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1.1. Quimica supramolecular aplicada a
la medicina

En el presente apartado se ofrecerd un breve recorrido historico a
través de las distintas etapas por las que ha cursado la quimica y la
incidencia que ha tenido su desarrollo en el &mbito de la medicina. Se
procurara a continuacion dar una vision general sobre como las ideas y los
conceptos aportados por la quimica supramolecular han venido a cambiar
el paradigma de la quimica médica, no sélo aportando fundamentos
tedricos para comprender e imitar los procesos bioldgicos, sino también
cambiando la manera en que se disefian y desarrollan los nuevos farmacos.

1.1.1. Breve historia de la quimica médica. De la alquimia
a la quimica supramolecular.

Desde los inicios de la civilizacion, la humanidad ha intentado
comprender y controlar los cambios en la naturaleza de las sustancias
conocidas. Los primeros habitantes aprendieron a mantener y controlar el
fuegoy, siglos después, se esforzaron en transmutar metales baratos en oro.
En esos primeros pasos, el arte de la khemeia se abri6 camino
principalmente en el campo de la metalurgia y tuvo poca influencia en el
desarrollo de la medicina.

Los registros mas antiguos sobre el uso terapeutico de plantas y
minerales provienen de las antiguas civilizaciones chinas, hindles, mayas
y mediterraneas. Tratamientos para la malaria, la disenteria, analgésicos,
son algunos ejemplos de lo que se podia encontrar en estas antiguas
farmacopeas. En el caso de los griegos, ademas de extractos de plantas o
animales, se utilizaban también remedios inorganicos, por ejemplo
minerales de cobre o zinc, sulfato de hierro y 6xido de cadmio [1].
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Esta tradicion antigua promulgaba la existencia de una sustancia
necesaria para transmutar los metales comunes en oro, una sustancia
llamada xerion por los griegos y, posteriormente, al-iksir o la piedra
filosofal. Fue en la época del imperio &rabe (s.VI d.C.) cuando surgio la
idea de que este elixir o piedra filosofal poseia ademas la propiedad de
curar todas las enfermedades, devolver la juventud, prolongar la vida e
incluso asegurar la inmortalidad. Con esta nueva idea, en los siglos
siguientes la alquimia se desarrolla siguiendo dos caminos: uno mineral,
con el propdsito de transmutar metales en oro, y otro medicinal, cuyo
principal objetivo era curar enfermedades y, en Gltima instancia, alcanzar
la inmortalidad. Algunos notorios alquimistas de esta época son: Jabir ibn-
Hayyan (Geber, s. VIII), Al Razi (Rhazes, s. X) e Ibn Sina (Avicena, s. XI)

[2].

Figura 1.1. “El Alquimista”, obra del pintor flamenco David Teniers el
Joven.

Tras el derrumbe del imperio musulman, la alquimia sufre un
progresivo declive, propiciado, en buena medida, por la charlataneria y el
engafio de aquellos que la practicaban, llegando a ser prohibida por reyes
y papas. No fue hasta principios del siglo XVI cuando Theophrastus
Bombast von Hohenheim, médico suizo y profesor, mejor conocido por el
nombre de Paracelso, da un nuevo impulso a la alquimia y declara que la
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mision de ésta deberia ser la curacion de la enfermedad. La gran influencia
que ejercid Paracelso en su época, con su caracter violento y el ardor con
que defendia sus ideas, llevé a muchos alquimistas a orientar sus esfuerzos
hacia la preparacion de drogas y remedios. Esta nueva vertiente, que
intentaba unir el conocimiento heredado de la alquimia con la medicina, es
conocida como iatroquimica. Su préactica se extendié entre los siglos XVI
y XVII, y se puede considerar como un periodo de transicion entre la
alquimia y la verdadera quimica, que surge con la implantacion definitiva
del método cientifico en el siglo XVIII. Entre los avances que se
introdujeron durante los siglos de la iatroquimica estan el uso del mercurio
y el azufre para tratar la sifilis (Paracelso), la preparacion del cloruro de
estafio (Libavius), la palabra gas (van Helmont) y el desarrollo de una
primera teoria sobre la quimica &cido-base (Lemery) [3].

Al introducir de manera sistematica el método cientifico y el
principio de conservacién de la materia en su Tratado elemental de
guimica, publicado en 1789, Antoine Lavoiser sienta las bases de la
quimica moderna y da impulso a una auténtica revolucion. A partir de
entonces, los avances en la quimica y en sus aplicaciones biomédicas se
suceden de manera vertiginosa. Kolbe y Berthelot sintetizan el acido
acético y el metano, respectivamente, estableciendo los principios de la
guimica organica. El refinamiento de las técnicas de analisis quimico
cambian la perspectiva en la busqueda de nuevos medicamentos: ya no se
trata de encontrar nuevas plantas medicinales, sino de aislar los
ingredientes activos que dan las propiedades a una planta determinada. Asi,
en las primeras deécadas del siglo XIX, se aislan la morfina del opio, la
estricnina, la cafeina, la quinina, la codeina..., y la mayoria de los
alcaloides de todas las plantas conocidas. A mediados de siglo empiezan a
prepararse las primeras drogas sintéticas halogenadas. Y asi, gracias a
todos estos descubrimientos y a los avances en quimica organica, a finales
del siglo XIX, nace la industria farmacéutica. Se empiezan a producir
masivamente drogas totalmente sintéticas: analgésicos, anestésicos,
vasodilatadores, antiinflamatorios, etcétera, aunque poco o0 nada se conocia
sobre sus mecanismos de accion. Esto comienza a cambiar con los estudios
de Paul Erlich y sus teorias sobre receptores [4].

Ao largo del siglo XX, la farmacopea se va ampliando con nuevos
antiparasitarios, diuréticos, antibioticos, etcétera. Asi, a medida que se
fueron descubriendo tratamientos para las enfermedades mas serias, la
esperanza de vida fue aumentando hasta duplicarse en s6lo unas décadas.
De esta forma llegamos a la mitad del siglo XX, momento en el que la

5
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importancia de las interacciones intermoleculares en todos los procesos
vitales va siendo extensamente reconocida, y diversas disciplinas, como la
fisica, la biologia y la medicina, comienzan a converger con la quimica
para dar lugar al surgimiento de un nuevo campo: la quimica
supramolecular. Como veremos a continuacién, esta nueva disciplina
guimica va a aportar nuevas perspectivas y herramientas para combatir las
enfermedades que aln contindan siendo un reto para la humanidad.

1.1.2. Aproximacidn supramolecular a la quimica médica

Como se ha comentado en el apartado anterior, tradicionalmente
los compuestos con actividad farmacoldgica se han obtenido de la
naturaleza, ya fuera utilizando directamente la materia organica con poco
0 ningln tratamiento 0, mé&s recientemente, mediante la identificacion,
aislamiento y purificacion de los principios activos presentes en los
organismos. A dia de hoy los productos naturales siguen teniendo un papel
importante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, de hecho
el 50% de los que se obtuvieron entre 1981 y 2002 provenian de estas
fuentes [5]. Sin embargo, la lentitud con la que se descubren nuevos
productos naturales, junto con otras limitaciones, supone una desventaja
gue ha provocado que en las Gltimas décadas la industria quimica haya
orientado sus esfuerzos mas hacia la preparacion de enormes librerias de
compuestos sintéticos, obtenidos mediante quimica combinatoria. Esta
aproximacién permite obtener millones de compuestos con potencial
actividad, que luego deben ser cribados para dejar s6lo los candidatos mas
prometedores.

El quimico, sin embargo, no puede depender Unicamente del azar
para descubrir nuevos farmacos. Para aumentar las posibilidades de
acierto, reduciendo a la vez el tiempo y los costos del proceso, es necesario
tener una idea clara de cémo las especies quimicas interactian con las
dianas biologicas. Es aqui donde entra en escena la quimica
supramolecular, la cual nos ofrece un marco tedrico para comprender las
fuerzas intermoleculares que intervienen en la interaccion de las drogas
potenciales con su entorno bioldgico [6]. Ademés, los conceptos de
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autoensamblaje y reconocimiento molecular, ideas clave en la quimica
supramolecular gue discutiremos a continuacién, han cambiado el punto
de vista y las predicciones respecto a los mecanismos de las enfermedades
y las estrategias de tratamiento [7]. Como veremos a lo largo de este
apartado, tanto la quimica médica como la quimica supramolecular se han
beneficiado la una de la otra: las primeras hipotesis de la quimica médica
abonaron el camino de la quimica supramolecular, que a su vez ha
ampliado el enfoque de la quimica médica, de manera que ambas
disciplinas se han nutrido mutuamente.

Para desarrollar las ideas en este apartado procederemos de la
siguiente manera: primero, se hard una breve introduccion a la quimica
supramolecular y, posteriormente, se irdn desgranando los conceptos clave
de ésta que han tenido un impacto en la medicina, ilustrando cada uno con
ejemplos especificos.

Quimica supramolecular

De acuerdo con la definicion de Jean-Marie Lehn, la quimica
supramolecular es un campo interdisciplinar que se encarga del estudio de
las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas de las especies quimicas de
mayor complejidad que las moléculas, las cuales se mantienen unidas a
través de interacciones intermoleculares [8]. Al contrario que en la quimica
molecular, basada en el enlace covalente, en la quimica supramolecular las
interacciones son de tipo no covalente, lo que llevo a J.-M. Lehn a definir
el campo como “quimica mas all& de la molécula” [9].

Desde este punto de vista, la mayoria de interacciones clave en los
sistemas biolégicos son de tipo supramolecular. Es mas, la interaccion en
el organismo de cualquier farmaco serad también, en alguna etapa, de este
tipo [10]. Dado que el objetivo de la quimica médica es influenciar estos
procesos, es evidente que las herramientas de la quimica supramolecular
tendran algo que aportar al desarrollo de la misma, tal como veremos mas
adelante.

Los antecedentes tedricos que sentaron las bases de la quimica
supramolecular se remontan a la segunda mitad del siglo X1X. Johanes
Diderik van der Waals postuld, ya en 1873, la existencia de fuerzas
intermoleculares y, diez afios después, Alfred Werner introdujo el concepto
de quimica de coordinacion [11]. En esos mismos afios, concretamente en
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1894, Emil Fischer publico su articulo seminal en el que proponia un
mecanismo para la interaccién de especies quimicas con las enzimas
basado en la complementariedad estérica entre el sustrato y el centro activo
de la enzima, conocida como “hipotesis de la llave y la cerradura” [12]. En
1906, Paul Ehrlich lleva el concepto de reconocimiento molecular,
planteado por Fischer, al campo de la medicina introduciendo los
conceptos de receptor y sustrato bioldgico en su teoria de la inmunidad de
cadena lateral [13]. El término “supramolécula” (Ubermolekiile) fue
introducido en la literatura en 1937 por Karl Lothar Wolf y colaboradores,
que lo utilizaron para describir los dimeros que forma el acido acético a
través de puentes de hidrégeno [14].

Pero no fue hasta la década de 1960 cuando se produjo el impulso
definitivo a este nuevo campo de la quimica. El reconocimiento del papel
biolégico de cationes como Na*, K*, Mg?* y Ca?* en procesos eléctricos y
musculares, sumado al descubrimiento de una serie de antibioticos
naturales (p. €j.: valinomicina [15], gramicidina [16], nonactina [17]),
capaces de complejar selectivamente cationes alcalinos y transportarlos a
través de las membranas celulares, inspiraron a un grupo de cientificos a
desarrollar sistemas sintéticos que tuvieran propiedades analogas a las de
estos productos naturales.

Asi, en el transcurso del afio 1967, el quimico americano Charles
Pedersen sintetiz6 una serie de poliéteres ciclicos, denominados éteres
corona, que demostraron ser capaces de complejar metales alcalinos de
manera selectiva [18]. De forma paralela, el quimico francés Jean-Marie
Lehn propuso el disefio de una serie de compuestos sintéticos que fueran
capaces de transportar cationes a través de membranas, mimetizando asi el
comportamiento de los antibidticos ciclopeptidicos descritos antes. Estos
trabajos llevaron a la preparacion de los primeros criptandos, ligandos
macrobiciclicos en los que atomos de nitrégeno, cabeza de puente, estan
conectados por cadenas poliéter [19, 20]. Otro cientifico Ilamado Donald
Cram expandi6 los estudios realizados por Pedersen, con sus receptores
planos, mediante la sintesis de moléculas tridimensionales que eran
capaces de encapsular al ion, dando lugar a complejos mas estables [21].

La relevancia del trabajo de estos tres cientificos fue reconocida en
1987 mediante la concesion del Premio Nobel de Quimica (figura 1.2), por
sus trabajos pioneros en el campo de la quimica “huésped-anfitrion” (del
inglés “host-guest”). De esta manera, la quimica supramolecular ha ido
construyendo sus bases tedricas y su propio lenguaje, gracias en buena
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medida a los trabajos de Jean-Marie Lehn [22]. Las bases de esta disciplina
y los principales avances que ha producido han sido recientemente
recopilados en una enciclopedia de ocho volumenes publicada en el afio
2012 [23].

INSPIRACION DE LA NATURALEZA

Eteres corona Criptandos Esferandos
o)

D N sty

M Y
G o 5

C. Pedersen D. J. Cram

Premio Nobel de o
Quimica

1987
Figura 1.2. Los cientificos que impulsaron el desarrollo de la quimica
supramolecular.

A continuacion, pasaremos a detallar algunos conceptos clave en
la quimica supramolecular. La separacion entre unos conceptos y otros es
arbitraria, ya que a veces se superponen y complementan unos con otros.
Ademas, no pretendemos en esta introduccion cubrir todo el entramado
tedrico de la quimica supramolecular, sino mas bien hacer énfasis en
aquellos conceptos gque han tenido un mayor impacto en la quimica médica,
ilustrando los mismos con ejemplos de aplicaciones que han surgido
gracias a la sinergia entre ambas ramas del conocimiento.
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Fuerzas intermoleculares

Como ya se ha comentado, el conocimiento de las fuerzas
intermoleculares precede al surgimiento de la quimica supramolecular. Sin
embargo, dada su importancia para comprender los sistemas
supramoleculares en general, creemos conveniente hacer aqui un breve
repaso de las propiedades y caracteristicas de los distintos tipos de
interacciones no covalentes.

Estas fuerzas incluyen las interacciones ion-dipolo, ién-dipolo
inducido, los enlaces de hidrégeno y las fuerzas de Van der Waals (dipolo
permanente, dipolo inducido y fuerzas de dispersidn). Segun se desprende
de los valores de las energias de disociacion (tabla 1.1), estas interacciones
son mas débiles que los enlaces idnicos o covalentes, por lo que a veces
nos referimos a ellas como fuerzas débiles.

Tabla 1.1. Intervalo de valores aproximado para las energias de
disociacion de los distintos tipos de enlace no covalente [24].

Tipo de interaccion Energia de disociacion (kJ mol?)
Enlace i6nico 100-350

Enlace de coordinacion 100-300

I6n-dipolo 50-200

Puente de hidrégeno 4-120

Cation-rt y anion-nt 5-80

Dipolo-dipolo 5-50

Fuerzas de Van der Waals <5

Otro tipo de interacciones con una gran relevancia en sistemas
quimicos y bioguimicos, y a las que haremos referencia con frecuencia en
esta tesis, son las interacciones que involucran anillos aromaticos. Se
derivan de una suma de factores electrostaticos, dipolos inducidos,
contribuciones dispersivas y efectos hidrofébicos [ 25]. Se pueden
clasificar en las tres categorias que se muestran en la figura 1.3:
apilamiento-rt, i6n-t y XH-n[26]. La interaccion por apilamiento-
tienen energias de enlace inferiores a 50 kJ mol?, y son méas intensas en el
caso de sistemas con un anillo aromatico m deficiente y otro © excedente.
La presencia de un atomo de nitrdgeno en un anillo aromético disminuye
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la densidad de carga 7 sobre el resto de nucleos del esqueleto o. Si ademas
los &tomos de nitrégeno coordinan un metal o estan alquilados, su caracter
n deficiente se acentta [27].

Desplazado
paralelamente

<®> @ o O

Apilamiento-nt Ion-nt

"Sandwich”

Figura 1.3. Modelo de las interacciones no covalentes en las que
intervienen anillos aromaticos.

Hay que considerar que las interacciones entre una droga y su
diana bioldgica —por ejemplo, un inhibidor y la enzima— tienen lugar en
medio acuoso y, por tanto, es importante tener en cuenta los efectos
hidréfobos, los cuales gobiernan la asociacién de moléculas apolares en
disolucién acuosa [28]. Cuando se forma un complejo de inclusion, por
ejemplo, las moléculas de agua son desplazadas por la molécula “huésped”
hidréfoba. Este desplazamiento produce un efecto entrdpico favorable, al
retirar las moléculas de agua de la cavidad, que puede llegar a compensar
el cambio de entropia desfavorable derivado de la inmovilizacion de la
molécula “huésped” [29].

11
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Reconocimiento molecular

Podemos definir el reconocimiento molecular como un proceso
gue incluye tanto la unién como la seleccidn de sustratos por una molécula
receptora dada para realizar una funcion especifica. Este ha sido un
concepto ampliamente utilizado en biologia, desde que Emil Fischer
planteara su hipotesis de “llave y cerradura”. Y no es de extrafiar, ya que
es posiblemente el evento mas importante en los sistemas vivos. La
formacidn de las membranas lipidicas, el plegamiento de las proteinas, la
replicacién del ADN, la actividad de receptores y transportadores, y
muchos otros procesos fundamentales estan sujetos al reconocimiento de
una entidad molecular por otra [30]. Con el surgir de la quimica
supramolecular, el concepto de reconocimiento se extiende mas alla de los
sistemas bioldgicos, pasando de la terminologia de “sustrato-enzima” a la
de “huésped-anfitrion” [31].

mteraceion

hidrofobica
alraccion
electrostatica |v|
NS NV
ENZIMA
i I
enlaces de
hidrogeno

Figura 1.4. Representacion esquematica de la hipdtesis de la “llave y
cerradura” desarrollada por Fischer.

El complejo formado, o supermolécula, puede estar constituido por
dos 0 mas moléculas o iones que se mantienen juntos a través de las fuerzas
intermoleculares descritas antes. Para que exista reconocimiento tiene que
haber no s6lo una elevada afinidad, sino también selectividad por un
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determinado sustrato [32]. Esto se consigue haciendo uso de los principios
de preorganizacién y complementariedad. El principio de preorganizacion
establece que cuanto mas organizadas estén, tanto la molécula huésped
como la anfitrién, para unirse en un complejo, tanto mas estable seré el
complejo formado [33]. La complementariedad implica una disposicion
adecuada de los sitios de union del receptor que permita la
complementariedad estereoelectronica de éstos con los de la molécula
huésped [31]. A continuacion, veremos algunos ejemplos de como estos
principios se han aplicado a la biomedicina.

Los patdgenos —por ejemplo, los virus— dependen de un nimero de
enzimas claves para su supervivencia, por lo que una estrategia para la
sintesis de nuevos farmacos es el disefio de moléculas que puedan ser
reconocidas por el centro activo de estas enzimas, de manera selectiva y
con mayor afinidad que los sustratos naturales, de modo que inhiban la
funcidn de la enzima y prevengan asi la proliferacion del patégeno. Un
buen ejemplo es el medicamento contra la gripe Zanamivir [ 34],
comercializado a nivel mundial por GlaxoSmithKline bajo la marca
Relenza. Este farmaco se disefid para inhibir la enzima sialidasa, que se
encuentra en la superficie del virus de la influenza. A partir de la resolucion
de la estructura cristalina de esta enzima en 1983 [35], los cientificos han
podido racionalizar el disefio del inhibidor mas apropiado, haciendo uso de
los conceptos de complementariedad y preorganizacion, maximizando asi
el nimero de interacciones intermoleculares. En la figura 1.5, se ilustra el
modo de interaccion de este farmaco con el centro activo de la enzima
sialidasa del virus de la influenza. Como se puede apreciar, cada uno de los
cuatro sustituyentes del anillo forma puentes de hidrégeno con algin
residuo del centro activo de la enzima. Dos de estos, ademas, estan
reforzados por interacciones electrostaticas. Este disefio racional ha
permitido obtener un compuesto que tiene tres veces mas afinidad por la
enzima que el sustrato natural, el &cido siélico, inhibiendo asi todos los
virus de la gripe estandar [6].

13



Introduccién

Figura 1.5. (A) Estructura cristalina (PDB ref. 4100) del farmaco
Zanamivir (Relenza) en una enzima del virus de la influenza [36]. (B)
Esquema de las interacciones intermoleculares de la droga con el centro
activo de la enzima. Las lineas discontinuas indican las interacciones
supramoleculares responsables de la interaccién. Figura reproducida de la
referencia [6].

