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RESUMEN

El reconocimiento molecular constituye actualmente una de las ramas de estudio mas
prometedora, fruto de la combinacién de las ciencias quimicas y bioldgicas. Este concepto esta
involucrado en numerosos procesos bioldgicos que se dan en la naturaleza y que, al contrario
de lo que se cree, raramente ocurren al azar, sino que a menudo ocurren entre moléculas
seleccionadas, sobretodo en sistemas altamente organizados, lo que implica asociaciones
intermoleculares mds o menos complejas que pueden ser vistas como el sistema de
comunicacion molecular del mundo quimico. La creacion de macromoléculas sintéticas
capaces de realizar reconocimiento molecular ha aumentado espectacularmente en los
ultimos anos. Estos compuestos tienen aplicacion en el analisis clinico, medioambiental y
agroalimentario. En el campo farmacéutico abre un amplio abanico de posibilidades a la hora
de disefiar nuevas terapias. De los métodos de obtencién de macromoléculas sintéticas
capaces de reconocimiento molecular, en este trabajo de fin de grado, se ha elegido la
impresién molecular por su bajo coste, resistencia, versatilidad, alta selectividad y sencillez de
preparacion. En esta revisién se pretende dar una visién general de como se efectua el
reconocimiento molecular y de las interacciones no covalentes que lo hacen posible, y;
ademas, explicar uno de los métodos mas importante de obtencion de macromoléculas
sintéticas, la impresion molecular. Se hace un repaso de las ventajas con respecto a los
receptores bioldgicos y las limitaciones de los polimeros impresos molecularmente. Las cuatro
formas de impresion molecular que revisamos pueden optimizarse en aspectos como los
mondmeros funcionales, agentes de entrecruzamiento, disolvente pordgeno e iniciador.

Dedicamos, por ello, un ultimo apartado a los nuevos enfoques para la optimizacidn.

ABSTRACT

Molecular recognition is currently one of the most promising study fields, resulting from the
combination of the chemical and biological sciences. It is involved in many biological processes
that occur in nature. Contrary to popular belief, these processes rarely occur randomly,
especially in highly organized systems involving intermolecular associations. These
associations, more or less complex, can be seen as the molecular communication system of
the chemical world. The creation of synthetic macromolecules capable of molecular
recognition has increased dramatically in recent years. These compounds have applications in
the clinical, environmental and food analysis. In the pharmaceutical world, they open up a wide

range of possibilities when designing new therapies. Of the methods existing to obtain



synthetic macromolecules capable of molecular recognition, Molecular Imprinting was chosen
for its low cost, strength, versatility, high selectivity and ease of preparation. This review aims
to give an overview on how the molecular recognition is made and of the non-covalent
interactions that make it possible as well as explain one of the most important methods of
obtaining synthetic macromolecules, molecular printing. A review of the advantages against
biological receptors and the limitations of molecularly imprinted polymers is made. Four forms
of molecular impression are reviewed, and these can be optimised in aspects such as functional
monomers, crosslinking agents, pore-forming solvent and initiator. This is addressed in the last

chapter of this work.

PALABRAS CLAVE

Molecular recognition, macromolecules, synthetic polymers, antibody, molecular imprinting.



iNDICE

Lo INEFOAUCCION .ttt ettt e bt e s b e sae e st s bt et e be e beesbeesaeeenneenneens 6
B @ ] Y11 41 o PSR 8
I VoY oo [o] [o =1 TSRS 8
L T W11 =T Lo TRV A D[ o{U ] o RSP 8
4.1. Reconocimiento Molecular: Quimica Supramolecular ..........cccceeeeeiieeeeiiieee e, 8
4.2. Interacciones NO COVAlBNTES........cocuiiiiiiierieente ettt 10
4.2.2. Enlace de hidrOZENO0. .......uviiiiiiiie ettt et e e rae e s et e e e e 12

4.2.3. INTEraCCIONES TTTleiiiiireieiiiriieeiiitee ettt e st e et e e s ere e e e e e e e s srae e e s snaeeessreeeeseane 13

4.2.4. Interacciones de Van der Waals y dispersion de London ..........ccccccveeeeevieeennnee. 15

4.2.5. Efecto hidrofobiCo.........ooiiiieiieieeeeeeeeee et 17

4.3. Macromoléculas Sintéticas empleadas en el Reconocimiento Molecular..................... 18
4.3.1. Polimeros de Impresién Molecular (MIPS).........ccovieeiieieeciiee e 19

4.3.2. Métodos de obtencion de [0S MIPS .........cocuiiiiiiieieeeenee et 20
4.3.2.1. Método de impronta covalente........cccceeeecieeeecciiee e 20

4.3.2.2. Método de impronta Nno covalente ......ccccecveeeeecieeiicciee e 22

4.3.2.3. Método SEMI-COVAlENLE ....coovuiiiriiiiiie ettt 23

4.3.2.4. Método de impronta mediante “espaciadores sacrificables” ............... 24

4.3.3. Optimizacién a nivel sintético de los MIPs en el Reconocimiento..................... 26
4.3.3.1. MonOmMeros fuNCIioNAIEs .........cceceeiierieniiieeeeeee e 27

4.3.3.2. Agente de entrecruzamiento .....cccccccceeeiiciiee e 29

4.3.3.3. DiSOIVENTE POFOZEN0 ....cccecveeee ettt e ettt e et e e erae e e e eae e e e eeanes 31

4.3.3.4. INICIAAON ... teieiiieiie et 31

4.4, NUBVOS IMBLOUOS ..ottt ettt ettt ettt et sttt et be e bt e sbeesateeseeteens 32

D CONCIUSIONES. ...ttt et b e bt sttt e b e bt e b e s bt e s bt e sat e st e ebeenbeesbeesaeesmnesaee 33
o] o] o =d - | = U 34



1. INTRODUCCION

El Reconocimiento Molecular es el proceso por el que un receptor reconoce e identifica una
especie quimica a través de un conjunto de interacciones moleculares estructuralmente muy
bien definidas (Fernandez-Gonzalez y Guardia, 2007). Este proceso se da en la naturaleza de
forma espontanea y es el punto de partida de numerosos procesos bioldgicos tales como los
neurotransmisores, las hormonas, los sistemas enzima-sustrato y antigeno-anticuerpo, los
mecanismos de accidon de los farmacos, entre otros.

La especificidad del reconocimiento molecular (host-guest) se basa en la complementariedad
estructural y funcional de una parte de las moléculas que participan en el equilibrio de
interaccion. Son las interacciones no covalentes las que juegan un papel fundamental en este
proceso de reconocimiento molecular, y generalmente, no es un unico tipo de interaccién
intermolecular por si misma la que impulsa la unién receptor-ligando, sino que es la accién
cooperativa de multiples de estas interacciones. La cooperatividad es un concepto
fundamental, no solo en el reconocimiento molecular sino también en los auto-ensamblajes
supramoleculares, es decir en la asociacién espontdnea de pequefias entidades, para formar
agregados estables y perfectamente estructurados, como son las proteinas globulares. La
cooperatividad ha permitido explicar como el comportamiento de un sistema de interacciones
en conjunto, es diferente de lo que se esperaria de cada una de las interacciones individuales
aisladas (Carrillo y cols., 2011). Cuanto mas complementarios sean los lugares receptor-
ligando, mayor es su energia de unidn, lo que lo convierte en un fendmeno fundamental en el
desarrollo y la regulacién de las propiedades colectivas en los complejos quimicos y en los
sistemas bioldgicos.

