726(3)
b(A) 15.657(2) 9.7909(4) 27.803(5)
c(A) 8.616(2) 25.0215(8) 8.709(3)
a(®) 90 90 90
B(°) 90 94.233(3) 90
() 90 90 90
Volumen (A?) 3756.2(12) 4067.5(2) 3807.8(16)
z 4 2 4
deae (g/cm®) 1.632 1.806 1.558
Tamafio del cristal (mm) 0.15x0.15 x 0.1 0.2 x0.1x0.08 0.33% 0.2 x0.06
Longitud de onda (A) 0.71073 0.71073 0.71073
F(000) 1907 2232 1840
p (mm™) 1.481 3.279 1.526
Correccion de absorcion Multi-scan Multi-scan Multi-scan
Rango Q 2.926 to 25 2.85to 25 3.398 to 25
Reflecciones recolectadas 10072 19385 17165
Reflecciones unicas 3532 7150 3500
R(int) 0.0987 0.0495 0.1168
dat/restr/param 3532/105/294 7150/28/568 3500/148/280
[I>2 sigma(I)] R, =0.1415 R; =0.0595 R; =0.1496

wR, =0.2919 wR, =0.1439 wR2 =0.3234
indices R todos los datos R, =0.1737 R, =0.0812 R, =0.1924

wR, =0.3129 wR, =0.1582 wR2 =0.3479
GOF (F?) 1.145 1.086 1.034
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