Otra area importante en la que se aplica el reconocimiento
molecular es en la preparacion de sistemas supramoleculares para el
transporte controlado de farmacos, o drug delivery. Esto implica el
reconocimiento y complejacion no de un sustrato biolégico, sino del
farmaco que se desea hacer llegar hasta una diana celular determinada, con
el fin de mejorar su administracion y biodistribucion. Las ciclodextrinas,
como la mostrada en la figura 1.6, han sido ampliamente utilizadas para
modificar las propiedades farmacocinéticas de un gran ndmero de
principios activos, mediante la formacion de complejos de inclusion que
permiten mejorar la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco [37].

Otro ejemplo importante hace referencia a la preparacion de
sondas fluorescentes para la deteccion de analitos bioldgicos. Este campo,
en el que se viene trabajando desde hace muchos afios en el Grupo de
Quimica Supramolecular de la Universidad de Valencia, se comentara con
mayor detalle en la seccién 1.2.6 de esta introduccion.
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Figura 1.6. Estructura de la B-ciclodextrina e ilustracion esquematica del
modo de complejacién por inclusion.

Autoensamblaje

Entendemos por autoensamblaje la formacién de un producto final
por asociacién directa y espontanea de sus componentes, cuando éstos
estan en una mezcla en las condiciones adecuadas. El proceso debe ser
completamente reversible, y el producto debe ser estable en equilibrio
termodinamico [38]. Se trata, de nuevo, de un proceso que ocurre en la
naturaleza y que es el responsable de la complejidad y elevada
organizacion de los sistemas bioldgicos [39]: el autoensamblaje del ADN
en una estructura de doble hélice a partir de dos oligonucleétidos
complementarios, la formacion de las membranas lipidicas, el plegamiento
de las proteinas en su estructura tridimensional y el ensamblaje del virus
del mosaico de tabaco son algunos ejemplos de este tipo de procesos que
podemos encontrar en la naturaleza. Las células vivas, en definitiva, se
autoensamblan, y entender la vida implica, por tanto, comprender el
autoensamblaje. El reto para el quimico supramolecular es el disefio de los
componentes moleculares, llamados building blocks, que contengan toda
la informacion necesaria codificada (como estructura, carga,
polarizabilidad, etcétera) para que tenga lugar su autoorganizacion en el
patron deseado. Este autoensamblaje molecular involucra las fuerzas
intermoleculares que se han discutido antes (Van der Waals, atracciones
electrostaticas, enlaces de hidrégeno, enlaces de coordinacion, fuerzas
hidrofébicas) [40].

Este poderoso concepto, inspirado en la naturaleza y desarrollado
por la quimica supramolecular, ha atraido la atencién de la biomedicina
respecto a las posibles aplicaciones de las arquitecturas autoensambladas,
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ya sea COmo nuevos agentes terapeuticos, biomateriales o sistemas para el
transporte controlado de farmacos, o drug delivery [41]. Un ejemplo de
esta aproximacion supramolecular a la medicina es el desarrollo de nuevos
antibi6ticos basados en una serie de péptidos ciclicos. Estos poseen una
estructura relativamente plana, rigida y con forma de aro, y son capaces de
autoensamblarse, apilandose uno sobre otro. Esto lo logran estableciendo
enlaces de hidrdgeno entre sus grupos CONH, particularmente en
ambientes no polares, en los que las moléculas de agua no compiten en la
formacion de los enlaces de hidrégeno (figura 1.7A) [42]. Estas estructuras
apiladas, Ilamadas nanotubos, tienen tendencia a autoensamblarse en el
ambiente apolar de las paredes celulares de las bacterias, causando una
alteracion de la misma que conduce a la muerte bacterial (figura 1.7B) [43].
La hipdtesis es que, si las bacterias desarrollan resistencia a un nanotubo
especifico, el péptido ciclico podria sobreponerse a esta resistencia al
apilarse de manera diferente. De esta manera, el fArmaco tiene su propio
potencial para evolucionar, lo que ofrece un nuevo paradigma para el
desarrollo de nuevas drogas supramoleculares, aprovechandose de la
naturaleza dinamica de estos sistemas autoensamblados para responder a
las cambiantes condiciones que puedan encontrar in vivo [6].

NN,

Auto-
ensamblaje

—

A T (O

Figura 1.7. (A) Autoensamblaje de péptidos ciclicos para formar
nanotubos a través de una red de enlaces de hidrogeno. (B) Interferencia
de los nanotubos en la membrana celular. Figuras adaptadas de la
referencia [43].
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Multivalencia

Entendemos por interaccién multivalente aquella en que maltiples
ligandos, en una misma entidad, se unen simultaneamente a multiples
sustratos [44]. La energia libre de la interaccion ligando-sustrato de tipo
multivalente puede ser mayor, igual, 0 menor que la suma de las energias
libres de las interacciones monovalentes andlogas. A estas distintas
situaciones se las conoce como interacciones cooperativas (sinergisticas),
no cooperativas (aditivas) o anticooperativas  (interferentes),
respectivamente [45].

Las interacciones multivalentes son ubicuas en los sistemas
biolégicos, los cuales se benefician de ellas por varios motivos: permiten
establecer enlaces fuertes con una superficie de contacto pequefia;
multiplicar una interaccién ya existente en vez de crear una nueva es
evolutivamente mas favorable; se pueden inducir grandes cambios
conformacionales e inmovilizacion estérica; etcétera. Y asi encontramos
multitud de ejemplos en la naturaleza de este tipo de interacciones: en la
unién de un virus o una bacteria a la superficie de la célula; en la adhesién
de un neutrofilo a las células endoteliales; en la interaccion de los
anticuerpos con sus dianas; o en el enlace de los factores de transcripcion
a multiples sitios del ADN [45]. Comprender este tipo de interacciones,
por tanto, es importante para poder desarrollar sistemas sintéticos que
permitan antagonizar procesos bioldgicos indeseados (como la unién de un
virus a la célula [46]) o, al contrario, promover procesos beneficiosos (la
accion de los anticuerpos).

Un ejemplo es la preparacion de polimeros que inhiben el anclaje
del virus de la influenza en los eritrocitos [47]. Uno de los mas efectivos
esta basado en un polimero lineal de poliacrilamida con multiples copias
de &cido sialico (AS) como cadenas laterales. Este polimero es capaz de
prevenir la hemaglutinacién de los eritrocitos a concentraciones 108 veces
mas bajas que los mondmeros de AS (figura 1.8) [48].
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Virus Célula

Figura 1.8. (A) Adhesion del virus de la influenza a una célula huésped
mediante interaccion multivalente. (B) Inhibicion de la interaccion por la
accion de un polimero funcionalizado con multiples unidades de AS.
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1.2. Aplicaciones biomédicas de las
poliaminas

Al descubrirse, en los afios sesenta, que las poliaminas estaban
unidas a un gran namero de aniones celulares, incluyendo el ADN vy el
ARN, el estudio de las mismas salta a la primera linea de interés. Desde
entonces, los esfuerzos en investigacion en el campo de las aplicaciones
biomédicas de las poliaminas han dado lugar a grandes avances. Esta area
de investigacion ha sido siempre multidisciplinar, siendo abordada desde
las perspectivas de la quimica sintética, la quimica supramolecular, la
biologia molecular, la genética, la parasitologia, el desarrollo de farmacos
y otros campos relacionados. Y producto de toda esta sinergia, se han
venido obteniendo resultados de manera periddica, plasmados en el
descubrimiento de compuestos que actGan como antiparasitarios,
miméticos enzimaticos, agentes de transferencia genética, agentes
antitumorales, etcétera, algunos de los cuales se encuentran ya en fase
clinica avanzada [49].

En este apartado se comenzaran describiendo las poliaminas de
origen natural, siguiendo con las aplicaciones gque se han abordado en esta
tesis para los derivados sintéticos: como agentes antitumorales, miméticos
enzimaticos y antiparasitarios.
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1.2.1. Poliaminas en los sistemas biol6gicos

En todas las células vivas se pueden encontrar poliaminas, las
cuales son esenciales para la vida en eucariotas al ejercer un rol
fundamental en diversos procesos celulares. A continuacion, se hara un
breve repaso de la estructura, funcion, toxicidad y regulacion de las
poliaminas que se encuentran de forma natural en los sistemas vivos.

En la figura 1.9 podemos ver algunos ejemplos de la diversidad de
poliaminas que se encuentran en la natrualeza [50]. Se trata de moléculas
pequefias, cargadas positivamente a pH fisiolégico. La mayoria de las
poliaminas mas largas estan presentes en organismos termoéfilos (de alli los
nombres como termina, caldina y termoespermina), si bien también se
pueden encontrar en otros organismos [51]. En el caso de los mamiferos,
estan presentes tres miembros de esta familia: espermina, espermidina y
putrescina, y las tres son necesarias para el desarrollo y crecimiento normal
de los organismos.

NH
NH )k NH
HzN/\/\/ 2 HZN/\/\/\NHZ H,N H/\/\/ ZHZN/\/\NHZ

Putrescina Cadaverina Agmatina 1,3-diaminopropano

Espermidina Espermina

H
NH, H N/\/\/N\/\/\NH
HZN/\/\N/\/\N/\/\/ ) 2

Termoespermina sym-Homoespermidina
HZN/\/\H/\/\NHZ HZN/\/\H/\/\H/\/\NHZ
sym-Norespermidina sym-Norespermina
(Caldina) (Termina)

Figura 1.9. Ejemplos de poliaminas biogénicas. Los términos subrayados
corresponden a aquellas poliaminas sintetizadas por los mamiferos [50].
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Las principales fuentes de poliaminas exdgenas son la
alimentacion y las bacterias gastrointesinales [52]. Sin embargo, sigue
habiendo un conocimiento bastante limitado acerca de los mecanismos por
los que las células adquieren las poliaminas a través del llamado, de manera
general, sistema de transporte de poliaminas (o PTS, por sus siglas en
inglés). Este ubicuo sistema estd compuesto por una variedad de
permeasas, especificas para diferentes sustratos, de cuya identidad y
composicidn proteica alin conocemos poco. Lo que si sabemos es que, con
frecuencia, la actividad del PTS aumenta significativamente con la
transformacion oncogénica de las células [53], habiendo en la literatura
una gran cantidad de informacién que relaciona el cancer con elevados
niveles de poliaminas [54, 55]. Es decir, el PTS estd sobreexpresado en
una gran variedad de células cancerigenas, lo que convierte a las
poliaminas y sus derivados en excelentes candidatos como agentes
antitumorales.

Las poliaminas biogénicas ejercen multitud de funciones que
afectan al crecimiento y desarrollo celular: tienen un efecto estabilizador
sobre la estructura de los &cidos nucleicos; poseen propiedades
antioxidantes; juegan un papel en la sintesis de proteinas y &cidos
nucleicos; regulan la expresion de muchos genes y controlan la actividad
de los canales de iones y modulan la actividad quinasa [56, 57, 58]. Debido
a que las poliaminas se encuentran parcial o totalmente protonadas a pH
fisiologico, pueden unirse a los surcos mayor y menor del ADN y al surco
mayor del ARN (figura 1.10) a través de interacciones electrostaticas con
los grupos fosfatos. Esta interaccion induce la condensacion del ADN,
estabilizando la cromatina y protegiendo el ADN de agentes peligrosos,
como radiaciones ionizantes y especies reactivas de oxigeno [59]. Los
complejos que forman con el ARN provocan cambios en la estructura de
éste, lo que da lugar a la estimulacion e incremento de la eficiencia en la
sintesis de proteinas [52].
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Figura 1.10. Interaccion de la poliamina biogénica espermina (en
amarillo) con el surco mayor del (A) ADN vy (B) ARN. PDB refs. 1S2R
[60] y 2TRA [61], respectivamente.

Sin embargo, y a pesar de la absoluta necesidad de los organismos
por las poliaminas, éstas pueden tener también un efecto toxico en el
crecimiento y viabilidad de microorganismos, espermatozoos, cultivos de
células de mamifero y virus [62]. Los primeros estudios sobre la
farmacologia de la espermina y espermidina revelaron que poseian una
toxicidad elevada al ser inyectadas en animales [63]. Esta toxicidad puede
tener varias causas: un exceso en la concentracion intracelular de
poliaminas conlleva un desajuste del metabolismo celular, incluyendo la
sintesis de proteinas. También es posible que provoquen un
desplazamiento de otros cationes, como magnesio, de los &cidos nucleicos,
membranas, etcétera. La toxicidad puede no estar relacionada directamente
con las poliaminas, sino con algunos productos del catabolismo oxidativo
de estas, principalmente aldehidos [50].

Por todos estos motivos, la concentracion intracelular de
poliaminas se mantiene estrictamente controlada dentro de unos limites a
través de una compleja red de mecanismos biosintéticos, catabdlicos y de
transporte altamente regulados [54]. Como ya se ha mencionado antes,
fallos en este sistema de regulacion, que provocan elevadas
concentraciones de poliaminas intracelulares, estan correlacionados con
una alta proliferacion celular, tipica de la tumorigénesis [55].
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1.2.2. Los acidos nucleicos como dianas supramoleculares
de poliaminas sintéticas

Como se ha mencionado en el capitulo anterior, los &cidos
nucleicos son una de las principales dianas para las poliaminas naturales,
las cuales juegan un papel importante en la estabilizacion conformacional
de éstos. Estas interacciones son de tipo no covalente y pueden, por tanto,
considerarse por si mismas como quimica supramolecular in vivo [64]. En
este apartado, se demostrard y ejemplificard como los derivados sintéticos
de las poliaminas pueden también seguir este camino, interaccionando con
los &cidos nucleicos y abriendo, de esta manera, la puerta a diversas
aplicaciones en el campo de la biomedicina.

Los acidos nucleicos como diana, desde el punto de vista de la
guimica supramolecular, ofrecen diversas posibilidades para las
interacciones de tipo no covalente. En primer lugar, estan cargados
negativamente, debido a su esqueleto fosfatado, por lo que pueden
establecer interacciones de tipo electrostatico con receptores poliaminicos
que tengan grupos protonados a pH fisioldgico. En segundo lugar, se ofrece
la posibilidad de establecer interacciones por puentes de hidrdgeno, a
través tanto de los grupos fosfato como de las bases nitrogenadas. Y
ademas, dado que en la mayoria de sus conformaciones las bases
nitrogenadas se encuentran apiladas, se pueden establecer interacciones de
tipo apilamiento © con ligandos que contengan anillos aromaticos
condensados, interacciones que pueden verse favorecidas por el ambiente
hidrofdébico del interior de la doble hélice.

Tomando en cuenta estas posibilidades, los tipos de interaccion no
covalente de pequefios ligandos organicos con las conformaciones mas
comunes de los acidos nucleicos se pueden clasificar de manera general en
una o varias de las siguientes categorias:
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Interaccién con el surco mayor o menor

En la figura 1.11A se representa un segmento de ADN de doble
hebra en su conformacion B, la fisiologicamente mas relevante. Como se
puede apreciar, los pares de bases se sitGan de manera aproximadamente
ortogonal al eje de la hélice, y la estructura da lugar a dos tipos de surcos:
uno mayor, de 11.6 A de ancho y 8.5 A de profundidad, y otro menor, con
una anchura de solo 6.0 A pero con una profundidad de 8.2 A [65, 66]. El
surco mayor puede interaccionar tanto con moléculas pequefias como con
otras mas voluminosas, incluyendo diversas proteinas. El surco menor es
el sitio de union mas favorecido para muchas moléculas pequefias, ya que
presenta una mayor densidad de cargas negativas, particularmente cuando
hay multiples secuencias no alternadas de adenina-timina (AT). Existen
diversos ejemplos de moléculas que interaccionan con el surco menor:
distamicina (antitumoral), netropsina (antibi6tico y antiviral) o Hoechst
33528 (marcador fluorescente del nucleo celular). Las fuerzas
intermoleculares que intervienen en esta interaccién son principalmente de
tipo electrostaticas, entre los grupos amino protonados y los grupos fosfato,
y por puentes de hidrégeno con los pares de bases. En la figura 1.11B se
representa la estructura cristalina del complejo netropsina-ADN, en ella se
aprecia como el ligando estrecho encaja perfectamente en el surco menor,
en contacto cercano a las paredes del surco [65].

Sureo menor
6.0 A
Surco mayor

116 A

Figura 1.11. (A) Estructura cristalina (PDB ref. 1S2R) de un
oligonucledtido de ADN [60]. (B) Estructura cristalina (PDB ref. 6BNA)
del complejo formado por la droga antitumoral netropsina'y ADN [67].
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Si bien la mayor parte de la investigacion relacionada con la
interaccidn de pequefias moléculas con los acidos nucleicos se ha centrado
principalmente en el ADN, en los ultimos afios se ha producido un
creciente interés en el ARN como diana, tanto por su papel en la replicacion
y expresion de los genes como por la atencion que hay puesta en los
retrovirus. Las moléculas de ARN presentan una mayor diversidad
estructural que las de ADN, con su repetitivo patrén de doble hélice. Estos
motivos estructurales del ARN incluyen bucles, nudos y triples hélices [68]
(figura 1.12A). Los ligandos que se unen preferentemente al ARN suelen
hacerlo en el surco mayor, como es el caso del antibi6tico aminoglucésido
paromomicina, cuya estructura cristalina, unido a ARN de doble hélice del
virus del VIH, aparece representada en la figura 1.12B.

Figura 1.12. (A) Estructura tridimensional de tARN de levadura (PDB ref.
1VTQ) [69]. (B) Molécula de paromomicina unida a un segmento de la
estructura cristalina del ARN del VIH (PDB ref. 3C44) [70].
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Intercalacion

Este modo de interaccion, originalmente propuesto por Lerman y
Pritchard en los afios sesenta [71, 72], implica que el espacio entre dos
pares de bases, apilados en la doble hélice, puede ser abierto para dar
cabida a una molécula aromética plana, que se inserta en este espacio
hidr6fobo formando una interaccion de tipo n—n con las bases, superior e
inferior. El acceso del agente intercalante puede tener lugar tanto desde el
surco mayor como del menor. EI aumento, inducido por el fenémeno de
intercalacion, en la separacion de los pares de bases provoca un
desenrollamiento parcial de la doble hélice, que aumenta su longitud. El
esqueleto fosfatado del ADN no es lo suficientemente flexible para
permitir que un compuesto se inserte en cada espacio entre pares de bases,
sino que, una vez que un espacio se ha llenado, los adyacentes deben
permanecer vacios, dando lugar a que, como maximo, pueda haber una
molécula intercalante por cada dos espacios entre pares de bases. A este
hecho se le conoce como el principio de exclusion del vecino proximo [73].
Las moléculas intercalantes que no tienen sustituyentes voluminosos,
como los hidrocarburos poliaromaticos (antraceno, pireno, fenantreno,
etcétera) o la proflavina, que se muestra en la figura 1.13, pueden intercalar
sin que haya ninguna parte significativa de la molécula en ninguno de los
surcos. A este tipo de compuestos se les denomina intercaladores clasicos
[74].

O \
—
H,N N NH,

Proflavina

Figura 1.13. Esquema del intercalador clasico proflavina y estructura
cristalina (PDB ref. 3FT6) [75] del complejo formado con un hexamero de
ADN.
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Sin embargo, muchas moléculas intercalantes poseen sustituyentes
voluminosos que, en los complejos formados con el ADN, deben
permanecer en alguno de los surcos. A este tipo de compuestos, llamados
en inglés threading intercalators?, pertenecen muchos de los compuestos
estudiados en esta tesis, asi como los compuestos representados en la figura
1.14: las antraciclinas (doxorubicina y daunomicina, usados como
antitumorales) [76, 77], el bromuro de etidio y las drogas DACA [78] y
quinacrina [79]. Y, para ilustrar este modo hibrido de interaccién, en la
figura 1.15 se muestra la estructura del complejo formado por la
daunomicina, una importante droga antitumoral, y el ADN. Como se
aprecia en la figura, el ligando se inserta por el surco menor, intercalando
la parte aromatica entre los pares de bases, mientras que la parte no
aromatica, cargada positivamente a pH fisioldgico, se mantiene en la parte
exterior interaccionando con la cadena fosfatada del surco menor.

BP oN__

o H,N / NH,
o R=H Daunomicina

H, R =0OH Doxorubicina

Bromuro de etidio
NK

X HNJ\/\/ N
O /O o

N ‘ ~

N
0 N/\/ ~
H cl

DACA Quinacrina

Figura 1.14. Ejemplos de agentes intercalantes del tipo threading
intercalator.

2 La traduccion literal del término seria “intercalador que enhebra”, haciendo una
analogia con un hilo que pasa por el ojo de la aguja.
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Daunomicina

Figura 1.15. Estructura cristalina del complejo formado por la droga
anticancerigena daunomicina con el ADN del protozoo Trypanosoma
brucei (PDB ref. 308D) [80].