Un conocimiento estructural a nivel atdmico de esta complementariedad molecular en los
procesos de reconocimiento molecular en disolucién, permite aportar nuevas soluciones
optimizadas en forma de modificaciones quimicas, con el objetivo de incrementar o disminuir
las afinidades entre las moléculas participantes, creando asi el entorno adecuado para el
disefo racional de nuevos ligandos. El objetivo o reto, es la posibilidad de desarrollar
compuestos sintéticos capaces de presentar una funcionalidad equiparable a los de la
naturaleza, siendo de gran interés para uso médico y farmacéutico. Es por ello que, en el
campo de la investigacidon quimica actual, un objetivo de gran interés es el disefio, preparacion
y caracterizacién de receptores sintéticos capaces de imitar los procesos de reconocimiento
molecular llevados a cabo por macromoléculas bioldgicas como las enzimas, debido a su
elevado potencial de desarrollo en aplicaciones como en el andlisis de compuestos de

importancia clinica y ambiental y preparacién de sensores (Mahon y Fulton, 2014). La quimica



supramolecular estudia los sistemas que implican la union de moléculas o iones mediante
interacciones no covalentes: interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno o
interacciones por formacion de dipolos (Steed y cols., 2007). Para ello emplea la Impresidn
Molecular, una estrategia que permite crear matrices poliméricas artificiales con sitios de
union selectivos que presentan propiedades de reconocimiento molecular especifico con una
distribucidn de grupos funcionales adecuada para enlazar al sustrato que se desea. Presentan
una gran afinidad, asi como una selectividad, similar a muchos receptores naturales,
pudiéndose regenerar facilmente. Son faciles de fabricar y se pueden producir en grandes

cantidades debido al bajo coste de los reactivos necesarios para su preparacion (Figura 1).

Figura 1.- Representacion del proceso de obtencion de polimeros de impresion molecular

(MIPs); (a) Formacion del complejo de prepolimerizacion entre la molécula molde y los
monodmeros funcionalizados. (b) Co-polimerizacion con el agente de entrecruzamiento. (c)

Extraccion de la plantilla de la cavidad. (d) Union de la plantilla a la cavidad.

El empleo de MIPs (“molecular imprinted polymers”) presenta una serie de ventajas frente a
biomoléculas como son los anticuerpos, los acidos nucleicos, las enzimas, etc., como es la
posibilidad de trabajar en condiciones extremas de pH, o temperatura, asi como en presencia
de disolventes orgdnicos, no viéndose afectado por ello ni su estructura ni su afinidad por el
sustrato. Sin embargo, presentan problemas de contaminacién al no poderse eliminar
completamente las moléculas molde. Los MIPs se estan empleando ampliamente en campos

como la biologia y en medioambiente. (Tamayo y cols., 2007; Pichon, 2007; Stevenson, 1999).



2. OBIETIVOS

En esta revision se han marcado los siguientes objetivos:

e Proporcionar una vision general del concepto “reconocimiento molecular”.

e Mostrar la relacidn existente entre el reconocimiento molecular y las macromoléculas
sintéticas.

e Exponer como se disefian y sintetizan dichas macromoléculas mediante impresién
molecular.

e Indicar los avances mas recientes en su preparacion en el reconocimiento molecular,

que podrian ser de interés.

3. METODOLOGIA

Este trabajo de fin de grado perteneciente al campo de la Quimica Organica y Farmacéutica,
con pinceladas de otros como la Tecnologia Farmacéutica y la Biotecnologia, tiene un caracter
bibliografico. La metodologia ha consistido en la recopilacién de informacidon, empleando
recursos  electrénicos  como las bases de datos cientificas PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scopus (http://www.scopus.com/) y Science Direct
(http://www.sciencedirect.com/), ademas de los Recursos-e de la Biblioteca de la Universidad
de Sevilla (http://bib.us.es/busca_y_encuentra/recursos_e). Como palabras clave en la
busqueda se emplearon: molecular, recognition, macromolecules, synthetics, polymers,
antibody, dendrimers, molecular imprinting. Para que esta busqueda quedara dirigida al tema
deseado, se combinaron “molecular” y “recognition” con las otras palabras clave en todas las
busquedas.

De los articulos y revisiones encontrados se seleccionaron los mas recientes,
fundamentalmente de 2010 en adelante, y los de mejor indice de impacto. Al proceder a la
consulta de estas fuentes, todas en inglés, se presenta el obstaculo del empleo de un lenguaje
técnico que se resuelve conforme se avanza en el conocimiento de la materia.

A la hora de elaborar el contenido se contd con la orientacion y seguimiento de los profesores
tutores a través de entrevistas personales y consultas via email, acordando planes de trabajo
marcados.

En la confeccion del trabajo se siguieron las directrices del documento “Especificaciones

formales memoria Trabajo Fin de Grado” de la Facultad de Farmacia.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Reconocimiento Molecular: Quimica Supramolecular

Es la quimica de enlaces covalentes a la que se le ha prestado mayor atencion durante décadas
ya que los enlaces covalentes determinan la disposicion de los atomos dentro de una molécula,
sin embargo son las interacciones no covalentes, siendo muchos mas débiles, las que controlan
las propiedades de numerosos procesos bioldgicos y quimicos como el reconocimiento, la
catdlisis, el transporte, la regulacidn,..., ya que son las responsables de la conformacidn de las
moléculas o de las agregaciones moleculares. Es por ello que, en los dltimos anos, el disefio y
la sintesis de nuevos receptores moleculares destinados al reconocimiento selectivo de
moléculas de importancia bioldgica y/o quimica ha sufrido un desarrollo espectacular.

El concepto “Reconocimiento Molecular” (Gellman, 1997) comprende un conjunto de
fendmenos basados en interacciones especificas y de naturaleza no covalente. Es un proceso
que incluye no sdlo el reconocimiento sino también la interaccidn selectiva entre entidades
quimicas dentro de un entorno quimico complejo, con el objetivo de realizar una funcién
especifica (Lehn, 1995). Esta unidon selectiva es el resultado de la combinacion del ajuste
estérico entre el ligando y la cavidad del receptor junto a una distribucién espacial apropiada
de los lugares de unién entre ambas moléculas, que potenciara las interacciones atractivas y
disminuird las repulsivas. Por lo tanto, en el reconocimiento molecular, la elevada seleccion
por parte del receptor se fundamentara en una gran diferencia en la energia del sistema
resultante en la formacidon del complejo con una molécula determinada frente a otras

presentes (Figura 2) (Lehn, 1985).

Biomolecule

. Associated Complex

+ kOﬂ
N . Biomglectﬂe _____________
u Kot Receptor

AG,=-RT In K, a
Receptor Y .

Associated
Complex

Figura 2.- Diagrama de energia de formacion del complejo receptor-ligando: la energia libre de
asociacion (AG,) determina la constante de asociacion (K,). Las energias libres de activacion
para la asociacion compleja (AGon %) y de la disociacion (AGqs ), establecen las constantes de

velocidad correspondientes para estos pasos (kon y kogr, respectivamente).



Sin embargo, para que exista un reconocimiento molecular adecuado, una propiedad
imprescindible en todo este proceso es la “complementariedad espacial y quimica entre el
receptor y su sustrato”; es decir, el receptor debe poseer la informacion sobre la forma, el
tamafio asi como la naturaleza quimica del sustrato que le permita reconocerlo entre un
conjunto de otras moléculas, y al ejecutar dicha informacién se desarrolle un conjunto de
interacciones quimico-fisicas de una manera perfectamente establecida y ordenada con el
sustrato. Asi, por ejemplo, la asociacién anticuerpo-antigeno (Amit y cols., 1988) y la
estabilizacion selectiva del estado de transicidon en las reacciones enzimaticas, (Krant, 1988)
son fendmenos de reconocimiento molecular que transcurren dentro de un entorno bioldgico
complejo cumpliendo un propésito concreto. Es por ello que en el disefio y sintesis de nuevos
receptores moleculares destinados al reconocimiento selectivo de moléculas se debe
contemplar varios factores, que pueden quedar englobados en dos puntos:
1.- Complementariedad estérica receptor-ligando; debe existir dominios complementarios en
forma y tamafio entre ambas especies.
2.- Complementariedad quimica; debe existir lugares de interaccion complementaria,
colocados de manera adecuada entre ambas especies, de modo que permitan la presencia de:

a) Enlaces por puentes de hidrégeno

b) Atraccidn electrostatica entre centros anidnicos y catidnicos, entre dipolos, o entre

dipolos y cargas,
c) Interacciones de transferencia de carga entre residuos aromaticos del receptor y
regiones aromaticas del sustrato.

d) Atracciones de Van der Waals entre regiones hidrofobicas de ambas especies.
Asi, en los afios 60 surge la Quimica Supramolecular, una rama de la quimica que fue definida
por Jean-Marie Lehn, premio Nobel de Quimica en 1987, como “La Quimica mas alla de la
molécula que estudia las entidades organizadas de alta complejidad que resultan de la
asociacién de dos o mas moléculas mediante enlaces intermoleculares no covalentes” (Lehn,
2002). La Quimica Supramolecular abarca dos categorias: el reconocimiento molecular, cuando
una de las molécula es mucho mas grande y puede “envolver” a la otra incluyéndola, como
resultado de interacciones intermoleculares no covalentes con un propésito y el auto-
ensamblaje molecular, cuando se produce una asociacion espontanea de un numero no
definido de componentes que tienen una organizacidn microscépica definida y unas
caracteristicas macroscdpicas que dependen de su naturaleza como las micelas, las
membranas bicapa o los cristales liquidos ( Amabilino y Stoddart, 1993); (Langford y cols.,

1995); (Philp y Stoddart, 1996).
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4.2.- Interacciones No Covalentes

En una interaccion supramolecular, las unidades se unen reversiblemente mediante fuerzas
intermoleculares no covalentes (2 y 300 kJ/mol) las cuales son mas débiles que un enlace
covalente (150-450 kJ/mol) bajo control termodindmico (Tabla 1) (Steed y cols., 2007); sin
embargo, la combinacién de distintas interacciones intermoleculares puede formar un
complejo supramolecular de gran estabilidad.

Algunas de las interacciones no covalentes son bien conocidas como los enlaces de hidrégeno
o las interacciones entre iones; por el contrario, las interacciones dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
inducido, fuerzas de dispersion de London, apilamiento -1, transferencia de carga y efectos

hidrofébicos estan menos concretadas.

Interaccidn Fuerza de enlace (kJ/mol)
lon —ion 200-300

lon — dipolo 50-200

Dipolo — dipolo 5-50

Enlace de hidrégeno 4-120

m—Tt 0-50

Van der Waals <5

Tabla 1. Fuerzas de enlace para cada una de las interacciones supramoleculares

4.2.1.- Interacciones Electrostaticas
Las interacciones electrostaticas son consideradas de gran interés a nivel bioldgico, éstas se
basan en la ley de Coulomb, engloban las interacciones ion-ion, ion-dipolo y dipolo-dipolo

(Figura 3) y se fundamentan en la atraccidn entre cargas de signo opuesto.

ion-ion

ion-dipolo dipolo-dipolo

¥ b o &
- Og'® &.:" ® a "
crr m 341 s P— S+ . @5 S+ . @5

anién-dipolo cation-dipolo

Figura 3.- Representacion de los tipos de interacciones electrostdticas.
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Las interacciones electrostaticas ion-ion, es la mas fuerte de las tres, depende de la distancia
entre los grupos, aunque no muestra dependencia de la direccionalidad, por lo que puede
tener lugar independientemente de la orientacidon de las especies participantes. Sin embargo,
las interacciones ion-dipolo y dipolo-dipolo son interacciones direccionales, en las que la fuerza
de lainteraccidon va a depender de las especies involucradas, de manera que la interaccion ion-
dipolo es mas fuerte debido a que el ion tiene una mayor densidad de carga que el dipolo. Las
interacciones direccionales presentan rigidez, lo que conlleva a que sdlo moléculas
complementarias entre si puedan agregarse.

Las interacciones electrostaticas son especialmente importantes en sistemas bioldgicos en los
que tienen gran influencia enlaces de gran afinidad, los cuales requieren un reconocimiento
que involucra un gran nimero de interacciones entre moléculas cargadas, como por ejemplo

en las interacciones enzima-sustrato.

4.2.2.- Enlace de hidrégeno
Este enlace es una atraccion inter o intramolecular que se da entre un atomo electronegativo
(A) “aceptor” generalmente oxigeno o nitrégeno y un atomo de hidrégeno unido

covalentemente a otro 4tomo (D) electronegativo “donador” (Figura 4).

Figura 4.- a) Representacion cldsica del puente de hidrogeno, b) puente de hidrégeno

establecido entre un grupo carbonilo (aceptor) y un grupo amino (donador) (Steed, 2006).

Algunos autores han determinado que es un enlace muy direccional, es decir la energia del
enlace de hidrégeno depende del dngulo de enlace (fuerzas de enlace entre 4 y 120 kJ/mol);
considerandose que los enlaces de hidrogeno mas fuertes son los que presentan geometria
lineal (dador-hidrégeno-aceptor) y disminuye cuando se disponen en angulo. En la Figura 5 se

muestran las representaciones de las geometrias observadas en los enlaces de hidréogeno.
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Figura 5. Geometrias del puente de hidrégeno a) lineal, b) doblada, c) donador bifurcado, d)

aceptor bifurcado, e) trifurcado, f) triple centro bifurcado (Steed y cols., 2007).

Ademas de la geometria, la fortaleza de este tipo de interaccidon va a depender del tipo de
atomo electronegativo que se encuentra enlazado al 4tomo de hidrégeno.

A pesar de que un enlace cldsico de hidrégeno individualmente es débil (1-6Kcal/mol),
conjuntamente pueden presentar una gran fuerza, interviniendo en la obtencién de una
conformacion preferente mediante la formaciéon de una estructura tridimensional rigida.
Ademas, el requisito de la direccionalidad lo hace selectivo a la hora de disefiar complejos, por
lo tanto, en la quimica supramolecular, es considerada como la interaccién de mayor
importancia ya que es responsable de la formacién de uniones altamente organizadas vy
estables; sin embargo, es dificil estudiarlo en sistemas acuosos debido a que el agua es un
excelente donador y aceptor de puente de hidrégeno (Figura 6) (Schneider y cols., 2009). La
fuerza relativamente alta de estos enlaces y su direccionalidad hacen de ellos interacciones
muy importantes, imprescindibles en la naturaleza, ya que gracias a ellas se mantiene la
estructura de doble hélice del ADN, (Figura 7) (Kimsey y cols., 2015), o dirigen el plegamiento
de las proteinas o son responsables de la selectividad de las enzimas.

2 H H

N
i é S Figura 6.- Enlaces de hidrégeno en la
i e 3
H\ /H H\ /H molécula de agua.
O O

) )

7 V( serl) P € ( ) orl) 3

[ N O-=nn- i N  O-H---- o)
Figura 7.- Equilibrio tautomérico en el F A{ ) e

’n’N /G N-H UYEE NG H=N U\
emparejamiento de bases RNA. n=( »—N N = N

4.2.3.- Interacciones -7
Las interacciones que se establecen entre sistemas m—mn son de gran importancia en diferentes

procesos bioldgicos ya que son responsables por ejemplo del apilamiento de proteinas, de la
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estructura del ADN o, en el grafito, de la capacidad de que las capas que lo conforman se

puedan deslizar facilmente unas con respecto a otras (Figura 8) (Steed y cols., 2007).