Ademéas de moléculas organicas aromaticas, hay otro tipo de
compuestos que pueden dar lugar al fendbmeno de la intercalacion: los
complejos metalicos [81]. El primer ejemplo de este tipo de compuestos
fue un complejo plano de Pt(Il) y terpiridina, desarrollado por Lippard
[82]. Posteriormente, se han desarrollado compuestos octaédricos de
Ru(ll) y Rh(Ill) con ligandos planos. Estos ligandos son capaces de
intercalar entre los pares de bases del ADN, mientras que el metal y los
coligandos adicionales se alojan sobre uno de los surcos [83].

Otro proceso relacionado puede tener lugar cuando dos
intercalantes estan unidos entre si en una sola molécula. Si el espaciador es
suficientemente largo y flexible, la molécula puede adoptar una
conformacion que permita a cada unidad intercalante insertarse en dos
sitios diferentes del mismo diplex de ADN. A este proceso se le denomina
bis-intercalacion [64, 73, 84, 85].

Los mecanismos de interaccién antes mencionados, hacen
referencia a la forma mas relevante del ADN, la forma B. Cabe aqui
mencionar que existen otros tipos de conformaciones no convencionales
del ADN, como la forma Z, los cuartetos de guanina, las triples hélices, los
motivos i, etcétera [86]. Estas conformaciones pueden dar lugar a otros
modos de interaccién con pequefias moléculas, si bien estos aspectos
sobrepasan el alcance planteado para la introduccion de esta tesis doctoral.
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1.2.3. Agentes antitumorales basados en poliaminas

Poliaminas sintéticas de cadena abierta

Como se ha mencionado en el apartado 1.2.1 de esta introduccion,
las poliaminas naturales interaccionan con los &cidos nucleicos, ejercen
multitud de funciones a nivel celular y su concentracion es mayor en
diversos tejidos tumorales. No es de extrafar, pues, que los primeros
esfuerzos en el desarrollo de poliaminas sintéticas como potenciales
agentes antitumorales fueran orientados hacia la obtencion de analogos no
naturales de las poliaminas biogénicas. Algunos de estos primeros
analogos, desarrollados en los afios ochenta, se prepararon introduciendo
modificaciones sencillas a las poliaminas naturales: grupos amino
alquilados, cambios en la longitud de la cadena carbonada, mayor nimero
de grupos amino, etcétera [49, 87].

Los ensayos sobre la actividad de estos primeros analogos
revelaron que la alteracion en los valores de pKa, producidos por la
alquilacion de los nitrégenos terminales, podia modificar el metabolismo
de las poliaminas y tener, por tanto, un efecto terapéutico potencial. Esto
Ilevo al disefio y preparacion de una gran variedad de compuestos con
poliaminas terminales secundarias. Ejemplos de estos primeros derivados
son los compuestos 1, 2 y 3 que se muestran en la figura 1.16. Estos
analogos entran a las células a través del sistema de transporte de
poliaminas (PTS) y provocan una disminucién en la sintesis de las
poliaminas naturales [88]. EI compuesto 1 avanzé en fase clinica | y I,
revelando que era de bajisima toxicidad y apto para su administracion; sin
embargo, no mostro efectos clinicos significativos en pacientes con cancer
de pulmén o de pecho [49].

Debido al relativo éxito de estos compuestos, se disefiaron una
serie de analogos de segunda generacién con actividad antitumoral
mejorada. Esto se consigui6 dotando a los compuestos de cierta rigidez
estructural, restringiendo la rotacién en el centro de las poliaminas
mediante la incorporacion de, por ejemplo, anillos ciclopropilo cis- y trans
(4), triples enlaces (5) o anillos aromaticos 1,2-disustituidos (6) [89]. Otra
conclusion derivada de estos estudios fue que los compuestos con un
esqueleto carbonado de cadenas propilénicas (por ejemplo el compuesto
1), eran mas efectivos que los correspondientes andlogos que alternaban
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cadenas propilénicas con otras mas largas (compuestos 2 y 3). También se
observd que los derivados de la espermina eran méas efectivos que los
derivados de la espermidina [49, 54].

2, BIPSpm

©AN/\/\N/\/\/\/\N/\/\NA©
H H H H

3, MDL 27695

H H
NN SN N N N

Figura 1.16. Ejemplos de poliaminas sintéticas de cadena abierta con
actividad antitumoral.
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Respecto al nimero de cargas positivas en los compuestos, se ha
encontrado que existe una correlacion lineal entre la afinidad hacia un
acido nucleico y el nimero de posibles puentes salinos [90, 91]. Las tres
poliaminas biogénicas también siguen esta dependencia, como se muestra
en la figura 1.17.

ATu
=
™
@

83

number of protonated N sites

Figura 1.17. Diagrama representando la relacién entre afinidad con
poli(A)-poli(U) (en términos de ATwm) Yy el nimero de cargas positivas a
pH = 6.25[92].

Las causas de la actividad biologica de estos compuestos no esta
aun del todo establecida, si bien se suele asociar a alguno de estos factores:
(a) interaccionan en los mismos sitios de unién que las poliaminas
naturales, pero son incapaces de ejecutar las mismas funciones esenciales
de estas; (b) activan los mecanismos de degradacion de poliaminas en la
célula, reduciendo la concentracién de éstas por debajo del nivel necesario
para el crecimiento celular; (c) inducen la condensacién del ADN,
especialmente los analogos a-metilados [50, 54, 64].

Respecto a la selectividad frente a modelos de ADN y ARN, de
manera general, la afinidad (medida como un incremento de la temperatura
de desnaturalizacion, AT ) de la poliaminas es mayor para el ARN que por
el ADN [93, 94]. De entre los multiples compuestos estudiados, cabe
destacar los casos de la poliamina lineal 7 y de la poliamina tripodal 8, que
se muestran en la figura 1.18, por la notable diferencia en la estabilizacion
del modelo de ARN frente al de ADN. En el caso del compuesto 8 el AATr
es superior a 41 °C (ver tabla 1.2) [92, 95].
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H H
HZN\/\/N\/\/N\/\/NHZ Tripropilentetraamina
(3.3.3)
7

TAL

Figura 1.18. Ejemplos de poliaminas de cadena abierta selectivas por
ARN frente a ADN.

Tabla 1.2. Estudios de temperatura de fusion de los ligandos 7 y 8 con
poli(A)-poli(U) y poli(dA)-poli(dT)

Ligando (n° de cargas) r AT (°C)
Poli(A)-poli(U)  Poli(dA)—poli(dT)

Tripropilentetraamina, 7 (+4) 0.1 41.6 11.2

0.2 53.4 -

0.3 ¢ >50
TAL, 8 (+5-6) 0.1 30.9 0.9

0.2 38.9 1.4

0.3 43.2 1.4

2 Condiciones: 0.01 M tampdén MES, pH 6.25, | = 0.01 M (ajustado con NaCl);
erroren AT, =+ 0.5°C. ° r, relacion molar ligando/acido nucleico. ¢ Precipitacion
del complejo.

Conjugados poliamina-arilo

La funcionalizacion de las poliaminas con restos aromaticos
permite que existan formas de interaccion adicionales con los &cidos
nucleicos, como apilamientos de tipo m—n con los pares de bases o por
puentes de hidrégeno, en el caso de heterociclos aromaticos. Ademas se
aumenta la hidrofobicidad del compuesto, lo que generalmente incrementa
la asimilacion celular, aumentando asi su actividad biol6gica. Una ventaja
adicional es que los anillos arométicos condensados generalmente son
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fotoluminiscentes, permitiendo ampliar los estudios mediante técnicas
espectroscopicas altamente sensibles, como la emision de fluorescencia.

Como ejemplos de este tipo de compuestos, en la figura 1.19 se
representan derivados de las poliaminas biogénicas espermidina (9) y
espermina (10) que han sido funcionalizadas con naftalimida, para dotarlas
de una funcién intercalante [96]. La union de un farmaco a una poliamina
tiene también la ventaja de permitir explotar el sistema de transporte de
poliaminas (PTS) e incrementar la afinidad por el ADN, lo que provoca
una mayor eficiencia en la actividad bioldgica del farmaco, tal como se
demostré en el caso del compuesto F14512 (11), que es un derivado del
farmaco antitumoral etopdsido, con una espermina en el lugar de la unidad
glucosidica [64, 97].

N N
HZN/\/\H/\/\/ ~ N “R R =

11

Figura 1.19. Derivados naftalimidicos de las poliaminas biogénicas
espermina (9) y espermidina (10). Derivado de la droga etopdsido con la
poliamina espermina (11).
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Una estrategia para mejorar la eficiencia antitumoral de una
poliamina suele ser la de aumentar su afinidad por el ADN. Una forma de
conseguirlo ha sido uniendo dos cromdéforos a una misma poliamina para
dar lugar al fenémeno de la bis-intercalacion. Los compuestos
pertenecientes a este grupo que mas se han estudiado como agentes
antitumorales son las bis(acridinas), como las que se muestran en la figura
1.20 (compuestos 12 y 13) [98, 99]. Incluso se ha llegado a sugerir, en base
a los resultados experimentales, que el compuesto 14 da lugar a una tris-
intercalacion, si bien la actividad bioldgica del mismo no difiere de la de
los otros dos compuestos [100].

HN/\/\H/\/\NH
N/ N/
12

ek

HN SN TS S TS S

b oﬁ%
N HN N/
X
(O

14

Figura 1.20. Ejemplos de bis- y tris-intercalantes basados en poliaminas.
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Poliaminas macrociclicas

En términos generales, las poliaminas de cadena abierta
interaccionan con el surco menor a traves de puentes salinos con los grupos
fosfato del ADN o del ARN. En consecuencia, la selectividad respecto a la
secuencia de nucleobases es limitada. Para intentar soslayar este problema,
se han estudiado un gran nimero de compuestos poliazamacrociclicos, con
la idea de que un esqueleto mas rigido impondria ciertas restricciones
estéricas en la interaccion que podrian derivar en una mayor selectividad
al optimizar los contactos entre los grupos amonio y los grupos fosfato o
los pares de bases de una determinada secuencia. Ademas, tomando en
cuenta que el surco mayor en el ARN es mas estrecho que el del ADN en
la habitual conformacién B, la optimizacion en la estructura del ligando
podria mejorar también la selectividad entre &cidos nucleicos [92].

N OOO OOO
e . ® PG
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Figura 1.21. Poliazamacrociclos modificados con grupos intercalantes.
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Algunos ejemplos de compuestos de este tipo que han sido ampliamente
estudiados son los macrociclos: 1,4,7-triazaciclononano ([9]aneNs), 1,5,9-
triazaciclododecano  ([12]aneNs3) y 1,4,7,10-tetraazaciclododecano
([12]aneN4) [101, 102]. Al igual que con las poliaminas de cadena abierta,
en algunos casos se ha utilizado la estrategia de combinar estos
macrociclos con grupos intercalantes, como naftaleno, antraceno, acridina
o0 antraquinona (figura 1.21, compuestos 15 [103], 16 [104], 17 [105] y 18
[106]) para incrementar la afinidad y, en consecuencia, la actividad
bioldgica.

Un grupo particular de compuestos macrociclicos son los llamados
ciclofanos, que incluyen una o varias unidades aromaticas como parte del
macrociclo. En el caso de los poliazaciclofanos, es una cadena poliaminica
la que sirve de puente entre las unidades aromaticas. El estudio de estos
compuestos como posibles agentes antitumorales fue inspirado por el éxito
de los antibidticos policationicos de tipo aminoglucosidico (ver figura
1.12, seccion 1.2.2 de esta introduccidn), que interaccionan selectivamente
con el ARN, y por la necesidad de encontrar andlogos que fueran
sintéticamente accesibles [107]. Ya que los aminoglucdsidos poseen un
esqueleto relativamente rigido y cargado positivamente, la estrategia
consistid en incluir grupos aromaticos que dotaran de rigidez a macrociclos
con grupos amonio. El compuesto 19 (figura 1.22) fue uno de los primeros
poliazaciclofanos estudiados con esta finalidad [ 108]. También los
compuestos 20 y 21 demostraron tener una mayor afinidad por el modelo
de ARN frente al ADN [92]. Ademas, si la unidad aromética del ciclofano
posee varios anillos condensados, como el caso de la fenantrolina del
compuesto 22, éste puede actuar como unidad intercalante [109].

La capacidad de muchos de estos compuestos, tanto los de cadena
abierta como los macrociclos, para coordinar metales de transicion ha sido
explorada. Gracias a la posibilidad de coordinar uno o varios cationes
metalicos, dejando en algunos casos vacantes en las posiciones de
coordinacion, muchos de los complejos metalicos de Zn** y de Cu?* se
comportan como nucleasas artificiales, catalizando la rotura de los enlaces
fosfodiester de los acidos nucleicos.
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Figura 1.22. Ejemplos de compuestos de tipo poliazaciclofano.
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1.2.4. Sensores basados en poliaminas para substratos de
interés biologico

El reconocimiento y cuantificacion de biomoléculas ha sido un reto
que ha impulsado décadas de esfuerzo en investigacion debido a la enorme
importancia que tiene en el campo de la medicina. Una aproximacién a este
fendmeno ha sido la utilizacion de biosensores en técnicas como Western
blots, ELISAs y otros métodos inmunoquimicos. Sin embargo, estos
sistemas basados en biomateriales han fracasado, casi en su totalidad, a la
hora de convertirlos en dispositivos analiticos eficaces en tiempo real (con
la notable excepcion del monitor de glucosa), debido en gran parte a la
dificultad de traducir los eventos de interaccion biomolecular en una sefial
de salida facilmente medible [110]. Por este motivo, muchos de los
receptores sintéticos que se han venido preparando desde los inicios de la
guimica supramolecular han sido orientados a esta aplicacion, con la
ventaja de que éstos, al contrario que los biosensores naturales, pueden ser
facilmente equipados con elementos de sefializacion (cromdforos,
fluoréforos, etcétera). Suelen ser, ademas, mas estables, y pueden
adaptarse para trabajar en cualquier medio que se desee [111].

De manera general, nos referimos como sensor quimico a aquel
dispositivo capaz de transformar informacién quimica en sefiales
analiticamente Utiles [112]. Una manera de clasificarlos es atendiendo al
tipo de sefial que emitan. En esta introduccién nos centraremos en la
familia de sensores Opticos, haciendo énfasis en aquellos basados en
poliaminas. En cualquier caso, al tratarse de sistemas supramoleculares, es
importante que posean los requisitos antes mencionados en esta
introduccion: una gran sensibilidad (elevada energia libre de complejacion,
AG) y selectividad (elevada diferencia entre las energias libres para dos
analitos distintos AAG)®. Ambas propiedades se pueden ajustar haciendo
uso de los principios de complementariedad y preorganizacion, ya
discutidos en esta tesis [111].

b Con la excepcion de los sistemas de deteccion basados en redes de sensores
(array sensing), desarrollados recientemente por el Prof. E. V. Anslyn, en los
cuales una baja selectividad puede no ser una desventaja.
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Sensores moleculares épticos

Un quimiosensor éptico es una molécula que incorpora un sitio de
enlace, un croméforo o fluoréforo, y un mecanismo de comunicacion entre
los dos [113]. El receptor tiene que ser capaz de establecer interacciones
de suficiente energia con el sustrato deseado, y este evento debe ser
comunicado a la subunidad sefializadora para que emita una sefial dptica
perceptible y bien definida (figura 1.23). La eficiencia del sensor sera
comparable a la selectividad del receptor y a la facilidad de detectar y
medir la sefial emitida. Una propiedad Optica detectable y medible en
tiempo real, utilizando instrumental de bajo coste, y que permite trabajar a
concentraciones muy bajas es la fluorescencia [114, 115]. En un sensor
fluorescente la unidad sefializadora sera, evidentemente, un fluoréforo
capaz de convertir la informacion (el evento de reconocimiento) en una
sefial Optica expresada como un cambio en las caracteristicas fotofisicas
del mismo. Estos cambios se deben a la perturbacion de los procesos
fotoinducidos, tales como la transferencia de carga, transferencia de
energia, formacién de excimeros, etcétera [116].

S 4

Cromoforo
fluorétoro

Receptor Sustrato

Figura 1.23. Representacién esquematica del disefio de un quimiosensor
Optico mediante la unién de un receptor a un elemento 6ptico de
sefializacion. La presencia de un espaciador entre ambos es opcional.

Debido a la gran demanda en quimica analitica, bioquimica y
guimica médica por el disefio de sensores fluorescentes, se han
desarrollado una gran variedad de éstos. Los analitos de interés biol6gico
que se pueden detectar incluyen cationes (H*, Na*, K*, Ca?*, Mg?*, Zn?,
etc.) [117, 118, 119, 120, 121], aniones (citratos, carboxilatos, fosfatos,
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acidos nucleicos, etc.) [122, 123, 124, 125], moléculas neutras (azlcares,
hidrocarburos) [ 126, 127, 128] y gases (O2, CO2, NO, etc)
[129, 130, 131].

En el caso de los sensores fluorescentes basados en poliaminas, el
proceso responsable de los cambios observados es, en muchos casos, la
transferencia electrénica fotoinducida (PET). El principio teérico detras de
este proceso se ilustra en la figura 1.24. Cuando se excita el fluoréforo,
irradiando con la frecuencia adecuada, uno de los electrones en el HOMO
es promovido al LUMO. Este proceso deja una vacante, que puede ser
cubierta por un electrdn situado en el HOMO del &tomo dador (el nitrégeno
del receptor). Esta transferencia electronica fotoinducida, del HOMO del
nitrégeno al del fluoréforo, provoca la desactivacion de la fluorescencia,
ya que el electrén antes promovido no puede regresar a su vacante en el
HOMO del fluoréforo, ahora ocupado por un par de electrones.

El fendbmeno PET se interrumpe cuando el analito de interés se une
al receptor, ya que esta interaccion suele tener lugar a través de los
electrones del atomo dador (por ejemplo en la coordinacién de un catién
metélico). Esto resulta en un aumento de la fluorescencia (fendmeno
conocido como CHEF, siglas en inglés de chelation enhanced
fluorescence). Si bien, en algunos casos, también puede dar lugar a nuevos
procesos de transferencia de carga que resulten en una mayor atenuacién
de la fluorescencia (CHEQ, chelation enhanced quenching) [116].

LUMO —l— LUMO+
U )
/—% HOMO
HOMO + HOMO +
—H4— nomo
Fluoréforo Receptor Fluoroforo Receptor
excitado libre excitado unido

SN ®
= O —=—

fluorescente Tluorescente

Figura 1.24. Esquema del reconocimiento de un analito mediante bloqueo
del proceso PET. Figura adaptada de la referencia [116].

40



Introduccioén

Basandose en este principio de transferencia electronica
fotoinducida se han preparado un gran nimero poliaminas como sensores
fluorescentes. Podemos encontrar sensores de cadena abierta, como el
compuesto 23 [132], o compuestos macrociclicos, como los compuestos
24 [133] y 25 [134] (figura 1.25).

I\,
S ee [mj@
/\/N NH HN
J ]

Figura 1.25. Ejemplos de sensores fluorescentes basados en el fendmeno
de la transferencia electrénica fotoinducida.
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1.2.5. Compuestos poliaminicos como miméticos de la
superoxido dismutasa

Todos los seres humanos tenemos una clara conciencia de la
importancia vital que tiene el oxigeno, ya que no podemos prescindir de €l
mMAas que unos pocos minutos. De hecho, el aumento de la concentracion de
oxigeno en la atmésfera hasta cantidades apreciables, impulsado por la
fotosintesis de las cianobacterias hace 2.3 billones de afios, se considera
como el evento que dio lugar a la aparicion de la vida multicelular [135].
Estas nuevas formas de vida y su posterior diversificacion hasta las
criaturas de hoy en dia, incluidos nosotros los humanos, se deben al
oxigeno y al eficiente metabolismo que éste permite gracias, entre otras
cosas, a su elevado potencial de reduccién (E(O2/H20) = +0.82 V vs.
NHE) [136]. Las multiples bondades de la vida aerdbica ocultan, sin
embargo, otra realidad: el O tiene muchos efectos tdxicos. Estos efectos
nocivos del oxigeno se hacen patentes al observar que el tiempo de
supervivencia de los organismos vivos disminuye al aumentar la
concentracion de oxigeno. Para explicar estos efectos dafiinos del Oz, en
1954 Gershman y Gilbert apuntan a los intermedios radicalarios de la
reduccion del dioxigeno [ 137 ]. Esta hipotesis fue desarrollada
posteriormente por Fridovich en los afios setenta, dando lugar a una teoria
gue establece que la formacion del radical superdxido in vivo tiene un papel
fundamental en los efectos toxicos del oxigeno [138]. En este apartado, se
abordaran los aspectos clave de esta teoria, se describiran las adaptaciones
evolutivas que permiten a los seres vivos defenderse de estas especies
toxicas, las enfermedades que conlleva una disfuncion en estos
mecanismos protectores y, finalmente, se delinearan los miméticos
enzimaticos derivados de poliaminas y sus posibles aplicaciones
biomédicas.

Se define un radical libre como cualquier especie que posea uno o
mas electrones desapareados. Esta es una definicion muy amplia que
incluye al &tomo de hidrégeno, a la mayoria de metales de transicion e
incluso al oxigeno molecular, que tiene dos electrones desapareados
situados en dos orbitales © antienlazantes diferentes [139]. El hecho de que
el O, sea paramagnético supone una restriccion a la hora de reaccionar con
especies diamagnéticas, como la materia organica, que hace que se
ralenticen los tiempos de reaccion (lo que evita que ardamos de manera
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espontanea). Para superar esta restriccion, dentro de las células, las
enzimas encargadas de metabolizar el dioxigeno poseen metales de
transicion en sus centros activos, que les permiten dar y aceptar un electrén
a la vez [140]. Cuando un solo electron es aceptado por la molécula de O
se genera un radical superdxido, O2". Pequefias cantidades de este radical
se producen en muchos procesos dentro de las células aerdbicas,
incluyendo la respiracion celular normal, el metabolismo del &cido
araguidénico, la actividad de la enzima xantina oxidasa y como resultado
de la activacion, en respuesta a una infeccidn, de los fagocitos (neutrdfilos,
monocitos, macrofagos, etcétera) [136]. Para evitar esta reduccion
monoelectrénica, existen enzimas capaces de dismutar el O

El radical superoxido en si mismo es toxico y, si bien su
reactividad real ha sido motivo de controversia, es potencialmente
peligroso para todas las macromoléculas celulares. Es capaz de inactivar
proteinas que contengan centros hierro-azufre (clusters de tipo [4Fe-4S]?"),
y el hierro que se libera en este proceso, junto con el peréxido de hidrégeno
proveniente de la dismutacion del superdxido, dan lugar a reacciones de
tipo Fenton (ecuaciones 1y 2), en las que se forman especies mas reactivas
y peligrosas como el radical hidroxilo (el oxidante bioldgico mas potente)
o el peroxinitrito (oxidante, citotoxico y proinflamatorio) [141, 142, 143].
A este conjunto de moléculas oxidantes se les conoce como especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y su sobreproduccién
da lugar al estrés oxidativo, que es la situacion en la cual los niveles de
ROS en los tejidos exceden la capacidad de defensa de los sistemas
antioxidantes. El estrés oxidativo esta implicado en un gran nimero de
trastornos patoldgicos: inflamacion, dafio por isquemia/reperfusion,
enfermedades neurodegenerativas  (esclerosis lateral amiotrofica,
enfermedad de Parkinson, desorden bipolar, enfermedad de Alzheimer),
diabetes, enfermedades oculares, cancer [144, 145]. Existe, ademas,
abundante evidencia que relaciona la produccién de radicales libres de
oxigeno con el envejecimiento [142].

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + HO® (1)
Fe? + HO* — Fe¥ + OH" )

2H"+ 20, > H,0, + O, 3)
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Si bien el radical superdxido dismuta espontdneamente (ecuacion
3), la reaccion no es lo suficientemente rapida como para mantener la
concentracion intracelular a niveles suficientemente bajos [146]. Por este
motivo, los organismos han evolucionado creando una familia de
metaloenzimas protectoras llamadas superdxido dismutasas (SODs), que
catalizan eficientemente esta reaccién. Estas enzimas se pueden clasificar
atendiendo al tipo de metal en su centro activo: cobre/zinc (CuZnSOD),
manganeso (MnSOD), hierro (FeSOD) o niguel (NiSOD). Las SODs de
hierro y manganeso estan emparentadas evolutivamente, por lo que son
estructuralmente similares, y se encuentran en las células procariotas y en
las mitocondrias, respectivamente. Las SODs de niquel se encuentran en
algunas células procariotas, mientras que las de cobre/zinc estan en
practicamente todas las células eucariotas [136]. En el caso de los
mamiferos, encontramos CuZnSOD en el citosol y extracelularmente, y
MnSOD en el interior de las mitocondrias, donde se produce la mayor
cantidad de superoxido [143, 147]. Los centros activos de estas tres
familias estan representados en la figura 1.26. En el caso de la MnSOD (al
igual que para la FeSOD), un Unico metal estd coordinado por dos
histidinas y un acido aspartico en el plano ecuatorial, y por otra histidina y
una molécula de agua en posicién axial, dando lugar a una geometria de
bipiramide trigonal distorsionada. Una red de enlaces de hidrdgeno se
extiende desde esta molécula de agua hacia otros residuos. Esta molécula
de agua y la red de enlaces de hidrégeno se consideran cruciales en el
proceso de reduccion del radical superdxido, al facilitar la transferencia de
proton y controlar el potencial redox del centro metalico [143].

\.

Figura 1.26. Centros activos de las superdxido dismutasas MnSOD [148],
CuznSOD (PDB ref. 2AEO) [149] y NiSOD (PDB ref. 1Q0D) [150].

44



Introduccioén

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) se ha relacionado con
mutaciones en la CuZnSOD, y una deficiencia de la misma esta asociada
con el envejecimiento prematuro y con una mayor incidencia de cancer.
Pero méas importante aun es la MnSOD, la cual es esencial para la
supervivencia de todos los organismos aerébicos, desde las bacterias hasta
los humanos. Ratones carentes de CuzZnSOD han mostrado que son
normales, aunque susceptibles de padecer lesiones neuronales. En cambio,
ratones privados de MnSOD mueren entre los 10 a 21 dias de nacer por
cardiomiopatia, neurodegeneracion y acidosis metabolica [136, 147].
Ademas, se ha encontrado que muchos tipos de tumor tienen bajos niveles
de MnSOD [151].

Si bien se han llevado a cabo pruebas clinicas sobre el uso de la
SOD como farmaco (CuzZnSOD bovina, u Orgotein®), por ejemplo en el
tratamiento de inflamacion de vejiga, su uso no esta muy extendido. Esto
se debe a que las proteinas, en general, son farmacos poco eficientes: su
gran tamarfio y densidad de carga provoca una extravasacion lenta y una
eliminacion renal rapida [144]. Ademas suelen provocar respuestas
inmunoldgicas, no se pueden administrar por via oral y los costos de
produccidn son elevados [136]. Estas son las razones por las cuales se esta
realizando un importante esfuerzo en investigacion encaminado a la
obtencion de compuestos no protéicos, de bajo peso molecular y capaces
de imitar el comportamiento de las enzimas SOD, con el fin de utilizarlos
como farmacos en el tratamiento de las enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo.

Cuando se disefia un mimético de la SOD interesa optimizar no
solo la actividad catalitica del compuesto frente a la dismutacién del O,*,
sino también su eficacia como farmaco (administracion, asimilacion y
metabolismo). Por este motivo es necesario tener en cuenta una serie de
factores que se detallan a continuacion.

Potencial redox

La actividad SOD en disolucién acuosa requiere de un potencial
redox que esté cerca de 0.36V vs. NHE, que es el valor intermedio entre el
potencial de oxidacion y de reduccion del radical superoxido (-0.16V y
0.89V vs. NHE, respectivamente). Este valor es éptimo para la reaccién de
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dismutacion, ya que permite que ambas reacciones tengan lugar con la
misma constante de velocidad [143, 145]. Este es el caso de las enzimas
naturales, que tienen un potencial redox alrededor de 0.3V,
independientemente del tipo de metal de su centro activo, y que son
capaces de dismutar el O, con una constante de velocidad superior a 10°
M1st (ver figura 1.27).

Mn(111)SOD
-e
oxidacion: 0,” — - 0O, E0=-0.16 V
¥e
Mn(11)SOD
+e+ 24"
reduccion: 0,” < -  H,0, E®=+0.89 V

-

Mn(11/111)SOD _

reaccion glohal

. " 20,7+ 2H*
(dismutacion):

0, +H,0, k =~10° M1s1

Figura 1.27. Reaccion de dismutacion del radical superdxido [145].

Presencia de cargas positivas

Otra de las razones por las que las SOD son enzimas tan eficientes
es porque la disposicion de las cargas positivas a lo largo del tanel de
acceso permite “guiar” la molécula de O hacia el centro activo (figura
1.28). La presencia de cargas positivas en los miméticos enzimaticos
también es importante, no sélo porque permite establecer interacciones
electrostaticas con el anion superéxido, sino también porque los
compuestos cargados positivamente tienen tendencia a acumularse en las
mitocondrias, y es en estos organulos celulares donde se produce la mayor
cantidad de radicales superoxido [147, 152].
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Figura 1.28. Superficies de potencial electrostatico del tunel de acceso al
centro activo de las enzimas (A) MnSOD humana y (B) FeSOD de T.
brucei. Figura adaptada de la referencia [153].

Estabilidad de los complejos metalicos

Es importante que los ligandos tengan una alta afinidad por el
metal de transicidn, tanto si se encuentra en su estado oxidado como en el
reducido, para que los complejos sean estables en condiciones fisioldgicas
y no se libere el cation metalico mientras transita entre ambos estados de
oxidacion durante el ciclo catalitico. Esto resulta particularmente
importante en el caso de los complejos de cobre y de hierro porque, como
ya se ha comentado antes, estos metales son toxicos, ya que pueden dar
lugar a la generacion de radicales libres mediante reacciones de tipo
Fenton. Otro motivo por el que es conveniente que los complejos sean
estables es que el metal en si mismo puede tener actividad SOD [154], por
lo que resultaria dificil discernir si la actividad bioldgica es ejercida por el
complejo o si, por el contrario, el ligando actda sélo como un vehiculo para
el metal de transicion [143]. Como se vera en los ejemplos que se discutiran
mas adelante, las estrategias empleadas para obtener complejos estables
suelen estar basadas en el uso de ligandos de tipo quelato o macrociclico.

Seleccién del metal

Entre los diferentes compuestos estudiados hasta la fecha como
miméticos de la SOD, los complejos de manganeso han recibido especial
atencion, debido en gran parte a la menor toxicidad del manganeso en

47



Introduccién

comparacion al hierro o al cobre. El caso del cobre es particularmente
complicado, ya que la especie reducida, el ion Cu(l), es extremadamente
Iabil, con velocidades de intercambio de ligando muy elevadas [155].

Propiedades farmacocinéticas

Las propiedades farmacocinéticas comprenden los mecanismos de
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET).
Estan relacionadas, de acuerdo a la aproximacion empirica de Lipinski, con
el peso molecular del compuesto, el nimero de dadores/aceptores de
enlaces de hidrégeno y la relacion lipofilia/hidrofilia [156]. Es necesario
considerar estas propiedades de cara a la futura administracion del
compuesto y de su éxito como farmaco.

En la literatura, encontramos una gran cantidad de ejemplos de
complejos de manganeso estudiados como miméticos de la SOD vy, si bien
no se pretende en esta introduccién, centrada en los complejos de
manganeso de ligandos poliaminicos, abarcar todas las familias de
compuestos, si se considera interesante hacer mencion, por su relevancia
en este campo, a dos familias de compuestos. En primer lugar, tenemos los
complejos de Mn(salen), desarrollados por Jacobsen [157] y patentados
por Eukarion, Inc. (compuesto 26, figura 1.29) [158]. En segundo lugar
hay que destacar los complejos de porfirina, cuya actividad SOD fue
descrita por primera vez por Pasternack [159] y, posteriormente, ampliada
y revisada por Batini¢-Haberle (compuestos 27 y 28, figura 1.29) [145].

Figura 1.29. Ejemplos de miméticos de la MnSOD.
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Algunos de los primeros complejos de manganeso, basados en
poliaminas y publicados como miméticos de SOD, se muestran en la figura
1.30. Estos incluyen ligandos de cadena abierta, como el
etilendiamindiacetato (EDDA) [ 160 ] y el ligando tris[2-[N-(2-
piridilmetil)aminoetil]amina (TPAA) [161], y también azamacrociclos,
como el ciclam [162]. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que
estos complejos poseian constantes cataliticas bajas, 0 que reaccionaban
con el superoxido de manera estequiométrica [155].

R

o O /\f r\/—/_r>\:> [NH "

EDDA TPAA Ciclam
29 30 31

Figura 1.30. Ligandos poliaminicos utilizados en la preparacion de
mimeticos de SOD.

Entre los miméticos mas activos descritos hasta la fecha,
encontramos los complejos heptacoordinados de Mn(ll) con ligandos
macrociclicos basados en el pentaazaciclopentadecano [15]aneN5
[155, 163] (figura 1.31). Algunos compuestos de esta familia han sido los
primeros miméticos de SOD que han entrado en fase clinica, por su
eficiencia en el tratamiento de afecciones relacionadas con el estrés
oxidativo [164]. Como se muestra en la figura 1.31, se han realizado
diversos tipos de sustituciones en estos compuestos para mejorar su
actividad y estabilidad. Entre ellos, cabe destacar el compuesto M40403,
gue presenta valores de ke cercanos a los de la enzima MnSOD nativa
[165].
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Mn([15]aneNs]Cl2 M40401 M40403
32 33 34

Figura 1.31. Mn'(pentaazaciclopentadecano) y sus derivados.

En cuanto a los compuestos con un modo de coordinacion de tipo
“escorpiando”, es decir, ligandos macrociclicos que poseen cadenas
laterales con dtomos dadores adicionales, encontramos en la literatura los
ejemplos mostrados en la figura 1.32. Los compuestos 35 y 36, incluyen
unidades de benzimidazol que completan la esfera de coordinacion del
Mn(l1), formando un octaedro distorsionado. De esta manera, se consigue
crear un ambiente hidrofébico en torno al centro metélico que parece
favorecer la actividad SOD del compuesto, y también se mejora la
estabilidad termodindmica y cinética de los complejos en disolucion
acuosa [166].

En el caso de los compuestos 37 y 38, se ha funcionalizado el
ciclén con dos cadenas laterales de acido acético. Este compuesto muestra
una gran afinidad por el Mn(ll) y capacidad para dismutar el superdxido.
Sin embargo, no es un catalizador, ya que la reaccion tiene lugar de manera
estequiométrica, debido a su elevado potencial de oxidacién y a la
irreversibilidad del proceso [167].

0
o Qo :
A% Mh o N/@ o\:N\f/m
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35 36 37 R=H
38 R=CH,

Figura 1.32. Complejos de tipo escorpiando con actividad SOD.

50



Introduccioén

Finalmente hay que destacar los compuestos recientemente
sintetizados en nuestro laboratorio de Quimica Supramolecular de la
Universidad de Valencia. Recientemente se ha publicado la actividad
MnSOD, tanto in vitro como in vivo, de los complejos de Mn?" de las
poliaminas mostradas en la figura 1.33 [168]. En particular, el complejo
Mn-39 demostro tener una elevada actividad, similar a la del compuesto
34 (M40403), discutido con anterioridad. Dicha actividad parece estar
asociada con la presencia de una molécula de agua en la esfera de
coordinacién del complejo, de manera similar a lo que ocurre en la enzima
MnSOD nativa.

AN
| N | o
N/ N/ N/
H H R= 39 40
N N
S SeRatNee
NHR
41 42 43

Figura 1.33. Ligandos de tipo escorpando cuyos complejos de Mn?*
presentan actividad SOD.

Para resumir los resultados descritos en la literatura para los
compuestos antes mencionados como antecedentes, en la tabla 1.3 se
muestran los valores de potencial redox y actividad SOD.
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Tabla 1.3. Potenciales redox y actividad SOD de algunos complejos de
manganeso descritos en esta tesis. Valores tomados de las referencias [143,
147, 168].

Compuesto Potencial redox Actividad SOD
Ewz (MV) vs. NHE  IC5 (M) logkcat (M2s)
Enzimas SOD  ~300 — 8.84-9.30
Mn?* 850 - 6.11
EUK-8, 26 -130 - 5.78
27 228 - 7.76
28 346 - 7.83
M40403, 34 525 — 7.21
39 680 0.30 7.18
40 850 1.17 6.48
41 660 0.4 6.81
42 770 3.1 5.99
43 710 0.8 6.56
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1.2.6. Poliaminas con actividad tripanocida y
leishmanicida

Actualmente, la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos
corren a cargo, en gran medida, de las grandes empresas farmacéuticas, las
cuales suelen moverse guiadas mas por intereses econdmicos que
humanitarios. Esta situacion ha llevado a que, para algunas enfermedades,
no existan herramientas terapéuticas adecuadas debido, en gran parte, a que
afectan a paises que estan en vias de desarrollo y que, por lo tanto, no
representan un mercado de interés para las farmacéuticas por los escasos
recursos econdmicos de su poblacion. De hecho, de los 1556 nuevos
farmacos aprobados entre 1975 y 2004, solo 21 (el 1.3%) fueron
desarrollados especificamente para tratar enfermedades tropicales y
tuberculosis [169]. Tampoco contribuye a solucionar el problema el hecho
de que muchos de estos paises carezcan de politicas publicas de
investigacion y desarrollo. Estas enfermedades, conocidas como
“olvidadas” (neglected diseases), son, en su mayoria, enfermedades
tropicales infecciosas causadas por protozoos, entre las que destacan las
dos de las que nos ocuparemos en esta introduccién: la tripanosomiasis
americana (0 enfermedad de Chagas) y la leishmaniasis. Ambas
enfermedades estan causadas por protistas de la familia Trypanosomatidae.

Los tratamientos disponibles para estas dos enfermedades son
caros, poco eficaces, toxicos, de larga duracion vy, algunos, de obligada
administracion intravenosa bajo supervision médica, normalmente
hospitalaria, lo que impide que muchos enfermos sin recursos puedan
acceder a ellos [170]. En el caso de la enfermedad de Chagas, se siguen
utilizando los mismos compuestos descubiertos empiricamente hace tres
décadas: nifurtimox (un nitrofurano distribuido por Bayer como Lampit®)
y benznidazol (derivado del nitroimidazol y antes distribuido por Roche
como Rochagan®), ambos poco eficaces en la fase cronica de la
enfermedad (figura 1.34) y con maltiples efectos secundarios.
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Figura 1.34. Compuestos comerciales para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

En el caso de la leishmaniasis la lista de medicamentos disponibles
es muy limitada, y el problema se agudiza debido al rapido desarrollo de
resistencia por parte de los parasitos. Los medicamentos basados en
antimonio pentavalente se han estado usando durante mas de 60 afios v,
ademas de los problemas de resistencia, presentan una elevada toxicidad.
Nuevos medicamentos, como pentamidina y anfotericina B, siguen
presentando problemas de toxicidad, ademas de elevados costes de
produccion, lo que restringe su acceso a paises en vias de desarrollo.

Uno de los objetivos en la busqueda de nuevos compuestos
tripanocidas es que tengan accion selectiva. Las dianas terapéuticas mas
estudiadas con este propdsito son enzimas del parasito que presentan
diferencias bioquimicas y estructurales respecto a sus homélogas humanas
y que estan implicadas en la evasiéon del dafio originado por el estrés
oxidativo [171]. Dos de estas enzimas son la superoxido dismutasa de
hierro (FeSOD), defensa antioxidante exclusiva de tripanosomatidos, y la
tripanotiona reductasa (TryR), involucrada en la biosintesis de la
tripanotiona, que es el principal sistema de defensa de los tripanosomatidos
frente al dafio oxidativo [172, 173].

En esta linea, nuestro grupo de investigacién inicié una
colaboracion con el grupo de Parasitologia Molecular de la Universidad de
Granada, dirigido por el profesor Manuel Sanchez Moreno, para la
evaluacion de nuevos compuestos como agentes tripanocidas. Como
antecedentes de esta tesis doctoral, destacaremos los compuestos mas
interesantes de tres familias de derivados poliaminicos que han demostrado
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tener una baja toxicidad y una elevada actividad en las diferentes formas
de T. cruzi (amastigota, epimastigota y tripomastigota) y leishmania.

La primera de esta familia comprende las escuaramidas N,N’-
disustituidas, sintetizadas en el grupo del profesor A. Costa y cuyos
compuestos mas relevantes aparecen representados en la figura 1.35. Una
de las conclusiones que alcanzo este estudio fue que las escuaramidas con
carga positiva permanente (grupos tetraalquilamonio), o con grupos acido
aminoescuarico tenian poca actividad. Las aminoescuaramidas mas
sencillas 46-49, en cambio, dieron buenos resultados, con actividades
mayores que el benznidazol para ambas formas del parasito y menor
toxicidad frente a células Vero. Respecto a los indices de selectividad (SI
= (ICso, células Vero) / (ICso, parastito), el compuesto 49 resultd tener el
mayor potencial, con valores de Sl 60 y 88 veces mayores que los del
benznidazol, para las formas extra e intracelular respectivamente. Este
compuesto, ademas, redujo el nimero de amastigotes en las células
infectadas en un 52%, respecto al control, mientras que el benznidazol
muestra una reduccion de solo el 15% [174].