(a) _ (b)
' —— =
g e ———
——— — —

Figura 8.- Interacciones n—mborde-cara mantienen unidas a las capas de grdfito.

Representacion de las capas a) con una vision desde arriba y b) con una vision de lado.

Las interacciones de los sistemas aromaticos son el resultado de la combinacion de
interacciones atractivas del tipo dipolo inducido-dipolo inducido (o dipolo-dipolo si hay
heterodtomos en los anillos aromaticos), transferencia de carga entre un dador y un aceptor
de electrones, efectos solvatofdbicos o fuerzas electrostaticas repulsivas entre las nubes

electrénicas (Figura 9).

. <
/ . / N\
X < X &
g\‘ \ V4 N V4 N y
= + -+

= +
/ N\ / N N\
X, P & / sy
N V7 N V7, N /’
+—- + & -
+ w-eeeeereee-- -

a) dipolo-dipolo b) dipolo -

2 : 3 ¢) dipolo inducido -
dipolo inducido

dipolo inducido

i

< <> % (D (,/7)

N V. N J
| —
A
r— s 1€ \\ ,//’
: e,
= P )
X P X P /
N y \\ // N 4
//\ \
d) transferencia de carga (// T) Q\\Q
A \\
(J
¢) efecto hidrofobico f) Repulsion de Pauling

Figura 9.- Diferentes tipos de fuerzas que dan lugar a las interacciones n—.

En 1990, Hunter y Sanders (Hunter y Sanders, 1990) propusieron un modelo basado en

interacciones electrostaticas entre la distribucion de carga m como una funcion de orientacion
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que permitié explicar las diferentes geometrias observadas en algunos sistemas n—m. El
modelo considera que los compuestos aromaticos poseen una ligera polarizacidon en los
enlaces C-H que genera una ligera carga negativa en el centro del enlace en relacién con una
ligera carga positiva sobre los hidrégenos situados en el borde de la molécula, creandose
dipolos moleculares (Figura 10a). En base a esto, existen dos orientaciones o conformaciones
favorables principalmente: la primera conocida como geometria en forma de T (o borde a
cara); consiste en la interaccidn de ambas moléculas entre un 4tomo de hidrégeno de un anillo
aromatico, que se encuentra en posicidn perpendicular, con el centro de otro anillo aromatico
mediante un enlace de hidrégeno (Figura 10b) (Nishio y cols., 1998), y la segunda cuando las
dos unidades estan desplazadas, y la interaccion ocurre entre el centro de la cara de una de
ellas con la periferia de la otra (Figura 10c). Existe un tercer tipo de interaccidn entre sistemas
aromaticos, basado en los dos sistemas cara-cara paralelos, sin embargo, es poco favorable

debido a interacciones repulsivas (Hunter y Sanders, 1990); (Staffilani y cols., 1997).

Edge-to-face Parallel displaced

Figura 10.- Geometrias de las interacciones entre dos estructuras aromdticas. (a) Mapa del
potencial electrostdtico del benceno; (b) geometria en forma de T (o borde a cara); (c)
geometria en paralelo desplazada, la geometria mds favorable energéticamente (Dhotel y
cols., 2013).

Estas interacciones son débiles, (2.2 kl/mol), sin embargo, los sistemas heterociclicos, en los
que se han incorporado O, N 6 S son mas propensos a presentar estas interacciones, debido a
qgue se observa un incremento en la deslocalizacidon de electrones en el sistema, estando
favorecidas las conformaciones desplazadas; debido a que las cargas netas presentes en estos

sistemas determinan su geometria y energia (Janiak, 2000).



4.2.4.- Interacciones de Van der Waals y dispersiéon de London

Estas interacciones surgen de la interaccidn de una nube electrénica que se encuentra
polarizada debido a la accion de nucleos adyacentes, por lo que la fuerza de estas interacciones
depende por un lado de la polarizabilidad de las moléculas que participan, siendo las mas
polarizables las que den lugar a interacciones mas fuertes y por otro lado de la distancia, ya
gue realmente tienen importancia cuantitativa exclusivamente a distancias cortas o muy
cortas.

Las interacciones de Van der Waals, pueden ser tanto atractivas como repulsivas (Figura 11),
ya que las moléculas se atraen entre si cuando se encuentran a una distancia moderada, pero,
cuando sus nubes electrénicas empiezan a solaparse, las moléculas se repelen con fuerza. Son
relativamente débiles, no direccionales, y muy importantes en campos como la quimica
supramolecular, biologia estructural, ciencia de polimeros, nanotecnologia, ciencia de

superficies y fisica de la materia condensada.

-9

; \ nt ‘ Figura 11.- Interacciones dipolo-dipolo atractivas y repulsivas.
Attraction

Repulsion <——»
Las fuerzas de dispersion de London tienen lugar en enlaces no polares y se origina por la
aparicion de dipolos instantaneos transitorios que todas las moléculas presentan debido a una
distribucidn asimétrica de la nube electrénica alrededor del nicleo. Este dipolo instantaneo,
con magnitud y direccion muy cambiantes, polariza a otra molécula e induce en ella un
momento dipolar también instantaneo. Los dos dipolos se atraen mutuamente siendo por
tanto el resultado de esta induccidn una fuerza atractiva denominada fuerza dipolo inducido-
dipolo inducido o fuerzas de London, y en consecuencia la energia potencial del par disminuye.
Estas interacciones intermoleculares tienen un valor similar en agua y en disolventes orgdnicos
(Figura 12) (Van Benthem y cols., 2006). En la quimica supramolecular, mas concretamente en

sistemas ligando-receptor, estas interacciones juegan un papel muy importante.
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Figura 12.- Representacion esquemdtica de las fuerzas de dispersion de London en moléculas

no polares: algunas forman un dipolo instantdneo y éstos inducen a la formacidn de un dipolo

en las moléculas vecinas.

4.2.5.- Efecto hidrofébico

El efecto solvofdbico surge al desplazarse las moléculas de disolvente, que se encuentran en
el interior de la cavidad de un receptor, al formarse el complejo receptor-ligando. Este efecto
recibe el nombre de hidrofébico cuando se produce en un medio acuoso. Durante afios el
origen del efecto hidrofébico ha sido interpretado de diferentes maneras, siendo las mas
aceptadas aquellas que se basan en el aspecto termodindmico. En ellas los efectos hidrofébicos
poseen dos componentes energéticos principales: un efecto hidrofébico entalpico, cuando un
sustrato reemplaza a las moléculas de agua dentro de una cavidad y un efecto hidrofdbico
entrdépico debido a que la combinacion de dos o mas moléculas organicas en disolucidn acuosa
para formar un complejo supramolecular provocan un aumento de la entropia, debido al
desorden que se produce al salir las moléculas de la cavidad del receptor, lo que se traduce en
una disminucién de la energia libre global del sistema (Figura 13). Las interacciones
hidrofdbicas entalpicas se dan facilmente en sistemas donde las moléculas de agua
interaccionan débilmente con la cavidad hidrofébica del receptor y la energia en el sistema es
alta. Al reemplazar estas moléculas de agua por un ligando, la energia del sistema disminuye
como consecuencia de la interaccidén entre las moléculas de agua que se encontraban en el
interior y las del exterior (Steed y cols., 2007).