46 47

\ 49

Figura 1.35. Derivados de escuaramidas N,N’-disustituidas estudiados
como agentes tripanocidas [174].
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A la segunda familia de compuestos pertenecen los
poliazamacrociclos con unidades de pirazol 3,5-disustituido que aparecen
representados en la figura 1.36, sintetizados en el Instituto de Quimica
Médica del CSIC de Madrid en colaboracién con el Grupo de Quimica
Supramolecular de la Universidad de Valencia. EI compuesto 50 es un
criptando con tres unidades de 1H-pirazol, mientras que el 51 es un
macrociclo con dos unidades de 1-metilpirazol. Como se aprecia en los
datos de la tabla 1.4, ambos son activos en los ensayos in vitro frente a las
dos formas de T. cruzi y de baja citotoxicidad frente a células Vero. Al
compararlos con el compuesto de referencia, tenemos que el Sl de 50 es
144 y 40 veces mayor que el de la droga de referencia, para las formas
extra- e intracelular, respectivamente; y 173 y 43 veces mayor, en el caso
de 51 [175].
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Figura 1.36. Compuestos macrociclicos y macrobiciclicos con unidades
de pirazol estudiados como antiparasitarios [175].

La tercera familia de compuestos destacados son una serie de
piridinofanos de tipo escorpiando, sintetizados también en nuestro grupo
de investigacion, y estructuralmente similares a los estudiados en la
presente tesis doctoral. De los cinco compuestos publicados en este trabajo,
52 y 53 (figura 1.37) fueron los mas interesantes, en cuanto a sus elevados
indices de selectividad [ 176 ]. Cabe destacar aqui que estos dos
compuestos, junto con 49, exceden en mas de 50 veces el Sl del
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benznidazol, para ambas formas del parasito. Esta es la barrera fijada por
algunos autores para considerar interesante un candidato como
antiparasitario [177].

X
/
f
HN\ H A
J v[)

Figura 1.37. Ejemplos de poliaminas de tipo escorpiando con actividad
tripanocida [176].

Para resumir los resultados obtenidos para los compuestos que
discutiremos a continuacion, en la tabla 1.4 se muestran los valores
obtenidos para la ICso (concentracion necesaria para obtener un 50% de
inhibicién), tanto para epimastigotas como para la forma intracelular
(amastigotas); los valores de toxicidad frente a células Vero; y el indice de
selectividad. Ademas de los compuestos que se van a discutir en esta
introduccidn, se muestran también los resultados para el benznidazol, la
droga de referencia. Entre paréntesis, junto al S, se muestra el nimero de
veces que el SI del compuesto excede el Sl del benznidazol, ya que este
valor es indicativo del potencial in vitro del compuesto ensayado respecto
a la droga de referencia.
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Tabla 1.4. Actividad in vitro, toxicidad e indice de selectividad (SI) frente
a las formas extracelular e intracelular de Tripanosoma cruzi®. Valores
obtenidos de las referencias [174, 175, 176].

ICs0 (uM)P ICso sld
(1M)
Compuesto  Epimastigota Amastigota  Células  Epimastigota ~Amastigota
Vero®
Benznidazol, 16+1 23+5 136+ 0.8 0.6
45 0.9
Escuaramidas N,N’-disustituidas
46 21+4 6.0+04 148+ 8 709 25 (42)
47 1147 9+6 260+ 11 24 (30) 29 (48)
48 19+1 17.1+04 300+23 16 (20) 18 (30)
49 9.4+04 85+04  453+23 48 (60) 53 (88)
Macrociclos basados en pirazol
50 1.3+0.1 6.2+08 149+14 115 (144) 24 (40)
51 1.3+0.3 712 179+21 138 (173) 26 (43)
Poliaminas de tipo escorpiando
52 9+2 10+1 366 + 15 41 (51) 37 (62)
53 8+1 10+1 425+ 30 53 (66) 43 (72)

3L os resultados son promedios de cuatro determinaciones diferentes.

PICso = concentracion necesaria para obtener un 50% de inhibicion, calculado por analisis de
regresion lineal de los valores obtenidos a las concentraciones de trabajo (1-100 puM).

°Frente a células VVero después de 72h de cultivo.

¢Indice de selectividad = ICso(células Vero)/IC s, (forma intracelular o extracelular del parasito). En
paréntesis: niumero de veces que el S| del compueste excede al de la droga de referencia.

Otro aspecto interesante en este estudio son los datos obtenidos
para los complejos de Mn?*, los cuales resultaron ser mucho menos
eficaces que los ligandos libres. Esto puede ser probablemente atribuido a
gue, como Yya se discutié anteriormente en esta introduccion, los complejos
de manganeso ejercen un efecto protector frente a los radicales libres, el
cual puede, en parte, compensar el efecto inhibidor de la FeSOD del
parésito.
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1.3. Regulacion alostérica. Escorpiandos

Los organismos vivos son sistemas altamente regulados y capaces
de adaptarse rapidamente a los continuos cambios de su medioambiente.
Una de las formas en las que la naturaleza ha conseguido alcanzar esta
capacidad de adaptacién es a través de lo que se conoce como regulacion
alostérica. Este concepto, ampliamente utilizado en bioquimica, hace
referencia a la variacion en la actividad de una proteina por la unién de un
atomo o molécula efectora. La union de este efector tiene lugar en una parte
de la proteina llamado sitio alostérico, y suele venir acompafiada por un
cambio conformacional en la proteina, que a su vez potencia o inhibe su
actividad (figura 1.38). Las proteinas no son, por tanto, objetos estaticos,
sino actores dindmicos capaces de recibir sefiales externas y reaccionar a
ellas modificando su estructura, y regulando asi su funcién y actividad
[178].

—_—_—nm
Sustrato
Proteina
—) (+
Efector
Proteina Cambio

conformacional

Figura 1.38. Representacion esquematica del principio de regulacion
alostérica.
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Este dinamismo de las proteinas se comenzé a intuir hace més de
un siglo al observarse las interacciones entre los grupos hemo de la
hemoglobina (Bohr, Hasselbalch y Krogh, 1903). Aunque tuvieron que
pasar muchas décadas para que se descubrieran nuevos ejemplos que
permitieran establecer las teorias necesarias para interpretar los efectos
alostéricos [179]. Actualmente el alosterismo es aceptado como un
mecanismo de regulacion universal, presente en la mayoria de procesos
biolégicos: transduccion de sefiales, metabolismo, catélisis y regulacién
genética; y se dispone de wuna base de datos (ASD,
http://mdl.shsmu.edu.cn/ASD) que retne la informacion disponible sobre
la estructura y funcion de las mas de 1200 proteinas alostéricas conocidas
y sus efectores [180]. En la figura 1.39 se muestran las estructuras
cristalinas de la proteina PerR, en su conformacion abierta (apo-Zn) y
cerrada (PerR-Mnzn) [181], como ejemplo de los grandes cambios
estructurales que pueden acomparfiar a la union de una proteina con su
efector. En este ejemplo en concreto, el cambio conformacional se produce
por la coordinacidn de un catién cinc.

Conformacion

Conformacion

abierta cerrada

Figura 1.39. Estructuras de la proteina reguladora de peréxido en su
conformacion (A) “abierta” (apo-Zn) y (B) “cerrada” (PerRMnZn). PDB
refs. 2FE3 y 3F8N, respectivamente [182].
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En el contexto de imitar a la naturaleza, diversos grupos de
investigacion han desarrollado sistemas capaces de modular sus
propiedades mediante la aplicacion de estimulos externos. Entre los
ejemplos tenemos compuestos peptidicos capaces de regular su interaccion
con el ADN en respuesta a la luz [183] o a la presencia de cationes
metalicos [ 184,185], asi como dispositivos moleculares capaces de
manipular mecénicamente a una segunda molécula a través de cambios
conformacionales fotoinducidos [186]. Para los objetivos de esta tesis
doctoral, nos centraremos en los antecedentes de poliaminas sintéticas
capaces de modular su interaccion con el ADN por efecto alostérico.

n
H NH
54

55

Figura 1.40. Compuestos poliaminicos que presentan efecto alostérico en
su interaccion con el ADN.

El compuesto 54, representado en la figura 1.40, surge de la fusion
de una antrilamina y una -ciclodextrina (3-CD). La unidad de antrilamina
posee una actividad potente como intercalante de ADN, pero en el
compuesto 54 tiene la tendencia de alojarse en la cavidad hidrofébica de la
-CD, como se muestra de manera esquematica en la figura 1.41. En esta
conformacion, la unidad de antraceno estd impedida para actuar como
intercalante. Sin embargo, si se afiade a la disolucion un compuesto que
tenga una gran afinidad para formar complejos intracavidad con la
ciclodextrina, como puede ser el 1-adamantol (AN), es posible desplazar
la unidad antrilica fuera de la cavidad de la B-CD, permitiendo asi que
intercale eficientemente con el ADN [187].
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Figura 1.41. Esquema de la modulacién de la actividad intercalante del
compuesto antril(alquilamino)ciclodextrina 54.

El compuesto 55, al igual que otras diaril-poliaminas, tienen la
capacidad de actuar como bis-intercalantes al interaccionar con el ADN.
Sin embargo, al afiadir Cu(ll) se observa un cambio drastico en la afinidad
de estos compuestos por el ADN. Dicho cambio ha sido atribuido al efecto
que ejerce el Cu(ll) sobre la conformacion del ligando, el cual se tiene que
plegar para poder coordinar efectivamente al metal. En esta nueva
conformacion, el fendmeno de la bis-intercalacion ya no es estéricamente
posible [188].
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1.3.1. Movimientos moleculares: ligandos poliaminicos de
tipo escorpiando

En los inicios de la quimica supramolecular, en la década de los
sesenta, la mayoria de los ligandos macrociclicos que se estudiaban
poseian los atomos coordinantes como parte integral de la estructura ciclica
(p. €j. los éteres corona, criptandos, etcétera). Ya en los setenta se describen
los primeros ejemplos de ligandos macrociclicos que, ademéas de los
atomos dadores del anillo poseen grupos coordinantes incorporados a una
cadena lateral [189, 190]. La mayor flexibidad de estos ligandos, respecto
a los requerimientos geométricos del metal coordinado, despierta el interés
por el estudio de sus estructuras. Estos estudios llevarona T. J. Lotzy T.
A. Kaden a publicar, en 1977, un articulo en el que se describe la
posibilidad de cambiar la geometria de coordinacion del compuesto 56
(figura 1.42) a través de cambios en el pH de la disolucién.

56 57 58

Figura 1.42. Primeros ejemplos de ligandos poliaminicos de tipo
escorpiando.

Lo que Lotz y Kaden observaron fue cémo una disolucion del
complejo [Ni(56)]™ cambiaba de color al variar el pH. Este cambio lo
asignaron al equilibrio de protonacién del grupo dimetilamino, que
provoca que el cation Ni?* pase de estar coordinado en una geometria
cuadrado plana, amarilla (bajo spin), a una octaedrica, azul (alto spin),
como se muestra en la figura 1.43 [191]. Algunos afios después, L.
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Fabbrizzi destaca las propiedades peculiares de esta nueva clase de
ligandos: por un lado, la tendencia del anillo a incorporar el metal para
formar complejos cinéticamente estables y, por otro, la capacidad de la
cadena flexible de coordinar el metal en la posicion axial de manera l&bil.
En vista del papel activo de la cadena lateral o “cola” y siguiendo la
tendencia de la época de dar nombres pintorescos a los ligandos, Fabbrizzi
acufia el nombre de “escorpiandos” (scorpiands, en inglés) para esta
familia de compuestos poliaminicos [192].

NH, NH;"
N\ wo 7 s
N—! N — N N— N
/ Ni2+ + H+ _— / Ni2+ / V' 3 / Ni2+ / +2 HZO
HZO sz
Azul, alto spin Amarillo, spin bajo

Figura 1.43. Esquema representando el cambio en el modo de
coordinacién de un ligando de tipo escorpiando.

Con el paso del tiempo, se van abriendo nuevas rutas sintéticas y
se van optimizando los procesos de preparacion de estos compuestos, lo
gue permite sintetizar nuevos escorpiandos, como 57 y 58 (figura 1.42). Y
en 1998, nuevamente en el grupo de L. Fabbrizzi, la capacidad de controlar
los movimientos intermoleculares de estos compuestos se aplicd para
generar diferentes sefiales fluorescentes. Esto se consiguié con el
compuesto 59, un escorpiando cuya cadena lateral ha sido funcionalizada
con el grupo fluoréforo antraceno [193]. Otros grupos de investigacion han
seguido la senda, preparando nuevos ligandos con multiples cadenas
laterales (60) [194], ligandos politépicos (61) [195], con diferentes grupos
fluordforos (62) [196], o con atomos dadores en la cadena lateral distintos
del nitrégeno (63) (figura 1.44) [197].
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Figura 1.44. Ligandos de tipo escorpiando con nuevas funcionalidades.
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En todos los ejemplos anteriores, sin embargo, la capacidad de
controlar los movimientos intermoleculares se considera condicionada a la
presencia de un cation metéalico situado en el macrociclo. Un avance en
este aspecto se logra en este grupo de investigacion de Quimica
Supramolecular cuando se describe la posibilidad de generar un cambio
conformacional en el compuesto 64 inducido s6lo por el gradiente de
protones. EI movimiento intermolecular esta favorecido por la posibilidad
de establecer un puente de hidrdgeno entre un nitrégeno del macrociclo y
el nitrégeno de la “cola” cuando estd desprotonado, asi como por la
interaccion de tipo apilamiento-r entre los dos anillos aromaticos. Al estar
el compuesto totalmente protonado, las interacciones electrostaticas entre
las cargas positivas hacen que adopte la conformacion abierta. Se pudieron
obtener estructuras cristalinas del compuesto 64 en ambas conformaciones,
las cuales se muestra en la figura 1.45 [198, 199, 200].
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Figura 1.45. Estructuras cristalinas del compuesto 64 en sus conformacion
(A) abierta, [H(64)]", y (B) cerrada, [H3(64)]*". Adaptadas de la referencia
[198].

La presente tesis doctoral es un esfuerzo mas para continuar
ampliando nuestros conocimientos sobre las propiedades y aplicaciones de
esta familia de ligandos poliaminicos, en el campo de la quimica
supramolecular en general y en cuanto a sus aplicaciones biomédicas en
particular.
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La presente Tesis Doctoral nace en el marco del proyecto
Consolider titulado “Aplicacion de la Quimica Supramolecular al Disefio,
Sintesis y Estudio de Compuestos Bioactivos de Accidn Antiinflamatoria,
Antitumoral o Antiparasitaria” (CSD2010-00065, BOE del 27 de febrero
de 2010). El principal objetivo de este proyecto era la formacion en Espafia
de un grupo de investigacion multidisciplinar dedicado a la Quimica
Médica Supramolecular (SUPRAMED, www.supramedic.com) que
centraria sus esfuerzos, como su nombre indica, en el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos con actividad antiparasitaria, antiinflamatoria o
antitumoral. Como miembro investigador en este proyecto (dentro del
grupo de Quimica Supramolecular de la Universidad de Valencia), el autor
de la presente tesis ha orientado su trabajo a desarrollar y cumplir con las
metas del mismo.

A continuacidn se detallan los objetivos planteados para esta Tesis
Doctoral, jerarquizados como objetivos generales (OG) y objetivos
especificos (OE).

OG1.- Disefio, sintesis y caracterizacion de nuevas moléculas
poliaminicas con aplicaciones biomédicas.

OEL1.1.- Avanzar en las rutas sintéticas ya establecidas en el grupo
de investigacion para la obtencion de nuevos ligandos con caracteristicas
mejoradas, basados en el disefio de los compuestos ya sintetizados y con
actividad biolodgica comprobada.

OEL1.2.- Desarrollar nuevas rutas sintéticas para la preparacion de
compuestos poliaminicos con diferentes comportamientos quimicos,
orientados a dianas bioldgicas especificas.

OG2.- Caracterizacion de las propiedades acido-base en disolucion
acuosa de los ligandos sintetizados.

OE2.1.- Dado que las poliaminas poseen, por definicion, varios
grupos susceptibles a la protonacion y que las caracteristicas quimicas y su
actividad bioldgica pueden depender de la especie concreta que hay en
disolucion a un determinado valor de pH, se plantea determinar las
constantes de protonacion de todos los compuestos estudiados.
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OEZ2.2.- Con las constantes de equilibrio acido-base calculadas se
construiran los diagramas de distribucion de especies correspondientes a
cada uno de los compuestos estudiados, con el fin de determinar las
especies predominantes y el grado de protonacion para cada valor de pH.

OE2.3.- En los sistemas que lo permitan, determinacion de las
secuencias de protonacion mediante técnicas espectroscopicas.

OG3.- Estudio de la capacidad coordinante de los ligandos
poliaminicos sintetizados con metales de transicion.

OE3.1.- Determinacion de las constantes de estabilidad de los
complejos con metales de transicion de interés para las aplicaciones
biomédicas: Cu?*, Mn?*, Zn?* y Fe?*.

OE3.2.- Prediccion de la distribucion de especies frente al pH de
los sistemas ligando-metal, basada en las constantes de estabilidad
encontradas.

OE3.3.- Determinacion por difraccion de rayos X y estudios de
modelizacion de la estructura cristalina de los complejos metalicos.

OGA4.- Estudio de los movimientos moleculares de los ligandos de la
familia de los escorpiandos, asociados a cambios en el pH y a la
presencia de cationes metélicos.

OE4.1.- Mediante técnicas espectroscopicas y de RMN se
intentaran dilucidar y cuantificar los posibles cambios conformacionales
gue muestran los ligandos en respuesta a cambios en su entorno quimico.

OGS5.- Evaluaciéon de la capacidad de interaccion con aniones de
interés bioldgico: mononucleédtidos y acidos nucleicos.

OES5.1.- Determinacion de las constantes de estabilidad de los
complejos supramoleculares que surjan de la interaccién de los ligandos
sintetizados y los sustratos bioldgicos.
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OES5.2.- Evaluacion de la selectividad de los ligandos frente a
distintos mononucledtidos o secuencias especificas de ADN/ARN.

OES5.3.- Caracterizacion del modo de interaccion de los distintos
ligandos con los sustratos bioldgicos estudiados, con la intencién de
establecer una relacién entre la estructura del ligando y su modo de
interaccion. También se intentaran correlacionar las diferentes estructuras
terciarias de los &cidos nucleicos estudiados con el modo preferente de
interaccion y la selectividad.

OE5.4.- En el caso de los ligandos con propiedades
fotoluminiscentes, se evaluara su potencial como sensores fluorescentes de
los sustratos bioldgicos 0 como marcadores de secuencias especificas de
ADN/ARN.

OES5.5.- Se realizaran estudios a distintos valores de pH y en
presencia de cationes metalicos para intentar relacionar los movimientos
moleculares de los ligandos con variaciones en la afinidad por un
determinado sustrato (efecto alostérico).

OG6.- Determinacion de la actividad superoxido dismutasa de los
complejos metélicos de los nuevos ligandos sintetizados.

OG6.1.- Se determinaran los potenciales redox de los complejos
metélicos mediante técnicas electroquimicas.

OG6.2.- Se realizaran estudios cinéticos indirectos para evaluar la
actividad de los complejos para dismutar eficientemente el radical
superdxido en disolucion acuosa. Posteriormente se evaluara si existe una
relacién entre las actividades determinadas y la estructura de los
compuestos estudiados, asi como con el potencial redox de los complejos
metalicos.

OG6.3.- Se realizaran estudios in vitro con cultivos de bacterias
deficientes de la enzima SOD para evaluar el posible efecto protector de
los complejos metélicos mas prometedores.
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OG?7.- Evaluacion de la actividad bioldgica de los nuevos compuestos.

OG7.1.- Aprovechando la red multidisciplinar de grupos de
investigacion organizada dentro del proyecto SUPRAMED se estableceran
colaboraciones para la determinacidn de la citotoxicidad de los compuestos
estudiados, asi como la posibilidad de modular su actividad biolégica
mediante estimulos externos, como la presencia de cationes metalicos.

OG7.2.- En colaboracion con grupo de Biologia Molecular del
Epitelio en Inflamacion y Cancer, en el Instituto de Investigacidn Sanitaria
Pere Virgili (1ISPV) del Hospital Joan XXIII de Tarragona, se evaluar la
actividad antitumoral de los compuestos capaces de interaccionar con los
acidos nucleicos frente a lineas celulares de cancer de vejiga.

OG7.3.- En colaboracién con el Grupo de Parasitologia Molecular,
del Departamento de Parasitologia de la Universidad de Granada, se
evaluara la eficiencia de los compuestos sintetizados como antiparasitarios,
frente a los agentes causantes de la enfermedad de Chagas y la
leishmaniasis.
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3.1. Nomenclatura sistematica de los
fanos

El objetivo de la nomenclatura sistemética es generar, para cada
molécula, un nombre mediante el cual quede identificada univocamente y
sin ambigliedades. Para ello se ha desarrollado una metodologia que
permite identificar a cada molécula mediante el ensamblaje de nombres
gue describen los componentes de la misma. Las reglas que rigen esta
nomenclatura estan tuteladas por la IUPAC, la cual publica guias y
recomendaciones para la asignacion de nombres [201]. En esta tesis
doctoral nos hemos centrado en el estudio de moléculas organicas
formadas, de manera general, por una cadena y un espaciador aromatico.
Este tipo de compuestos reciben el nombre de fanos. Cuando los fanos son
ciclicos, se denominan ciclofanos [202].

Las recomendaciones emitidas por la IUPAC en referencia a la
nomenclatura de los fanos [ 203, 204] se basan en una operacién
denominada simplificacion, ilustrada en la figura 3.1, que consiste en la
construccién de un esqueleto simplificado mediante la sustitucion de los
espaciadores aromaticos por “superatomos”. La inversa de esta operacion
se llama amplificacion.

El nombre del esqueleto de la molécula consistira en el término
fano precedido de un nombre que especifique la estructura del ciclo
simplificado. En el ejemplo anterior seria ciclohexafano. El esqueleto
simplificado se numera de manera consecutiva, dando prioridad a los
superatomos por los nimeros mas bajos. Finalmente se nombran los
sustituyentes y los espaciadores aromaticos, indicando su posicion en la
estructura simplificada y terminando el nombre en “a”. Se indica también,
de la manera convencional, la numeracion de la sustitucion. En el ejemplo
anterior el nombre de la estructura seria 1,4-(1,3)-dibencenaciclohexafano.
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4
simplificacién 3 5
—>
amplificacion 6
1

Figura 3.1. Operacion de simplificacion en la nomenclatura de fanos.
Figura adaptada de la referencia [203].
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3.1.1. Nomenclatura sistematica de los escorpiandos

Los compuestos gue se han sintetizado en la presente tesis doctoral
pertenecen a la familia de los denominados escorpiandos. Como ya se ha
discutido en la introduccion a esta tesis doctoral (apartado 1.3.1.,
movimientos moleculares: ligandos poliaminicos de tipo escorpiando) se
trata de piridinaciclofanos con una cadena lateral que contiene atomos
dadores adicionales. Aplicando las recomendaciones de la IUPAC antes
descritas al compuesto de tipo escorpiando que se muestra en la figura 3.2,
obtenemos una estructura simplificada que consta de un ciclo de 10
“atomos” y que contiene un grupo 2,6—piridina en la posicion 1, un grupo
2—aminoetilo en la posicion 6 y tres grupos azo en las posiciones 3,6y 9.
El nombre sistematico para este compuesto es, por tanto, 6—(2—aminoetil)-
3,6,9-triaza—1—(2,6)—piridinaciclodecafano.

4

5 | 3 1
6 2
2
N simplificacion 10 //.\\V
—
HN NH 9 N 3
-

I J/ amplificacion ﬁ\ /(4

7 5

N N 6

Figura 3.2. Operacién de simplificacion en un compuesto de tipo
escorpiando.
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3.2. Nomenclatura simplificada

Como se ha mencionado antes, la nomenclatura sistematica es
univoca y no ambigua; sin embargo en muchos casos es excesivamente
compleja y aparatosa para su uso cotidiano. Es por esta razon que,
habitualmente, en la literatura cientifica los autores proponen
nomenclaturas simplificadas para las nuevas familias de compuestos
quimicos que son sintetizadas. Esta es la opcion por la que se ha optado en
la presente tesis doctoral, en la que se usara la nomenclatura simplificada
para todo el texto (exceptuando el capitulo 5, “Sintesis™) con el objetivo de
facilitar la lectura y discusion de los resultados.

Parte de los compuestos sintetizados en el transcurso de esta tesis
doctoral derivan de una estructura béasica la cual, por simplicidad,
llamaremos L. Este compuesto, reportado por primera vez en 2007 por
Begofia Verdejo, et al. [198], encaja en la categoria de los escorpiandos, al
ser un poliazamacrociclo con una cadena lateral que contiene atomos
dadores adicionales. La otra parte de los compuestos sintetizados derivan
de una estructura similar a la anterior, pero cuya cadena lateral ha sido
alargada con una cadena de propilamina, de manera que contiene un atomo
de nitrégeno adicional. Este compuesto, que se puede considerar un L
largo, lo Ilamaremos LI (figura 3.3). Cuando se emplee la letra L sin
resaltar nos estaremos refiriendo a un ligando sin especificar.

I II
w Tl

L LI

A\

Figura 3.3. Estructura de los compuestos de partida L y LI.
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Los nuevos ligandos sintetizados en esta tesis doctoral son en su
mayoria derivados de L y LI en los que la amina terminal de la cadena
lateral ha sido funcionalizada con un grupo aromatico. Con el objetivo,
nuevamente, de simplificar la nomenclatura, a cada grupo aromatico se le
asociara una abreviatura de pocas letras, relacionada con su nombre largo.
En caso que se hayan sintetizados varios derivados con el mismo grupo en
diferentes posiciones, se indicard con un ndmero la posicion de la
sustitucion. En la tabla 3.1 se recogen todas las abreviaturas empleadas en
la nomenclatura de estos compuestos.

Tabla 3.1. Abreviaturas empleadas en la nomenclatura simplificada.

Nombre largo Abreviatura
Antraceno A

Pireno P
Hidroxibenceno (derivado del salicilo) S

Piridina Py
Quinolina Q

Acridina Acr
Trifenilamina TPA
2-fenil-5-piridil-[1,3,4]-oxadiazole 0

Los compuestos se nombrardn, por tanto usando L o LI,
dependiendo del compuesto de partida, seguidos por un guion y la letra del
sustituyente aromatico correspondiente, con la Unica excepcion del
compuesto tripodal TPA-L 3 en el que el subindice representa el nimero de
unidades de L unidas al nucleo de TPA. Esta molécula se muestra en la
figura 3.4 junto con otros dos ejemplos de la nomenclatura simplificada
utilizada en esta tesis.
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L O A
Y

9
HJ@ O‘ ; QLT

L-S N

/

ZT

= Z
\_/

SN TPA-L,

Figura 3.4. Ejemplos de la nomenclatura simplificada utilizada en esta
tesis.
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4.1. Potenciometria

La potenciometria es una técnica ampliamente utilizada en el
estudio de equilibrios en disolucion. En el presente trabajo, ha sido la
técnica utilizada en la determinacion de las constantes de estabilidad de los
diferentes sistemas estudiados.

4.1.1. Fundamento tedrico

La potenciometria se basa en la medida de la fuerza electromotriz
de una disolucion. Dicha fuerza electromotriz depende de la concentracion
en el equilibrio de las especies para las cuales el electrodo es sensible. Y
esta concentracion depende, a su vez, de las condiciones iniciales y de las
constantes de equilibrio del sistema. En los equilibrios estudiados en este
trabajo, en disolucién acuosa y donde existen diversas especies
protonables, hay equilibrios &cido-base y, por tanto, esta fuerza
electromotriz se puede medir con un electrodo de pH. En estos casos, la
fuerza electromotriz se relaciona con la concentracion de protones
presentes de la disolucion a través de la ecuacion de Nernst.

E=£%+ X |n[H"]
nF

Donde E° es un valor que incluye el potencial estandar, el
potencial de unidn liquida (que varia para valores de pH inferiores a 2.5,
por lo que siempre trabajaremos por encima de este valor de pH) vy el
potencial de asimetria. Es necesario conocer el valor de E° para cada
experimento, a la misma fuerza ionica y en las mismas condiciones de
trabajo, para lo cual es necesario realizar un calibrado de los electrodos
(vide infra).
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Si pudiéramos medir de forma directa las concentraciones de todas
las especies en equilibrio presentes en la disolucidn, podriamos determinar
las constantes de estabilidad. Esto no es posible, pero si se puede relacionar
la concentracion de uno de los componentes (en este caso la concentracion
de protones) con las constantes de estabilidad y las condiciones iniciales
del sistema. De esta manera, con la medida de la variacion de tan solo una
especie con la composicion total de la disolucién, se pueden obtener los
valores de las constantes de estabilidad.

Al realizar la valoracidn potenciométrica obtenemos una tabla con
valores de la fuerza electromotriz frente al volumen de disolucion
valorante. Al afadir la disolucion valorante estamos alterando la
concentracion de todos los componentes presentes en la disolucion. A
partir de los datos bibliogréaficos y de nuestro conocimiento del sistema en
estudio, es posible plantear un modelo para las constantes de estabilidad y
los coeficientes estequiométricos. A continuacién, las constantes de
estabilidad de este modelo se ajustan a nuestros valores experimentales,
optimizando su valor mediante un procedimiento computarizado de
regresion no lineal de minimos cuadrados.

4.1.2. Sistema potenciométrico

Las medidas potenciométricas han sido realizadas en un
potenciometro automatico controlado por ordenador. El potenciémetro
estad compuesto por dos celdas: una de medida y otra de referencia. Ambas
celdas estan unidas por un puente salino, mediante un capilar en forma de
J (para evitar flujos gravitacionales) que contiene NaCl 0.5 M. El electrodo
de medida es un electrodo de vidrio Crison 52 50 y el electrodo de
referencia es un electrodo Crison 52 40 de Ag/AgCl en KCI 3 M. Como
disolucidn valorante, hemos utilizado NaOH 0.1 M libre de carbonato, la
cual es adicionada con una bureta automatica Crison modelo micro BU
2031. Tanto la celda de medida como la de referencia estan termostatadas
a 298.1 + 0.1 K con un bafio de agua Haake EK51. La celda de medida
contiene tres entradas: para el electrodo de medida, para el puente salino y
otra mas que permite burbujear Ar de manera continua para mantener la
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muestra desoxigenada. Esta celda estd también equipada con un sistema de
agitacion magnética.

A continuacion, en la figura 4.1 se muestra un esquema del sistema
empleado, seguido de una tabla con la descripcion mas detallada de los
componentes del potenciémetro.

+1584 mV| pHmeter

J| [LUL /

B A G H I J

Figura 4.1. Esquema del potenciémetro. 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 argdn, H: bureta automatica, I:
NaOH 0.1 M, J: Sistema informatico.

Tabla 4.1. Descripcion de los componentes del sistema potenciométrico.

Potenciometro (pH-metro)  Crison micropH 2002
Buereta automatica  Crison BU 20 31
Ordenador personal  PC con procesador 386
Electrodo de vidrio  Crison 52 50
Electrodo de referencia  Ag/AgCl en KCI 3 M Crison 52 40
Puente salino tipo Wihelm  NaCl 0.5 M
Celda termostatada Vaso de vidrio Pyrex con camisa
termostatada (Vol. aprox. 70 cm?)
Termostato  Haake EK 51
Agitador magnético  Crison microstirrer 2038
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4.1.3. Adquisicion y tratamiento de los datos

Calibrado de los electrodos. Previamente a cada medida
potenciométrica, se realiza un calibrado de los electrodos valorando un
acido fuerte (HCI 0.1 M) con una base fuerte, que seré la misma disolucion
valorante que utilizaremos después en la medida. Tanto la valoracion como
el tratamiento de los datos son realizados automéaticamente por el programa
PASAT [205]. Este programa calcula, mediante una representacion de
Gran [206, 207], el valor de E, el valor del producto iénico del disolvente
(pKw) v la concentracion de valorante (NaOH). Mediante la diferencia de
concentracion de valorante en la zona &cida y en la zona bésica podemos
conocer también el grado de carbonatacién de la disolucion de NaOH, el
cual se debe mantener por debajo del 1%.

Adquisicion de los datos. La obtencion de los datos
potenciométricos estd también automatizada mediante el programa
PASAT. Este programa controla tanto la adicion de valorante mediante la
bureta automatica, como la lectura y registro de los datos ofrecidos por el
pH-metro. Por cada alicuota de valorante afiadida, el programa adquiere 10
datos de potencial y calcula la desviacién estandar y la diferencia entre el
primer y el Gltim valor (deriva). Si estos parametros superan los criterios
de seleccion fijados (en nuestro caso ambos deben ser inferiores a 0.05), se
registra la media de las 10 medidas en un archivo de salida ASCII, que
contendra los valores de los volimenes de valorante afiadidos (mL) y las
medidas de la fuerza electromotriz (mV).

Tratamiento de los datos. Con los datos obtenidos, se calculan
las constantes de equilibrio del sistema de manera computarizada, con los
programas HYPERQUAD y SUPERQUAD [208, 209]. 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 definicién termodindmica de una constante de formacién es un
cociente de actividades. Para estos calculos, sin embargo, se asume que el
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cociente de los coeficientes de actividad es constante (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:

[AaBp..]

oo = T EBP -

AaBy... representa cada especie quimica en equilibrio en la
disolucidn. [A], [B] son las concentraciones de los reactivos libres.

El algoritmo de refinamiento toma como variable independiente el
volumen de la disolucién valorante y, como variable dependiente, el
potencial medido. Este potencial se relaciona con la concentracion de
protones a través de la ecuacion de Nernst, por lo que necesitamos conocer
previamente, mediante el calibrado antes descrito, el valor del potencial
estandar E%. Mediante un proceso iterativo se minimiza la suma de los
errores cuadraticos de los pardmetros 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 del ajuste de
al menos dos conjuntos de datos de diferentes experimentos. Finalmente,
con las constantes globales de equilibrio, se pueden calcular los diagramas
de distribucion utilizando el programa HYSS [210].
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4.2. Espectroscopia de absorcion UV-
Vis y de emision de fluorescencia

Las técnicas de espectroscopia UV-Vis y de emision de
fluorescencia se han empleado extensivamente en el presente trabajo para
realizar diversos experimentos que se detallan en la tabla 4.2 junto con los
equipos utilizados en cada caso.

Tabla 4.2. Equipos de espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia
utilizados.

Equipo Especificacion y accesorios  Experimentos
Espectrofotometro  UV-  Agilent 8453. Con control de  Valoraciones acido-base,
Vis temperatura. estudios de interaccion,

estudios cinéticos.
Espectrofotometro UV-  Agilent Cary 300, con Desnaturalizaciones
Vis soporte de celdas maltiple y  térmicas.
control de temperatura (5-90
oc)
Fluorimetro PTI, modular. Opcién de Valoraciones acido-base,
lampara de Xenon o laser de estudios de interaccion,
N2. determinacion de tiempos
de vida media.

En la mayoria de casos, se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de
camino optico, salvo en las medidas cinéticas, en las que se emplearon
celdas desechables de poliestireno. La temperatura fue termostatada a 25.0
+0.1°C. Los valores de pH, en el caso de disoluciones no tamponadas, se
ajustaron mediante la adicion de pequefias cantidades de HCI y/o NaOH.

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 ajusto para que la
absorcion a la longitud de onda de excitacion no fuese mayor de 0.2. Los
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datos de fluorescencia se han corregido con la absorbancia y con la dilucion
de volumen necesario para ajustar el pH.

A continuacion se dan los detalles especificos de cada uno de los
experimentos realizados utilizando estas técnicas espectroscopicas. De los
estudios cinéticos se daran més detalles en la seccion 4.9.

4.2.1. Estudios de interaccién con aniones de interés
biol6gico

Los aniones estudiados en esta tesis se pueden clasificar en dos
categorias: mononucledtidos y polinucleétidos. De manera general, los
estudios se realizaron valorando una disolucion de nuestro ligando
mediante la adicién de pequerfias alicuotas de una disolucion concentrada
de la biomolécula en estudio hasta alcanzar la estequiometria deseada.
Estas valoraciones se llevaron a cabo en medio tamponado, utilizando
disoluciones de cacodilato s6dico 0.05 M al pH deseado (5.0, 7.0y 7.4).

Las disoluciones de polinucle6tidos se prepararon en cacodilato a
pH 7.0 disolviendo una pequefia cantidad de la sal liofilizada (~1 mg) en
200 pL de tampon. Esta disolucion se dejé reposar a 4°C un minimo de 24
horas y luego se sonicé durate unos segundos para homegenizarla antes de
su uso. Para calcular la concentracion se utilizo una cubeta de cuarzo de
volumen reducido con 1 mL de disolucion tampdn. Después de registrar el
espectro del tampoén (blanco) se afadié 1 uL de la disolucion de
polinueclettido y se midio la absorbancia. Esta operacion se repiti6 tres
veces. Finalmente, utilizando la ley de Lambert-Beer y los coeficientes de
extincion molar que se detallan en la tabla 4.3, se calcularon las
concentraciones para cada una de las adiciones. La concentracion final se
obtuvo como la media de las tres medidas.
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Tabla 4.3. Coeficientes de extincion molar de los polinucledtidos
utilizados.

Polinucleétido g/ Micm? Amax/ NM
Calf thymus DNA 6600 260
poli-A - poli-U 6000 260
poli-G - poli-C 7400 253
poli-(dAdT)2 6600 262
poli-d(GdC): 8400 254
poli-A 9800 258
poli-G 10400 253
poli-C 6200 269
poli-U 9350 258

4.2.2. Determinacidn de la estequiometria por el método
de Job

En el presente trabajo, uno de los métodos por los que se llevo a
cabo la determinacion de la estequiometria media de los sistemas
receptor/sustrato fue a través del llamado método de la variacién continua
0 método de Job [211]. Este método implica medir una propiedad intensiva
en una serie de disoluciones con una molaridad total constante, pero
variando la relacion metal-ligando o sustrato-receptor [212]. En el caso de
los experimentos realizados en esta tesis, la propiedad medida fue la
intensidad de emision de fluorescencia.

Para llevarlo a cabo se prepararon, en eppendorfs, disoluciones
receptor/sustrato en diferentes proporciones, pero manteniendo siempre
constante la concentracion total (C; = [receptor] + [sustrato]). También
se prepararon disoluciones del ligando libre a las mismas concentraciones.
Para ilustrar, de manera general, como se prepararon estas disoluciones, en
la tabla 4.4 se muestra un ejemplo (los valores de las concentraciones y las
unidades son arbitrarios). Una vez registrados los espectros de emisién de
todas las disoluciones, se integraron las areas de los espectros. Con estos
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datos se represento la diferencia de las areas 4A = A (libre) — A (complejo)
frente a la relacion de las concentraciones R = [receptor] / [receptor] +
[sustrato], para obtener un diagrama de Job (Job plot). En estos diagramas,
la estequiometria se deduce de el valor de la abscisa en el maximo de la
curva [213, 214].

Tabla 4.4. Ejemplo de disoluciones preparadas para la determinacion de
la estequimetria mediante el método de Job.

Disoluciones A+B Disoluciones A
[Al [B] [A+B] [A]
10 10 10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

PNWSAOOITON OO
©OCo~NOOUIPA,WNEFEO
PNWSAOOITON OO
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4.2.3 Rendimientos cuanticos y tiempos de vida media

El rendimiento cuantico, definido como la relacion entre el nimero
de fotones emitidos frente al nimero de fotones absorbidos (@), se midid
utilizando un aparato de fotoluminiscencia absoluta, o esfera de itegracion,
Hamamatsu C9920-02. Se prepararon las disoluciones en una cubeta de
cuarzo con las cuatro caras transparentes y se desoxigenaron previamente
a cada medida burbujeando Ar durante 10 minutos, ya que el oxigeno
molecular puede ser un amortiguador de la fluorescencia. Se selecciono la
longitud de onda de excitacion adecuada paa cada compuesto y se irradid
la luz desde un lateral de la esfera. La fluorescencia emitida se detecto con
un espectrometro multicanal conectado en la parte inferior. El programa
integrado al ordenador del aparato calcula el valor del rendimiento
cuantico en base a los valores de intensidad de luz absorbida y emitida. La
ventaja de la esfera de integracion para calcular rendimientos cuanticos,
frente a las técnicas relativas, reside en la rapidez y simplicidad del método
y a que no es necesario el uso de materiales de referencia.