Se ha observado este tipo de interaccidon en diferentes sistemas como micelas, vesiculas,

proteinas, acidos nucleicos, analisis de drogas, ...
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Figura 13.- El desplazamiento de las moléculas de agua ordenadas provoca un aumento de la
entropia provocando que la formacion del complejo enzima-sustrato sea termodindmicamente

mds favorable.

4.3.- Macromoléculas Sintéticas empleadas en el Reconocimiento Molecular

Cuando se pretende disefiar y sintetizar moléculas receptoras artificiales que puedan
mimetizar los procesos bioldgicos, la Naturaleza sirve de inspiracién a la quimica
supramolecular para poder entender cada una de las etapas que ocurren en determinados de
estos procesos, como la transcripcién del cédigo genético, la entrada de virus en las células, la
induccion de la sefial por neurotransmisores, etc. (Hunter, 2004); (Szalewick y cols., 2005);
(Nandiy cols., 2007); (Krushelnitsky y cols., 2006). Es de esta manera como surge el concepto
Quimica “Host-Guest” o “Huésped-Anfitrion” (Cram, 1983) basado en una evolucion del
modelo “Llave-Cerradura” postulado por Fischer (Fischer, 1894) a finales del siglo XIX, para
describir como un enzima actla y se une a un sustrato. Para que se produzca un
reconocimiento molecular es preciso que la interaccion sea selectiva y discrimine a un sustrato
frente a otros. Segln las caracteristicas que tenga el receptor las funciones que pueden
provocar pueden ser variadas, desde las mas bdsicas como la catdlisis o el transporte hasta
otras mas complejas como el auto-ensamblaje dando lugar a capas, membranas, vesiculas,

cristales liquidos, ...) (Figura 14).

complementariedad topoldgica imprescindible en el

Figura 14.- Modelo “llave-cerradura”, subrayando la . ;{ F

reconocimiento molecular
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D. Koshland, (Koshland, 1958) tras varios estudios realizados, publicd, posteriormente algunas
modificaciones al postulado de Fischer, conocido como el modelo de “encaje inducido”. En él
concluydé que las enzimas son estructuras flexibles que pueden sufrir cambios
conformacionales en su centro activo al darse la interaccidn con el sustrato, dando como
resultado el complejo enzima-sustrato. Tras el reconocimiento, el sustrato es transformado en
uno o varios productos y termina liberdndose del punto de anclaje, dejando libre a la enzima

(Figura 15).

La enzima cambia su forma
Sustrato cuando se une el sustrato

‘ProductosA
x [

{ }0 activo
=

= =

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al sitio activo del enzima enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo
) (¢)) €) Q)

Figura 15.- Modelo “de encaje inducido”: (1) Reconocimiento del sustrato. (2) El receptor sufre
un cambio conformacional, provocando que el proceso de ajuste sea mds preciso. (3) Catdlisis

enzimdtica. (4) Liberacion de los productos.

4.3.1.- Polimeros de Impresién Molecular (MIPs)

Los Polimeros de Impresién Molecular (MIPs) son definidos como “polimeros tridimensionales
con huecos especificos inducidos por una molécula molde que sirven para el reconocimiento
molecular y que dan lugar a un material donde el molde dirige la disposicién y orientacion de
los componentes que lo forman mediante un mecanismo de autoensamblaje” (Henry y cols.,
2005), es decir son materiales sintéticos que actian como receptores biomiméticos artificiales
ya que pueden de una manera especifica y selectiva reconocer un determinado sustrato
reproduciendo de forma bdsica, el mecanismo de accion de algunos sistemas biolégicos como
son los sistemas hormona-receptor, enzima-sustrato, o antigeno-anticuerpo (Sellergren,
2001). La obtencion de estos materiales con “memoria selectiva” se basa en la sintesis de un
polimero altamente entrecruzado, alrededor de una molécula que actiia como molde (plantilla
o “template”) que se extrae tras la polimerizacidon, generando una cavidad. El MIPs presentara,
con respecto a la molécula molde, lugares de unién complementarios en cuanto a forma,
tamafio y distribucion de grupos funcionales, lo que permitird posteriormente un

reconocimiento molecular de forma selectiva, como una “cerradura” y una “llave” (Figura 16).
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Figura 16.- Aplicacion del modelo llave-cerradura al reconocimiento molecular de los MIPs

(Suedee, 2013).

Los MIPs suelen presentar ventajas importantes con respecto a los receptores bioldgicos en
las aplicaciones indicadas anteriormente:

a) Posibilidad de reconocimiento selectivo y especifico en medio orgénico.

b) Tiempo de vida media largo ya que presenta una alta estabilidad quimica, térmicay
mecdnica frente a diferentes condiciones de pH, temperatura y presencia de
disolventes organicos.

c) Reproducibilidad en el proceso de sintesis con un bajo coste a gran escala.

d) Aplicacién a muy diversos moldes, incluyendo biomoléculas, sustancias téxicas o
especies para las que aun no se ha localizado un elemento de reconocimiento
biolégico.

Sin embargo, también presentan limitaciones, como un reconocimiento selectivo limitado en
medio acuoso, constantes de afinidad moderadas, lo que implica una cinética de union lenta,
a veces el procedimiento de sintesis de los MIPs conlleva varias etapas o que se necesitan altas

concentraciones de molécula molde. (Lanza y Sellergren, 2004).

4.3.2.- Métodos de obtencién de los MIPs
Se puede distinguir cuatro procedimientos en la preparacion de los MIPs (Mayes y Whitcombe,
2005), en base al modo en el que se determina la posicién concreta de los grupos funcionales
del polimero para que el reconocimiento sea 6ptimo:

- Método de impronta covalente

- Método de impronta no covalente

- Método semi-covalente

- Método de impronta mediante “espaciadores sacrificables”
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4.3.2.1.-Método de impronta covalente

Es en 1972 cuando Wulff y Klotz (Wulff y Sarhan, 1972); (Takagishi y Klotz, 1972) presentaron,
de forma independiente, los primeros ejemplos de impronta molecular covalente con
polimeros orgdnicos sintéticos, los cuales presentaban una selectividad predeterminada hacia
determinadas moléculas.

En el modelo de impresion covalente (Figura 17) primero se produce la obtencién de un
complejo a partir de la molécula molde y los mondmeros funcionalizados unidos entre si
mediante enlaces covalentes “reversibles”. Una vez obtenido este complejo de pre-
polimerizacidn, se adiciona un agente de entrecruzamiento, el iniciador y el disolvente en el
que se lleva a cabo la polimerizacién (porogen), lo que permitird la formacién de una red
tridimensional a través de la polimerizacion propiamente dicha. Esta polimerizaciéon
generalmente sigue un mecanismo de propagacion radicdlico y puede estar inducida tanto
térmica como fotoquimicamente. Finalmente, mediante medios quimicos como una hidrdlisis
acida/basica, se extrae el molde de la resina polimérica obteniéndose una estructura
tridimensional que contiene cavidades de reconocimiento que son complementarias en forma,
tamafio y con los grupos funcionales dispuestos en la posicién adecuada a la molécula molde.
Estas cavidades permiten, tedricamente, que el polimero impreso sea capaz de reconocer de

forma selectiva tanto a la plantilla como a otros compuestos estructuralmente andlogos.

a) b) c)

Ruptura
de enlaces
7 . —_— —_— ‘
Preengamblado Polimertzacion Extraceion ’

Figura 17.- Esquema de la preparacion de MIPs de impresion covalente: a) formacion del
complejo de pre-polimerizacion entre la molécula molde y los monémeros funcionalizados; b)

adicion del agente de entrecruzamiento y polimerizacion; c) extraccién del molde.

El tipo de enlace covalente “reversible” que se han empleado en la preparacion del complejo
de pre-polimerizaciéon ha sido principalmente:
e Ester bordnico para la impresién de galactosa y fructosa (Wulff y cols., 1977); (Takeba

y cols., 1998) (Figura 18), nucleétidos (Sallacan y cols., 2002), etc.
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e Base de Schiff en la sintesis de MIPs enantioselectivos para aminoacidos (Verdon y
Couédor, 1999).
e Enlace acetal para la formacidn de polimeros de plantillas basadas en mono- y

diacetona (Heller y cols., 2006).

(1) = ©) 3)
X Q/\ Q/
S0 A A
o o \o Polimerizacion con Q O/B\ - Plantila HO \DH Ho/ﬁ\
entrecruzante o +4HO ki

—_— e

[o] g
A + Plantila
o -4H0

NH

Figura 18.-. MIPs del 4-nitrofenil-a-D-manopiranosido-2,3:4,6-di-O-(4- vinilfenilboronato) (A).
(1) Formacion del complejo de pre-polimerizacion entre el dcido 4-vinilbenzenobordnico y el 4-
nitrofenil-a- D-manopiranosido; (2) adicion del agente de entrecruzamiento, divinilbenzeno o
etilenglicol dimetacrilato y polimerizacion; (3) extraccion del molde a través de la hidrdlisis de
los grupos éster del boronato y la adicion de 4 equivalentes de agua. La unioén de la molécula

molde al polimero es reversible (Wulff y cols., 1977).

Las principales ventajas en este tipo de polimerizacidn se basan en que al realizarse la sintesis
en condiciones estequiométricas, por un lado, se minimiza considerablemente la presencia de
interacciones inespecificas, ya que no hay mondmeros fuera de las cavidades, de ahi su elevada
selectividad; mientras que por otro lado se obtienen polimeros que presentan centros activos
con una elevada homogeneidad y bien definidos, es decir muy similares entre si. Sin embargo,
este método de sintesis presenta limitaciones importantes como es que el nimero de
mondmeros capaces de formar enlaces covalentes reversibles con la plantilla es limitado, o la
ruptura quimica del molde de la matriz polimérica, asi como una cinética de unién mas lenta,
ya que el reenlace de la molécula impresora con analogos al molde, son también covalentes.
A pesar de haber sido el primer método en desarrollarse, debido a las limitaciones que

presenta su aplicacién ha sido considerablemente escasa.
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4.3.2.2.- Método de impronta no covalente
Fue a principios de los afios 80, cuando el grupo de Mosbach sintetizé geles de poliacrilamida
selectivos a varios indicadores y alcaloides (Andersson y cols., 1984) introduciendo un avance
importante en el campo de la impresidn molecular al desarrollar un modelo no-covalente. La
diferencia con el método de impronta covalente radica en que, en este proceso, el complejo
de pre-polimerizaciéon no se prepara a través de enlaces covalentes, sino que se emplean
interacciones moleculares de caracter débil, del tipo de enlaces de hidrégeno, interacciones r-
n, dipolo-dipolo, electroestaticas y/o hidrofdébicas, que originan un preordenamiento
molecular maximizando la interaccién entre las dos especies. Estas interacciones pueden darse
en uno o mas puntos de las moléculas. En este método el molde se extrae de la matriz
entrecruzada utilizando un disolvente capaz de anular las interacciones no covalentes

especificas con el monémero funcional. (Figura 19).

— " e e T @ @

Figura 19.- Esquema de la preparacion de MIPs de impronta no covalente; a) formacion del
complejo de pre-polimerizacion entre la molécula molde y los monémeros funcionalizados; b)

adicion del agente de entrecruzamiento y polimerizacion; c) extraccién del molde.

Este método es mas flexible ya que hay una mayor variedad de mondmeros y de moléculas
impresoras, pero presenta el inconveniente de que las cavidades de unidén que se obtienen son
mas heterogéneas debido al movimientos relativos entre la molécula molde y el polimero, por
lo que son menos selectivas. Con este método, al emplearse interacciones débiles, el reenlace

de la molécula presenta una cinética de uniéon muy favorable.

4.3.2.3.- Método semi-covalente
El modelo semi-covalente combina las ventajas de los dos métodos de impresién anteriores.
En este caso, la sintesis de la matriz se realiza del mismo modo que en el modelo covalente, la
molécula se imprime como un complejo estable mediante interacciones covalentes, sin
embargo, las interacciones implicadas en el reconocimiento posterior de los moldes analogos,

es de naturaleza no covalente (Figura 20).
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Este modelo fue formulado por primera vez por Sellergren y Andersson en 1990 al sintetizar
un MIPs a partir del acetato de p-aminofenilalanina. Tras la hidrélisis del enlace amida formado
entre el mondmero y la plantilla, los restos de dacido carboxilico presentes en la matriz
polimérica eran capaces de interaccionar con el aminoacido mediante la formacidn de enlaces

por puente de hidrégeno (Sellergren y cols., 1990).
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]
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Figura 20. Esquema de la preparacion de MIPs de impresion semi-covalente. (a) Sintesis del
MIP mediante impresion covalente, (b) Reenlace de la molécula molde mediante interacciones

no covalentes.

Con respecto a las ventajas que presenta esta técnica destaca el hecho de que, al eliminar la
necesidad de formar un enlace covalente reversible durante la utilizacién del polimero, se
pueden emplear diferentes tipos de mondmeros y/o plantillas que permitan la formacion de
enlaces covalentes mas fuerte y estables durante la sintesis del MIP. Por ejemplo, se ha
empleado con éxito la formacidn de enlaces de tipo éster en métodos semi-covalentes porque
en los casos en los que la hidrélisis acida o basica del enlace éster no sea posible, se puede
emplear LiAlH4 para poder reducirlo (Bystrom y cols., 1993). Asi se han preparado MIPs capaces
de reconocer, testosterona (Sneschkoff y cols., 2002), bisfenol A (Joshi y cols., 1999), 4-
nitrofenol (Caro y cols., 2002) o esteroides (Bystrém y cols., 1993). Al igual que el método
covalente la matriz tridimensional presentara una extraordinaria selectividad y una mayor
homogeneidad en la distribucion de puntos de union.

Su principal desventaja deriva de las diferencias estéricas que existe entre los enlaces
covalente y no covalente, ya que el enlace no covalente necesita una mayor distancia para su
formacién que uno covalente. Ademas, este método conlleva una importante carga sintética

necesaria para la fabricacién de los monémeros funcionales.
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4.3.2.4.-Método de impronta mediante “espaciadores sacrificables”
Este método surge cuando Whitcombe (Whitcombe y cols., 1995) pretende solucionar la
limitacién de la distancia de enlace que presentaba el modelo semi-covalente introduciendo
un espaciador, en concreto un grupo carbonilo, entre el mondmero funcionalizado y el molde.
Dicho grupo espaciador se elimind posteriormente en forma de CO, durante la hidrdlisis del

enlace formado en el complejo de pre-polimerizacion (Figura 21).

(1) (2)
/\@\ EDMA, AIBN, o NaOH, metanal,
oio A hexano, tolueno, 65°C O)l\o -colesterol, CO,
(3) 4)
hexano

+ colesterol
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Figura 21. Preparacion de MIPs selectivos al colesterol empleando al grupo carbonilo como
espaciadores sacrificables (B). (1) El complejo de pre-polimerizacion colesteril (4-vinil)
fenilcarbonato (A) polimeriza con EDMA; (2) la molécula A permanece unida covalentemente
al polimero resultante; (3) hidrdlisis alcalina que elimina al molde a la vez que se produce la
pérdida del espaciador (CO;) obteniéndose un MIP con un grupo fenol en la zona de

reconocimiento; (4) reconocimiento del colesterol mediante enlace de hidrégeno con el fenol.