Los tiempos de vida media se obtuvieron con el fluorimetro PTI,
utilizando como fuente un laser de nitrogeno (Aexc = 337 nm) y un intervalo
de emisién de 145-300 ns. Los datos de caida exponencial de la
fluorescencia se ajustaron utilizando el software FeliX32, proporcionado
por el fabricante. La bondad de los ajustes se evaluo a través del parametro
%2, que en todos los casos fue cercano a 1.
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4.2.4. Desnaturalizaciones térmicas

Esta técnica se utiliza para determinar la estabilidad de la
estructura secundaria del ADN o ARN vy los principios en gue se basan este
tipo de experimentos fueron presentados hace méas de 60 afios [215]. La
idea es simple: al elevar la temperatura se rompe la estructura secundaria
del acido nucleico, que pasa de la forma asociada (duplex) a la forma
desplegada en monohebras. Este cambio conformacional tiene lugar en una
ventana relativamente estrecha de temperatura y va acompafado de un
efecto hipercromico de un 15-20 %. De esta manera, si representamos la
variacion de la absorbancia frente a la temperatura, obtenemos una curva
como la que se muestra en la figura 4.2. A bajas temperaturas, tenemos la
linea base inferior que representa la zona en la que las hebras del acido
nucleico se encuentran asociadas a través de puentes de hidrogeno, lo que
da lugar a la estructura secundaria; a altas temperaturas, encontramos la
linea base superior, que indica que el polimero se ha disociado, perdiendo
su estructura secundaria. La temperatura de fusion, T, Se corresponde con
la temperatura a la que la mitad de la muestra estd disociada, y
generalmente se asigna al punto de mayor pendiente en el salto de curva
(el méximo de la primera derivada).

1.0 4

Absorbancia Normalizada

0.0

30 60 90
T (°C)

Figura 4.2. Representacion de una curva de desnaturalizacion térmica.
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En el caso de un ligando que interacte con el ADN o ARN, estos
experimentos permiten demostrar la estabilizacion (o desestabilizacion) de
la estructura secundaria por parte del ligando. Un incremento de la
temperatura de desnaturalizacion, AT, indica que el ligando tiene una
mayor preferencia a interactuar con la forma asociada (doble hebra) que
con ladisociada. Pero es complicado correlacionar este incremento con una
constante de afinidad, ya que ATn no solo depende de la afinidad, sino
también del namero de sitios de enlace, de posibles efectos cooperativos
entre ellos y de la afinidad por las formas disociadas [216]. También es
complicado extraer conclusiones sobre el modo de interaccion del ligando
con el ADN o ARN simplemente de una variacion en la Tm, ya que, si bien
en la literatura se establece que las pequefias moléculas que interaccionan
con el ADN a través de un modo de intercalacion tipicamente incrementan
laTm[217,218], también existen ejemplos de ligandos que intercalan, pero
no producen cambios significativos en las Ty, [219], asi como de moléculas
que interaccionan con los surcos del ADN y que también estabilizan la
doble hélice [220,221].

En nuestro caso, para realizar estos experimentos, hemos utilizado
el espectrofotometro de absorcion Cary 300, que estd equipado con un
sistema multicubeta termostatado. Los experimentos se llevaron a cabo
utilizando seis cubetas de cuarzo de volumen reducido. En cada cubeta, se
afiadié 1 mL de la disolucion tampén (se ha utilizado cacodilato sodico
0.05 M, cuyo pK. es practicamente independiente de la temperatura), y la
cantidad necesaria de una disolucion de polinucle6tido para que la
concentracion final, expresada en pares de bases, estuviera cerca de 1.5 x
10° M. La concentracion real en cada cubeta se obtuvo por medida de la
absorbancia. En dos cubetas se afiadio una alicuota de disolucion madre de
ligando para obtener una relacion molar [L]/[polinucledtido] = 0.1, y en
otras dos cubetas la cantidad necesaria para una relacién molar de 0.5. Las
dos cubetas restantes se utilizan como referencia. Una vez preparadas las
muestras, se somete a las cubetas a una rampa de temperatura, desde 25
hasta 98 °C, midiendo la absorbancia del maximo de emision del
polinucle6tido a intervalos de 0.5 °C y con un tiempo de espera de 30 s
entre cada medida. Los valores de las temperaturas de desnaturalizacion,
Tm, Se extraen de las curvas de transicién tomando el maximo de la primera
derivada. Finalmente, la variacion en la temperatura, ATn, se calculd
sustrayendo la T del &cido nucleico libre de la T del complejo. Los
valores que se presentan son la media de al menos dos medidas, con un
error en ATy, =+ 0.5 °C.
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4.2.5. Estudios de desplazamiento de bromuro de etidio

Entre los métodos para estudiar la interaccion de pequefias
moléculas con &cidos nucleicos se encuentran los Ilamados ensayos de
desplazamiento del indicador fluorescente (FID) [222]. Estas técnicas se
basan en la pérdida de emision de fluorescencia de un intercalante (como
el bromuro de etidio) unido al ADN al ser desplazado por una molécula
que interactGa también con el &cido nucleico. Es una técnica ampliamente
usada, ya que requiere de pequefias cantidades de muestra y permite
estudiar también ligandos que no son fluorescentes. Ademas, ahora
también se puede realizar los ensayos FID con nuevas moléculas
fluorescentes que interactlan selectivamente con el surco menor del ADN
(Hoechst 33258) o con estructuras de tipo cuarteto de guanina (naranja de
tiazolio) [223].

De los datos de desplazamiento, se puede extraer informacion
sobre el modo de interaccién de un ligando con el ADN y sobre la
estabilidad del complejo formado, generalmente expresada como ICso (la
concentracion necesaria de ligando para reducir un 50 % la emision del
bromuro de etidio) o como constante de estabilidad. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que se trata de un ensayo indirecto y que la fluorescencia
del bromuro de etidio se puede ver afectada por otros factores distintos al
desplazamiento de la molécula por intercalacion del ligando.

Estos ensayos se realizaron preparando una disolucién de bromuro
de etidio (1x10° M en cacodilato sddico pH = 7.0) y registrando su emisién
de fluorescencia como blanco (Aexc = 520 nm, Aem = 540-680 nm). Luego,
se afiadio un exceso de tres equivalentes de ADN, lo cual provoca un
drastico aumento de la fluorescencia del bromuro de etidio. A
continuacion, se afiaden alicuotas del ligando y se registran los cambios en
la emision del bromuro de etidio. En el caso de ligandos fluorescentes, se
verificé previamente que la emision del ligando no se solapara con la del
bromuro de etidio.
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4.3. Determinacion de constantes de
estabilidad mediante métodos
espectroscopicos

Como ya se ha mencionado antes en este capitulo, la técnica
empleada preferentemente para el célculo de constantes de estabilidad de
sistemas en equilibrio es la potenciometria. Sin embargo, hay casos en los
gue se han empleado técnicas espectroscopicas, ya sea para complementar
y validar los resultados obtenidos por potenciometria, o bien, porque el
sistema de estudio no puede ser directamente abordado por técnicas
potenciométricas, como es el caso de los sistemas ligando-polinuclétido, o
el de equilibrios que tienen lugar a pHs muy acidos (pH < 2.5) 0 muy
béasicos (pH > 11.0). A continuacion, se detallan los métodos empleados en
estas situaciones.

4.3.1. Sistemas de estequiometria conocida

Los datos se obtuvieron bien por espectroscopia de absorcion, por
ejemplo, al hacer valoraciones acido-base (registrando la absorbancia a
diferentes valores de pH), o por espectroscopia de emision de
fluorescencia. En este segundo caso, se registro previamente el espectro de
absorcion para localizar un punto isosbéstico y, posteriormente, utilizar
esta longitud de onda como Aex en la valoracion por fluorescencia, de
manera que no hubiera cambios en la energia de excitacion durante el
experimento.

Posteriormente, se empled el programa HypSpec [208] para
calcular las constantes de estabilidad. Este programa realiza una regresion
no lineal de minimos cuadrados para ajustar los valores de las constantes
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de estabilidad a nuestros datos experimentales con base en el modelo
(coeficientes estequiométricos) propuesto por el investigador. El programa
ofrece la ventaja de poder trabajar con maltiples longitudes de onda.

4.3.2. Sistemas ligando-polinucleotido

De los datos de absorcion obtenidos al valorar nuestros ligandos
con &cidos nucléicos, se pueden obtener las constantes de estabilidad de
dichos sistemas en equilibrio. Desde hace mas de 50 afios, se han propuesto
una variedad de métodos diferentes con este propoésito, la mayoria de ellos
basados en representaciones de tipo Scatchard [224, 225, 226]. Estos
métodos tienen diversas desventajas: se viola el principio de independencia
en la regresion lineal y se tiene que realizar un tratamiento extenso de los
datos que requiere, en ocasiones, del juicio subjetivo del operario. Por estos
motivos, hemos optado por utilizar en el presente trabajo el llamado
método intrinseco, basado en el modelo propuesto por Rodger, Nordén y
sus colaboradores [227] y que ha sido recientemente actualizado por
Stootman y Aldrich-Wright [228]. Una de las ventajas de este método es
gue permite extraer el valor de la constante de estabilidad utilizando
directamente los puntos experimentales, mediante un ajuste no lineal de
minimos cuadrados de un modelo de equilibrio simple, que se detalla a
continuacion.

Utilizaremos la siguiente nomenclatura: Le y Lg para representar
las concentraciones de ligando libre y unido, respectivamente; Sg y Sg para
la concentracion de los sitios de enlace en el sustrato que estan libres y
complejados, respectivamente. Partimos de la suposicion de que podemos
medir mediante una técnica espectroscopica (en nuestro caso por absorcion
en UV-Vis) la especie Lg. Al realizar la valoracion, tendremos el siguiente
equilibrio:

Lp+Sp=Lg
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La constante de equilibrio K estara, por tanto, definida como:

L
K=-—2
LpSp

Si definimos Lt como la concentracién total de ligando, entonces
tenemos que Lt = Lr + Lg. De igual manera, si suponemos que St es la
concentracion total de sitios de enlace en el polinucléotido, tenemos que
St = Sg + Sg. Si sustituimos en la ecuacion del equilibrio, y asumimos
que Lg = Sg, Se obtiene que:

Lg

K= G =16 — L)

1
L%—LB(E+LT+ST)+STLT=O

La solucion estandar a esta ecuacion cuadratica es:

; 1
B9

=] -

1
+LT+ST_j(E+LT+ST)2 —4S;Ly

De las dos soluciones matematicas a la ecuacién cuadrética
solamente la de signo negativo ofrece soluciones realistas fisicamente. Hay
que recordar ahora que la variable Lg esta relacionada con nuestros datos
experimentales de absorbancia a través de la ley de Lambert-Beer.

Con el fin de poder ajustar nuestros datos a este modelo, usando
un programa de regresion no lineal, resulta conveniente reescribir esta
Gltima ecuacion en términos de una variable dependiente y (nuestra medida
experimental), la variable independiente x (St, nimero total de sitios de
enlace) y tres pardmetros que llamaremos A, B y R, y cuyo significado se
resume en la tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Relacion entre los pardmetros de ajuste y las variables fisicas.

Pardmetro del ajuste Variable fisica
A=1K K=1/A

B= BT/n n= BT/B

R= &0 &0 — R

Ademas incluiremos la variable n, que seré el nimero de pares de
bases por sitio de enlace o, lo que es lo mismo, el nimero de pares de bases
que son ocluidos por la unién de cada ligando. Siendo, por tanto: St =B+/n,
donde Br sera la concentracion total de pares de bases.

La ecuacion parametrizada serd, por tanto:

y=05R{A+B +x—/(A+B +x)? — 4Bx}

El ajuste nos permite calcular, por tanto, tres parametros fisicos: el
valor de la constante de estabilidad K, la relacion de concentracion de
ligando frente a la concentracion de pares de bases n (el inverso de este
valor n = N se corresponde, por tanto, con el nimero de pares de bases
ocluidos por cada molécula de ligando) y el coeficiente de extincién molar
£0.

Los experimentos se realizaron afiadiendo pequefias alicuotas de
polinucle6tido a una disolucion de ligando, y registrando el espectro de
absorcion en cada caso, después de un tiempo de estabilizacion de 5 min.
Posteriormente, se representa la variacion del méximo de absorbancia del
ligando (que absorbe cerca de los 370 nm, una zona alejada de la banda de
absorcion de los polinucleétidos, a 260 nm) frente a la concentracion de
polinucledtido. Esta representacion, con forma de curva de saturacion, se
utiliza para ajustar los pardmetros de nuestro modelo mediante un
programa de regresién no lineal de minimos cuadrados. De los valores de
los parametros optimizados se extraen las constantes de estabilidad y los
valores de n.
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4.4. Dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular (DC) es altamente sensible al
estado conformacional de los acidos nucleicos. Por este motivo, se ha
venido utilizando en el estudio de la estructura tridimensional del
ADN/ARN vy del efecto que tiene sobre la misma la interaccion con
distintos tipos de ligandos, cationes metéalicos, etc.

La técnica se desarroll6 a mediados del siglo pasado con el
objetivo de asignar la configuracion absoluta a moléculas quirales y desde
entonces, gracias a su alta sensibilidad a las variaciones estereoquimicas,
se ha convertido en una técnica importante para estudiar sutiles variaciones
conformacionales en interacciones supramoleculares [229]. La técnica se
basa en la diferencia de absorcién de la luz circularmente polarizada hacia
la izquierda y hacia la derecha por parte de moléculas quirales [230]. Y si
bien la quiralidad es un requisito necesario para que exista sefial de DC, en
el caso de croméforos aquirales, como los ligandos estudiados en el
presente trabajo, al interactuar con el ADN pueden dar lugar a sefiales
denominadas de dicroismo circular inducido (DCI) debidas al ambiente
asimétrico al que esta sometido el ligando en su interaccién supramolecular
con la doble hélice. El sentido y la intensidad de estas sefiales puede servir
para asignar la orientacion relativa del croméforo respecto al eje de la
hélice [231].

En este trabajo se realizaron los espectros de DC en un
espectrofotometro de dicroismo circular JASCO J815, termostatado a
298.0 + 0.1 K y usando celdas de cuarzo con 1 cm de camino Optico. Se
configurd la sensibilidad a 5 mdeg y se recolectaron los datos entre 400 y
200 nm en modo continuo a una velocidad de 50 nm/s. Se realizaron 3
acumulaciones en cada muestra y se sustrajo el blanco, que en nuestro caso
era una disolucion acuosa del mismo tampdn. Los espectros obtenidos se
trataron con un programa para suavizar las curvas mediante un promediado
de puntos.
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4.5. Viscosimetria

La medida de la viscosidad es un método simple, de bajo costo,
complementario y reconocido para conocer el modo de interaccion de
pequefias moléculas con el ADN. La técnica se basa en el hecho de que un
ligando que interactie con el ADN a través de un modo de intercalacion,
es decir, situdndose a modo de “sandwich” entre los pares de bases,
provocara un aumento de la longitud total de la cadena de ADN. Este
aumento en la longitud, de Lo a L, se traduce en un aumento de la
viscosidad intrinseca de 7 a 70, segun la relacién [232]:

Ly |no f@)

Donde r es la relacion entre ligando y pares de bases de ADN; f(p)o
y f(p) son funciones que dependen de la geometria del polimero libre y
complejado respectivamente. En el caso del ADN se asume que estas
funciones se cancelan mutuamente, ya que varian minimamente con la
concentracion de ligando y, por tanto, una representacion de (77 / 7)™
frente a r deberia dar una linea recta de pendiente 1, para el caso de un
intercalante ideal. Intercalantes clasicos como la proflavina o el bromuro
de etidio dan pendientes de 0.80 y 0.73 respectivamente [233].

1
L Uf(P)o] 3=1+

Para medir la viscosidad existen diversos tipos de viscosimetro. En
nuestro caso, utilizaremos uno de los mas sencillos: el modelo Ubbelohde,
Ilamado asi en honor al quimico aleméan que lo invento. Se trata de una
pieza de vidrio en forma de U que contiene un tubo de llenado por un lado
y un tubo de medida con un capilar por el otro. Calcularemos la viscosidad
de nuestra muestra midiendo el tiempo que tarda en pasar la disolucion a
través de dos marcas calibradas en el instrumento, de manera que 7 =1 -
tp. Siendo t el tiempo que tarda en pasar la disolucion conteniendo el
polimero y t, el tiempo que tarda la disolucion tampdn (buffer). La medida
del tiempo se realiza de forma manual, utilizando un cronémetro de mano.
Esto tiene una ventaja, que es la sencillez de la medida, y una desventaja,
que es que el tiempo de reaccion del operario puede llevar a un error
sistematico en la medida.
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Existen otros dos aspectos que hay que considerar al realizar la
medida: el primero es que pequefios cambios en la temperatura pueden
producir cambios significativos en la viscosidad de un fluido, por lo que
todas las medidas se deben realizar a temperatura constante. En nuestro
caso, esto se logré sumergiendo el viscosimetro en un bafio de agua
conectada a un termostato a 25.0 + 0.1 °C. El segundo aspecto que hay que
tener en cuenta es que el proceso de intercalacion tiene lugar a través de
varios pasos, y que la cinética juega un papel importante en alguno de ellos,
por lo que es importante que todas las disoluciones de medida tengan el
mismo tiempo de incubacion.

En nuestro caso, para cada ligando se prepararon un total de 6
disoluciones de 4 mL, todas ellas con una concentracion de ADN de 50
uM y concentraciones crecientes de ligando de 0, 1, 3, 5, 7y 10 uM. Las
disoluciones se icubaron durante 30 minutos a temperatura constante antes
de hacerlas pasar por el capilar de medida. Se registro el tiempo que tardaba
cada disolucion en transitar por las dos marcas del aparato. Para los
célculos se utilizé como valor del tiempo la media aritmética de al menos
tres medidas.
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4.6. Espectroscopia de resonancia
magneética nuclear

Los espectros de RMN se realizaron en los equipos disponibles en
el Servicio Central de Soporte a la Investigacién Experimental (SCSIE) de
la Universidad de Valencia: Bruker DPX 300 (7 T, 300 MHz), Bruker
400AV (9.4 T, 400 MHz) y Bruker DRX 500 (11.7 T, 500 MHz).

Las muestras se disolvieron utilizando disolventes deuterados:
D,0 y CDCls. Como referencia, se emple6 la sefial del tetrametilsilano
(TMS) o del &cido 3-(trimetilsilil)-propiénico (TSP) para CDCl; y DO
respectivamente.

El pH de las muestras disueltas en D.O se ajustd utilizando
disoluciones stock de DCI y NaOD. EI pD se calculd a partir del pH de
lectura del pH-metro utilizando la siguiente formula [234]:

pD = pHiectyurq + 0.4
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4.7. Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos realizados en el transcurso de esta tesis
doctoral tuvieron como objetivo la determinacién de la actividad SOD de
los complejos de Cu?* y Mn?* de los nuevos ligandos de tipo escorpiando
sintetizados. Los diferentes métodos propuestos en la literatura para la
determinacion de la actividad SOD pueden clasificarse en dos categorias:
métodos directos, que miden directamente como varia la concentracion de
superdxido, e indirectos. En estos Gltimos se estima la variacion en la
concentracion de superoxido a través de la medida de la concentracion de
un indicador capaz de reaccionar con él y de emitir una sefial facilmente
detectable. Los métodos indirectos son, con diferencia, los mas utilizados
hasta la fecha en la literatura, ya que no requieren equipos especializados
ni tiempos largos de medida, y son por los que se ha optado en esta tesis
para tener una primera aproximacion a la actividad SOD de nuestros
compuestos.

El método que se ha utilizado fue desarrollado por los mismos
descubridores de la actividad biolégica de la superéxido dismutasa,
Charles Beauchamp e Irwin Fridovich y estaba basado en el uso del
citocromo ¢ como indicador [235], si bien con los afios se han ido
introduciendo algunas variaciones [236]. En el caso de nuestro grupo de
investigacion, se utiliz6 una adaptacion del método anterior, puesto a punto
por el Dr. Salvador Blasco y que estd ampliamente descrito en su tesis
doctoral [237].

El denominado método de McCord-Fridovich para la
determinacion de la actividad SOD se basa en la conjuncion de dos
sistemas: un sistema capaz de generar radicales superdxido y el sistema
indicador, cuya velocidad de reduccién se puede seguir por técnicas
espectroscopicas. Para generar los radicales superdxido se utiliza el
sistema xantina-xantina oxidasa. La xantina oxidasa es una monooxigenasa
que cataliza la conversion de xantina en &cido Urico, en un proceso en el
que una fraccién de moléculas de dioxigeno, en vez de oxidar al sustrato,
son reducidas a superéxido (figura 4.3) [238].
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o} H,0 + 0, H,0, o}
N \\_/ H
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H,0 + 0, 2H" +20,"
xantina acido Urico

Figura 4.3. Sistema xantina-xantina oxidasa para la generacion de
superoxido.

Como se ha mencionado antes, en el método original el indicador
usado era el citocromo ¢, en nuestro caso se ha optado por el azul de
tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés). Este compuesto es de color
amarillo palido en la forma oxidada y, tras una reduccion monoelectrénica,
se convierte en monoformazano (MF), de color violeta y con un maximo
de absorcion a 560 nm. Al introducir la muestra en la disolucion, si ésta
presenta actividad SOD competirda con el NBT por los radicales
superdxido, de manera que la variacion de la absorbancia a 560 nm
disminuira como resultado de esta inhibicion.