La mayoria de los MIPs preparados utilizan plantilla altamente funcionalizadas, con grupos
amino, amido, carboxilo y carbonilicos. La obtencién de MIPs mediante “espaciadores
sacrificables” permite ampliar la impronta molecular a MIPs con otras caracteristicas quimicas,
ya que esta técnica otorga la capacidad de formar enlaces de hidrégeno débiles o desarrollar
interacciones que involucren electrones mt de sistemas aromaticos, que no se formarian con
mondmeros funcionales convencionales.

Otro ejemplo nos lo proporciona J. Chen (Qi y cols., 2010) que empled el método semi-
covalente con un grupo carbonilo como espaciador sacrificable para sintetizar una MIP para el
4-clorofenol. El MIP preparado a partir de 4-clorofenil (4-vinil) fenil carbonato resulté ser el

mejor mondémero funcionalizado (Figura 22).
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Figura 22. Preparacion de MIPs selectivos al 4-clorofenol empleando al grupo carbonilo como

espaciadores sacrificables.

4.3.3.- Optimizacion a nivel sintético de los MIPs en el Reconocimiento

Son varios los pardmetros a optimizar en la sintesis de los MIPs: los mondmeros funcionales,
el agente de entrecruzamiento, el disolvente pordgeno, el iniciador, asi como la metodologia
empleada.

Son numerosas las variables del proceso de impronta las que determinan la selectividad y las
caracteristicas del polimero impreso, de manera que la optimizacidon del proceso resulta
bastante compleja. Por un lado, la naturaleza y proporcién del molde, los mondmeros
funcionales y el agente de entrecruzamiento, ya que van a determinar la existencia de
interacciones complementarias entre ellos, siendo por ello imprescindible un amplio
conocimiento de su comportamiento para disefiar una organizacién molecular légica, con una
morfologia y selectividad adecuada. Asi tenemos como la concentracién del monémero
funcional tiene un papel muy importante en una adecuada formacidn del complejo de pre-
polimerizacidn, ya que un exceso provocaria un aumento de las interacciones no especificas y
por tanto una disminucién de la selectividad, mientras que una baja concentracién provocaria
un mal rendimiento en el proceso de impresion. Por otro lado, el disolvente empleado en la
polimerizacidn determina la accesibilidad a los sitios de unidn. Por uUltimo, tanto la temperatura
como el proceso de extraccion del molde afectan al equilibrio entre ésta y los mondmeros
funcionales.

A continuacién, se describen los distintos factores que influyen en las propiedades de

reconocimiento de los MIPs.
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4.3.3.1.- Mondmeros funcionales
Es decisivo encontrar un mondmero funcional adecuado, que complemente a la molécula
molde a la vez que maximice y estabilice la formacién del complejo. Normalmente pueden
combinarse distintos mondédmeros para aumentar las interacciones y mejorar Ia
complementariedad aportando una mejor selectividad. Los mondmeros funcionales se suelen
seleccionar en base al caracter acido o basico de la plantilla. El método de impresién no
covalente es el mas flexible en cuanto a la eleccién de los mondmeros funcionalizados que
complementan a los grupos funcionales de la plantilla. Los mondmeros mas utilizados en la
preparacion de MIPs no covalentes son los derivados de los acidos carboxilicos, ya que pueden
interaccionar de multiples maneras tanto como aceptor como dador de protones en la
formacién de enlaces por puente de hidrégeno, participar en la formacién de pares idnicos o
en la formacion de enlaces dipolo-dipolo. El mas utilizado es el 4cido metacrilico (MAA), ya que
puede actuar a través de interacciones iénicas con las aminas y mediante enlaces de hidrégeno
con las amidas, carbamatos y grupos hidroxilo. Cuando la plantilla es de naturaleza 4cida, se
puede recurrir al empleo de un mondmero basico. En las Tablas 2-4 se presentan algunos de

los mondmeros mas utilizados en estos mecanismos de polimerizacidn.

Tabla 2.- Mondémeros dcidos empleados en la sintesis de MIPs

Monémero Férmula Aplicaciones

Aminoacidos
Péptidos
Teofilina

Propanolol
Morfina
Monosacaridos
Triazinas
Benzimidazoles

Acido metacrilico —

Acido acrilico L Aminodcidos

H Timolol

Acido itacénico )
Norefedrina

CH,

H

CF . Atrazina
<. . P _— Nicotina
Acido trifluorometacrilico ) .

Hoi H Alcaloides de

cinchona
AL
Acido p-vinilbenzoico _ Aminoacidos
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Tabla 2 (continuacion).- Mondmeros dcidos empleados en la sintesis de MIPs

Acido 2-acrilamido-2-metil-
1-propanosulfénico

Fosfato de 2-
(metacriloiloxi)etilo

Desmetrin

Esteroles

Tabla 3.- Mondmeros bdsicos empleados en la sintesis de MIPs

~ Monémero | Fémmula | Aplicaciones

4-Vinilpiridina

Dietilaminoetilmetacrilato

Dimetilaminoetilmetacrilato

p-Aminoestireno

1-Vinilimidazol

4(5)-Vinilimidazol

2,6-Bisacrilamidopiridina

CHy

=
P
A
CH,
-~ CHy
0 S N\/CH'S

Naproxeno
Aminodcidos

Atrazina

Compuestos acidos

Colorantes alimenticios

Aminoacidos

ATP

Barbituricos
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Tabla 4.- Monémeros neutros empleados en la sintesis de MIPs

Monémero Férmula Aplicaciones
O
Acrilamida 7\ Aminoacidos
H,C’ MH.
HB{_;\: ;‘p
Metacrilamida 7\ Fenitoina
HE WM,
A
N
/ O\. AMP
2-Hidroximetilmetracrilato H,C W\ \ Efedrina
CH; OH Colesterol
0 CH,
N/

N, O-bismetacriloil
etanolamina

O:[__/
J—CH,

HC

Empleo como
entrecruzante en la
preparacion de OMNiIMIPs

4.3.3.2.- Agente de entrecruzamiento

La funcion del agente de entrecruzamiento se resume en cuatro aspectos fundamentales

(Cormack y Elorza, 2004).

e Es el responsable principal de la morfologia final de la matriz polimérica.

e Estabiliza los puntos de unién selectivos formados en la polimerizacion.

e Aporta estabilidad mecdanica y térmica al material sintetizado, evitando deformaciones

o desestructuraciones, a través del grado de entrecruzamiento.

e Proporciona la porosidad adecuada que garantice el acceso del molde a las cavidades

generadas.

En general, lamanera de asegurar que se van a dar estas caracteristicas, es emplear la cantidad

necesaria de estos reactivos para poder alcanzar un grado de entrecruzamiento mayor del

80%. Una proporcién baja del agente de entrecruzamiento generaria a una matriz de baja

capacidad de reconocimiento, asi como una baja selectividad, mientras que un exceso,

conduciria a una matriz muy rigida, sin flexibilidad impidiendo la accesibilidad del molde a los

lugares de unidn (Sellergren, 2001). A continuacidn, se recogen algunos de los agentes de

entrecruzamiento mds empleados.
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Tabla 5.- Agentes de entrecruzamiento empleados en la sintesis de MIPs

Mondémero

Férmula

Aplicaciones
_.CHy
Divinilbenceno “ g ‘ Nicotina
“N—=CH,
CH,
Etilenglicol- “ -
Dimetacrilato HsC.. o O H Triazinas
" " s Tiabendazol
(EDMA) CHa CHs
4] TH;
1,4-Butanodiol- HC ” e o, _- . ot
dimetacrilato H HH e
Ha 2
s CHy
Trietilenglicol- HiC " - Q o o IJ cH Atrazina
Dimetacrilato | . I :
CH; n]
CH
WO
!3|sfenoI.A- SHe ) ~F o Enantiémeros
Dimetacrilato HyC—%/ —_— e l
J_-:;-_O ’ "‘” O
o CH,
HiC. _CHp
H,
Trimetilolpropano S Extradiol
trimetacrilato R Zearalenona
(TRIM) 0 o
o—
J==CH,
HC
_GH,
0 2 0
OH CHq
Pentaeritritol ~/ o | Efedrina
tracrilato ﬂ ' Aminoécidos
0
(o ——|

4.3.3.3.- Disolvente pordgeno

El disolvente pordgeno realiza un doble papel, como disolvente cldsico y como agente

porogénico, por lo que afecta tanto la naturaleza del mismo, ya que ésta gobierna la fuerza de
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las interacciones, como el volumen afiadido a la mezcla de polimerizacidn, ya que influye en el
proceso de reconocimiento molecular. Asi el acetonitrilo produce mesoporos, mientras que el
cloroformo genera microporos. En el método de impronta no covalente el disolvente influye
drasticamente en la interaccién mondémero-molécula plantilla. El disolvente se elige en funcién
de su capacidad para estabilizar el complejo de pre-polimerizacién, de manera que disolventes
aproticos con bajas constantes dieléctricas, como cloroformo, tolueno o acetonitrilo, facilitan
la unidn por enlaces de hidrégeno y electroestdticos. Mientras que los disolventes préticos,
por ejemplo: agua o metanol, son los adecuados cuando las interacciones son de caracter

hidrofdbico (Sellergren, 2001).

4.3.3.4.- Iniciador

El iniciador es el responsable del comienzo de la polimerizacién al generar radicales en la
reaccién de polimerizacion. La eleccion del indicador se realiza en funcidn de las caracteristicas
del resto de componentes del sistema, como por ejemplo la estabilidad de los reactivos
empleados, la temperatura a la cual se va a llevar a cabo la polimerizacién. La polimerizacién
puede comenzar empleando radiacién UV o calor, dependiendo de la estructura del iniciador.
El compuesto mas utilizado es el azo-derivado 2,2 -azobis(isobutironitrilo) (AIBN), bien como
iniciador fotoquimico a bajas temperaturas (Cederfur y cols., 2003) o térmico (> 60 °C)
(Sellergren, 1989). Otros iniciadores fotoquimicos y térmicos utilizados en impronta molecular
son el 1,1"-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCHC), 2,2°-azobis[(2,4- dimetilvaleronitrilo)]
(ABDV) y el 4,4’-azobis[(4-acido cianovalérico)] (ACVA), peréxido de benzoilo (BPO), etc.
(Cormack y Elorza, 2004).

En cualquier caso, lo mas probable es que con la impronta molecular se generen materiales
con una amplia distribucién de sitios de unidn, de los cuales sélo una determinada fraccién
presentard selectividad frente a la plantilla. De forma general, los polimeros preparados
empleando tanto la metodologia covalente como la no covalente, se caracterizan por una
distribucidn no uniforme (heterogénea) de los lugares de unién, debido a que parte de los
puntos de unidn pueden interaccionar favorablemente con el molde, pero otros puntos
pueden unirse de una manera menos favorable o incluso inespecifica (Ramamurthy y Schanze,

2001).

4.4.- Nuevos Métodos
El procedimiento tipico en una sintesis de MIPs corresponde a una polimerizacién radicalica
de una solucion concentrada de mondmeros funcionalizados iniciada térmica o

fotoquimicamente. De esta manera se obtiene una matriz polimérica tridimensional insoluble.
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Debido al elevado nimero de variables que pueden influir en las caracteristicas del polimero

final obtenido, la optimizacion del proceso de sintesis resulta considerablemente complejo,

haciendo que estos métodos sean generalmente tediosos y consuman mucho tiempo de tal

manera que obtener un MIP con las propiedades de unidn dptimas puede llevar dias e incluso

semanas, sobre todo si las proporciones de los reactivos a emplear, son seleccionadas a partir

de ensayos de pruebay error.

Para evitar estos inconvenientes, actualmente se han desarrollado tres tipos de

aproximaciones para facilitar la optimizacion de los procesos de sintesis:

Empleo de los denominados mini- MIPs. Esta técnica se fundamenta en el empleo de
un dispensador automatico de disoluciones, capaz de mezclar un pequefio volumen
de cada uno de los reactivos que intervienen en la polimerizacién en diferentes viales,
con una variacidn sistematica de las mezclas empleadas en la sintesis de los polimeros.
Después de la extraccion de la plantilla mediante repetidos lavados de los polimeros,
se aplica un método de “screening”, ya sea secuencial o en paralelo, con el objeto de
evaluar el funcionamiento de los diferentes polimeros obtenidos. Posteriormente se
sintetizardan mayores cantidades de aquellos polimeros para los que se haya obtenido
un mayor grado de reconocimiento para una evaluacién mas detallada.

Métodos quimiométricos: permite optimizar un elevado nimero de variables de forma
simultanea, ya que se genera una matriz multidimensional que incluye todas las
posibles variables de todos los pardmetros que pueden influir en el funcionamiento de
la matriz. Posteriormente se seleccionan los pocos experimentos representativos
siendo éstos los que se preparan y caracterizan (Mayes y Whitcombe, 2005).
Modelizaciéon Molecular: El estudio de la dindmica molecular de la interaccién de la
plantilla con diferentes polimeros previamente modelizados. Mediante estos métodos
se han desarrollado polimeros de alta calidad para moléculas como creatinina
(Subrahmanyam y cols., 2001), efedrina (Piletsky y cols., 2001) o microcistina LR
(Chianella y cols., 2003) (Figura 23).
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Figura 23. (A) Creatinina; (B) Efedrina; (C) Microcistina-LR. Moléculas sobre las cuales se ha
utilizado métodos de modelizacion molecular para la seleccion de las condiciones dptimas de

impronta.

5. CONCLUSIONES

e Las interacciones no covalentes son las relevantes en el reconocimiento molecular.
Aungque los enlaces de hidrogeno son de las interacciones mas importantes para la quimica
supramolecular, todas las interacciones no covalentes son importantes porque en una
molécula no se suele dar solo un tipo de interaccién.

e El reconocimiento molecular precisa que la interacciéon sea selectiva y discrimine un
sustrato de otro, para poder realizar una funcion especifica

e Para disefiar nuevos receptores moleculares mas selectivos hay que tener en cuenta la
complementariedad estérica y quimica, ya que es imprescindible que exista
complementariedad espacial y quimica entre el receptor y el sustrato.

e Debido a la importancia de los factores que intervienen en las propiedades de
reconocimiento de los MIPs, su optimizacion es compleja pero indispensable.
Fundamentalmente se optimizan los monédmeros funcionales, que se seleccionan en base
a las caracteristicas acido/base de la plantilla; el agente de entrecruzamiento, que debe
ser empleado en cantidad necesaria para un grado de entrecruzamiento mayor del 80%;
el disolvente pordgeno, que se elige en funcion de la capacidad para estabilizar el complejo
pre-polimerizacidn; y el iniciador, cuya eleccidn es en funcidn a las caracteristicas del resto
de componentes del sistema.

e Actualmente las investigaciones estan siendo encaminadas a facilitar la optimizacién de
los métodos ya existentes. De forma que se pueda obtener un gran nimero de polimeros

con alto rendimiento y posteriormente ensayar su utilidad.
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