4.7.1. Procedimiento

En una cubeta de 1 mL de capacidad se introducen, en este orden:
100 pL de la disolucion de compuesto preparada en tampén Tris 50 mM a
pH 7.4 (0 100 pL del tampdn, en el caso de las medidas del blanco); 800
uL de una mezcla de reaccion conteniendo el NBT (6.25x10° M) y xantina
(~2x10* M) en tampén HEPES a pH 7.4; y 100 puL de una disolucion de
xantina oxidasa en el mismo tampon HEPES. Al instante después de afiadir
la enzima se agita vigorosamente la cubeta y se inicia la medida de la
absorbancia a 560 nm de manera continua durante dos minutos.

Las medidas se realizan por triplicado. En el caso de la medida del
blanco, ésta se realiza por triplicado al inicio de las medidas y por triplicado
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al final, para verificar que la velocidad de reduccion del NBT en ausencia
del compuesto no ha variado.

4.7.2. Tratamiento de los datos

De cada experimento obtenemos un valor para la pendiente de la
gréfica de absorbancia frente al tiempo, que representa la velocidad de la
reaccion. La diferencia entre el valor obtenido para el blanco y la de las
disoluciones conteniendo el compuesto representa la contribucion del
compuesto a la dismutacion de radicales superoxido. Esta diferencia se
divide entre el valor del blanco para anular diferencias en las
concentraciones de reactivos entre diferentes experimentos. Este valor se
conoce como inhibicion.

Los valores de la inhibicion se representan frente a la
concentracion del compuesto. El valor de la actividad SOD del compuesto
se da como ICsp, esto es la concentracion a la cual la inhibicion es del 50%.
Este valor puede calcularse bien por interpolacién o bien ajustando los
datos a un modelo y despejando el valor. En nuestro caso se ha utilizado el
software desarrollado por el Dr. Salvador Blasco para ajustar los datos y
calcular la 1Cs [239].

Uno de los problemas de usar el valor de ICs es que su valor
depende de la naturaleza del indicador asi como de su concentracion, por
lo que no es posible comparar valores de ICso que hayan sido obtenidos
usando diferentes indicadores. Por este motivo se suele dar también el
valor de la constante catalitica, kcat, la cual es una medida de la actividad
independiente de las condiciones experimentales. En los métodos
indirectos la ke Se obtiene de manera aproximada a partir del 1Cso
mediante la siguiente expresion:

kcat = Kaetector - [detector]/ICs
El valor para la constante del detector utilizada en nuestro caso fue

Knst = 5.94 + 0.5 x 10° M-s™t [236].
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4.8. Electroquimica

Como ya se ha mencionado en la introduccién, uno de los
parametros fundamentales a tener en cuenta en la preparacion de
compuestos que actien como miméticos de la superéxido dismutasa es su
potencial redox, que debe estar comprendido entre el potencial de
oxidacion y reduccion del O,

Las medidas electroquimicas se realizaron con un equipo
compuesto por un potenciostato CV-50W y una celda de medida C3 de
Bioanalytical Systems dotado de purga de argdn y agitador magnético
perteneciente al Grupo de Quimica Supramolecular de la Universidad de
Valencia o con un equipo CHI-660 dotado de los mismos accesorios y
electrodos, perteneciente al Departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Valencia. Para preparar la muestra, se ha utilizado un
volumen tipico de 5 mL y una concentracion de analito de 1 mM. Las
disoluciones acuosas contenian NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar y el
pH de la disolucion se ajustd con HCI y NaOH. Los electrodos utilizados
han sido: como referencia Ag/AgCl, electrodo auxiliar de hilo de platino y
electrodo de trabajo de grafito BASi MF-2012.

Ademas, en colaboracién con el Departamento de Quimica
Analitica de la Universidad de Valencia, se han realizado diversos estudios
de voltametria de microparticulas y de microscopia electroquimica de
barrido. Los estudios de voltametria de microparticulas se realizaron
utilizando electrodos de grafito impregnados con parafina (PIGES)
siguiendo la metodologia descrita por el Prof. Antonio Doménech [240].
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4.9. Estudios tedricos

4.10.1 Estudios de interaccién con mononucle6tidos

Estos estudios se llevaron a cabo en colaboracion con la
Universidad de la Islas Baleares. Todos los calculos se realizaron usando
el paquete Turbomole v.6.4, con un nivel de teoria BP86-D3/def2-TZVPD
[241], el cual incluye las Ultimas correcciones para la dispersion. Todas la
geometrias (receptores, sustratos y complejos) fueron totalmente
optimizados sin restricciones de simetria. Los efectos de los disolventes se
evaluaron mediante la aproximacion COSMO usando agua como
disolvente [242].

4.10.2. Estudios de interaccion con la FeSOD

Los calculos de mecéanica y dinamica molecular se realizaron
usando el programa AMBER [243]. Las estructuras iniciales de los
compuestos de estudio fueron construidas con LEaP (AmberTools12) y
usando un campo de fuerza GAFF [244]. En el caso del complejo de la
proteina con el ligando, se utilizd el campo de fuerza ff99SB. Una vez
creados, los compuestos se sometieron a una minimizacion de la energia
seguida por no menos de 20 ns de dindmica molecular a 300 K para
permitir una conveniente exploracion del espacio conformacional. De las
trayectorias obtenidas, se seleccion6 una serie de al menos 10 conférmeros
de minima energia y se volvieron a optimizar. Después de la
superimposicion de los 10 conférmeros, aquel con la menor energia fue
seleccionado para realizar los estudios de interaccién. Todas las
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simulaciones se llevaron a cabo en disolvente implicito usando la
aproximacion general de Born.

Las coordenadas de la enzima de FeSOD de T. cruzi se obtuvieron
del Banco de Datos de Proteinas de Brookhaven (www.rcsb.org, PDB ref.
2gpc). Los estudios de interaccion se realizaron restringiendo el sistema a
una distancia entre los atomos pesados de los residuos del sitio activo y los
atomos pesados del compuesto, usando un promedio de <r®>"% para todas
las distancias de interaccion de 4tomos en los grupos. La formacion del
complejo para estudiar la interaccion se realizO aproximando los
compuestos al sitio activo y después calentando a 300 K, con las posiciones
del PDB_ID 2gpc fijas y el compuesto libre para moverse. Finalmente, se
realizd una serie de simulaciones de dinamica molecular del complejo a
300 K, manteniendo fijos los residuos del sitio activo, y de las 10
trayectorias de minima energia que se seleccionaron, se minimiz6 la
energia retirando las restricciones de distancia y las posiciones fijas.
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4.10 Estudios biologicos

Los estudios bioldgicos se realizaron en colaboracion con el grupo
de investigacion de Biologia Molecular, del Institut de Investigacio
Sanitaria Pere Virgili (1ISPV) y con el grupo de Parasitologia Molecular,
del Departamento de Parasitologia de la Universidad de Granada, para
evaluar las propiedades de los compuestos sintetizados en este trabajo
como agentes antitumorales y antiparasitarios. A continuacion, se detallan
los distintos estudios realizados.

4.8.1. Evaluacién de las propiedades antitumorales

Ensayos de citotoxicidad. Para valorar la toxicidad de los
ligandos y su posible aplicacion como agentes antitumorales, se realizaron
ensayos de viabilidad sobre diferentes lineas celulares de cancer de vejiga:
T24, 253) y UMUC-3. Los estudios se realizaron con el método del MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) [245]. Este es
un ensayo colorimétrico que se basa en el hecho de que las células vivas
pueden reducir el MTT (amarillo) a formazan (pdrpura) gracias a la accion
de las enzimas presentes en las mitocondrias de las células vivas. Este
cambio de color puede relacionarse directamente con el nimero de células
viables mediante una curva de calibrado.

La metodologia que se siguid en los ensayos de MTT es la
siguiente: se preparan cultivos celulares (3-5 x 10° células en 200 pL del
medio correspondiente) en placas de 96 pocillos, permitiendo que estas se
adhieran y recuperen de la tripsinizacion durante 24 h. Pasado este tiempo,
el medio se retira y se afiaden los compuestos a diferentes concentraciones,
disueltos en 200 uL de medio. Después de 24, 48 0 72 horas de incubacion
con los compuestos, las células se incuban otras 3 h adicionales en medio
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fresco, sin compuestos, pero con 1.2 umolL* de MTT. El precipitado de
formazan se disuelve en 200 uL de DMSO y se mide la absorbancia a 540
nm usando un espectrometro automatico. El porcentaje de supervivencia
se calcula de la siguiente manera: (Apocillo experimental / Apocillo control)X100. El
ICs0, definido como la concentracion de compuesto que causa una
reduccion del 50 % en la viabilidad celular, se calcul6 usando un ajuste por
regresion no lineal de las curvas dosis-respuesta.

La viabilidad celular y la distribucion de los compuestos dentro de
la célula también se pudieron verificar de manera visual mediante
experimentos de microscopia de fluorescencia. Se utilizé un microscopio
de fluorescencia Nikon (TE2000-E) y se procesaron las imagenes con el
programa MacBiophotonics Image J 1.43.

Inmunoensayos. La presencia de dafio en el ADN de las células
se verificé analizando si los compuestos provocaban la activacion de la
respuesta celular al dafio del ADN. Esta respuesta celular activa las
quinasas ATM, que por su parte fosforilan la proteina p53 en el residuo
Ser15. Como control a estos experimentos, se utilizaron doxorubicina y 5-
fluoracilo, dos drogas anticancerigenas de las que se ha verificado su
capacidad como activadoras de la respuesta del dafio al ADN. El
inmunoensayo se desarroll6 transfiriendo la disolucién celular a
membranas de nitrocelulosa que se trataron con anticuerpo policlonal de
conejo anti-p53 (p-Serl5) (Ab-3), anti p-53 Ab-1, y anti-B-actin (Clone
AC-74). La expresion de las proteinas p53 y pSer15-p53 se cuantifico por
densitometria usando el programa Quantity One (Bio-Rad).

Estudios de microscopia confocal. Las células incubadas se
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido 4% durante 10 minutos
y luego se volvieron a lavar. Las muestras se bloquearon y permeabilizaron
(5% suero de cabra, 0.3% Triton X-100 en PBS) por 1 h. Después de
lavarse dos veces con PBS las células se incubaron toda la noche a 4°C con
el anticuerpo Phospho-H2AX previamente conjugado a AlexaFluor 647. A
continuacion se lavaron dos veces con PBS y el nucleo se tintd con
NucGreen Dead 488 por 10 minutos a temperatura ambiente. Después de
lavarse dos veces con PBS los especimenes se montaron utilizando el
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reactivo Prolong Gold Antifade. Las imagenes se obtuvieron usando un
microscopio Nikon TE2000E y un microscopio conocal Leica TCS-SP2.

Ensayos de permeabilidad de membrana artificial paralela
(PAMPA). Los ensayos PAMPA se realizaron en placas de filtro
MultiScreen IP PAMPA de 96 pocillos. Se afiadieron 5 pL de una
disolucion 1% (p/v) de lecitin en dodecano a los pocillos dadores.
Inmediatamente, se afiadieron 150 uL de una disolucion 0.5 mM del
compuesto en PBS, también en los pocillos dadores. A continuacién 300
uL de PBS se afiadio a los pocillos aceptores. Una vez que las placas
estaban llenas con las disoluciones, la placa dadora se coloco sobre la
aceptora, asegurando que la parte baja de la membrana estaba en contacto
con la disolucion tampdn en todos los pocillos. La placa se incub6 a 25°C
por 16 horas con agitacion. Finalmente, para determinar la concentracion
del compuesto en la placa aceptora, se analizaron usando un espectrémetro
UV-Vis.

Ensayo de inhibicion del transporte activo. Para estudiar los
efectos de la temperatura en la asimilacion de los compuestos se incubaron
células T24 en placas de 96 pocillos y se dejaron 24 horas para recuperarse
de la tripsinizacion. Luego se pre-incubaron por 1 hora a 4°C o a 37°C antes
de afadir los compuestos a | misma temperatura por 2 horas. Después se
quito el medio y se lavaron las células con PBS. Despues de 24 horas de
incubacion se midio la viabilidad celular por el método del MTT antes
descrito.

Ensayos de competicion del sistema de transporte de
poliaminas. Se analiz6 la capacidad de los compuestos para competir con
las poliaminas naturales para entrar en células T24. Para ello se sembraron
en placas de 96 pocillos y se dejaron 24 horas para recuperarse de la
tripsinizacion. Luego se eliming el medio y se afiadié un nuevo medio que
contenia los compuestos a diferentes concentraciones en ausencia (control)
0 presencia de 500 uM de putrescina, 100 uM de espermidina o0 50 uM de
espermina. Todos los experimentos se realizaron en un medio que contenia
2 mM de aminoguanidina para prevenir la citotoxicidad inducida por los
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productos derivados de la oxidacion de las poliaminas. Después de 48
horas de incubacion, la supervivencia celular se determiné utilizando el
ensayo del MTT antes descrito.

4.8.2. Estudios sobre la actividad superoxido dismutasa en
bacterias

Ensayos de crecimiento con Escherichia coli. Para estos estudios
se utilizaron dos cepas de E. coli: una cepa salvaje (AB1157) y una cepa
SOD-deficiente (PN134). Para los ensayos de crecimiento las bacterias se
sembraron en placas de 96 pocillos (200 uL/pocillo) y se siguié su
crecimiento turbidimétricamente a 620 nm mediante un espectrofotometro
para placas microtituladoras termostatado a 37 °C. Las disoluciones madre
de todos los compuestos en agua (con y sin Mn?*) se diluyeron en el medio
de cultivo (M9CA) a la concentracion deseada para cada ensayo. Se
realizaron tres experimentos independientes y en cada uno de ellos los
compuestos se probaron por duplicado.
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4.8.3. Determinacidn de la actividad tripanocida y
leishmanicida

Ensayos in vitro. Para obtener informacion preliminar sobre la
actividad tripanocida, se evaluaron in vitro los compuestos con las formas
extracelulares (epimastigotes y tripomastigotes) e intracelulares
(amastigotes) del Tripanosoma cruzi. Las formas extracelulares se trataron
afiadiendo dosis de los compuestos al medio de cultivo (100, 50, 25, 10, 1,
0.5, 0.25 y 0.1 uM) y verificando sus efectos a las 72 h mediante una
camara hematocitométrica de Neubauer. Para el estudio de las formas
intracelulares se infectaron células Vero con la forma metaciclica del
parésito, a razén de 10:1, durante 24 h. Posteriormente, se trataron con
diferentes dosis de compuesto por 72 h y se determiné la actividad de los
compuestos haciendo un conteo visual de los parasitos en los cultivos de
células tratadas y en las control.

La actividad leishmanicida se verificd en la forma extracelular de
las especies L. infantum, L. braziliensis y L. donovani disolviendo los
compuestos en el medio de cultivo hasta concentraciones finales de 100,
50, 25, 10 y 1 uM. El efecto se expreso luego como el valor de la ICso
calculado por anélisis de regresion lineal. La actividad frente a las formas
intracelulares se evalud haciendo crecer macré6fagos en microplacas de 24
pocillos durante 2 dias para posteriormente infectarlos con los
promastigotes de las especies antes descritas durante 24 h. Los parasitos
no fagocitados se eliminaron del medio mediante lavados, mientras que el
cultivo infectado se trat6 con los compuestos estudiados a diferentes
concentraciones (1 — 100 uM) durante 72 h. La actividad se determino
como porcentaje de reduccién del nimero de amastigotes en los cultivos
tratados frente a los no trataos.

Ensayos in vivo. Con el visto bueno del comité de ética de la
Universidad de Granada, se hizo una seleccion entre los compuestos mas
activos en los ensayos en vitro para proseguir con los ensayos in vivo sobre
un modelo murino (ratones BALB/c). Grupos de seis ratones hembra
fueron inoculados por via intraperitoneal con 5 x 10° tripomastigotes de T.
cruzi obtenidos de la sangre de ratones previamente infectados, y se
dividieron en dos grupos: ratones infectados pero no tratados y ratones
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tratados. A los ratones del segundo grupo, a los 7 dias de infectados, se les
administrd una dosis de 25 mg/Kg en peso y por dia, durante 5 dias, por
via intraperitoneal. Se realiz6 un control del nimero de parasitos en sangre
cada 3 dias, durante 40 dias.

Estudios de excrecion de metabolitos. Cultivos de T. cruzi, L.
infantum, L. braziliensis y L. donovani fueron tratados con una dosis
equivalente al IC2s de los compuestos durante 96 h. Posteriormente, fueron
centrifugados y el sobrenadante se recogidé para analizar los metabolitos
mediante *H RMN.

Alteraciones ultraestructurales. De manera similar, parasitos
tratados con dosis IC2s de los compuestos durante 72 h se centrifugaron y
se recogieron como una pastilla sélida para luego lavarla con PBS y
mezclarla con paraformaldehido/glutaraldehido (2 % v/v, en 0.05 M de
tampdn cacodilato, pH 7.4). Las muestras se prepararon para los estudios
de microscopia de transmisién electronica (TEM).

Evaluacion de las propiedades farmacocinéticas. Para evaluar
las propiedades farmacocinéticas de los compuestos y su posible
administracion oral se determinaron los descriptores de Lipinski y se
calcularon las propiedades ADMET (administracion, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad) mediante la aplicacion admetSAR
[246].
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5.1. Procedimientos generales de sintesis

Como ya se ha expuesto en la introduccion, la Quimica
Supramolecular es un campo multidisciplinar en cuyo desarrollo
intervienen diversas ramas de la quimica. Entre ellas, la Quimica Orgéanica
ha jugado un papel fundamental, aportando las herramientas que permiten
el disefio y la sintesis de receptores con propiedades bien definidas. A lo
largo de este capitulo, se expondran los procedimientos generales de la
sintesis de estos receptores, seguido de los resultados concretos de la
sintesis de los nuevos compuestos estudiados en esta tesis doctoral.

Durante el desarrollo de este trabajo se sintetizaron de manera
continuada y en grandes cantidades los precursores Ly LI (ver capitulo 3,
“Nomenclatura”). Su sintesis se describira de manera general, pero no se
incluiran los resultados ya que forman parte de tesis doctorales anteriores
[237, 247, 248, 249] y han sido publicados previamente [198, 199, 250].

5.1.1. Tosilacién

El 4-toluensulfonilo (tosilo o Ts) ha sido ampliamente usado
en Quimica Organica como grupo protector de aminas, desde que fuera
descrito por Emil Fischer [251, 252]. El reactivo de partida utilizado
es el cloruro del &cido p-toluensulfénico, y el mecanismo de la reaccion
consiste en una sustitucion nucleofilica en la cual la amina actda como
nucledfilo desplazando al cloruro y formando un enlace sulfonamida
(figura 5.1). Dado que el grupo amino es protonable, es necesario el
uso de una base para mantenerlo desprotonado. Una de las ventajas del
uso del tosilo como grupo protector es que la rigidez conformacional
que aporta permite preorganizar el producto de cara a la siguiente
reaccion de ciclacién, favoreciendo la formacion del ciclo frente a otras
reacciones de oligomerizacion.
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Figura 5.1. Mecanismo de reaccion para la tosilacion.

El proceso general consiste en disolver la amina (20-40 mmol)
en 200 mL de THF, junto con 10 equivalentes de K,COQOs, por cada
grupo amino que se desea tosilar, disueltos en 100 mL de H,O. Esta
mezcla se pone en un matraz de fondo redondo con agitacion fuerte a
temperatura ambiente. A continuacion se aflade, gota a gota, 1
equivalente de cloruro de tosilo por cada grupo amino que se desea
tosilar, disuelto en 200 mL de THF. Se deja transcurrir la reaccion por
24 horas, pasadas las cuales se rotavapora la fase organica. La fase
acuosa se extrae con CH»Cl,, para posteriormente rotavaporar el
diclorometano a sequedad, obteniéndose un aceite amarillo. Este aceite
se purifica disolviéndolo en etanol a reflujo y dejando cristalizar. El
rendimiento de esta reaccion suele ser superior al 95 %.
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5.1.2. Ciclacion

El proceso de ciclacidn llevado a cabo consiste en la reaccion entre
una poliamina tosilada y un dibromuro, en relacién molar 1:1 y presencia
de base, para dar lugar a un poliazamacrociclo (figura 5.2). Esta reaccion
esta basada en el proceso descrito en los afios setenta por J. E. Richman y
T. J. Atkins [253]. Para desfavorecer la formacién de oligbmeros, y
aumentar asi el rendimiento de la reaccion, ésta se realiza en condiciones
de alta dilucién. Esto se consigue usando un volumen de disolvente grande,
en relacion a la cantidad de reactivos, y afiadiendo uno de los reactivos gota
a gota, muy despacio y con agitacién vigorosa, para que la cantidad de
reactivo sin reaccionar en el matraz sea lo mas baja posible, evitando asi
concentraciones locales altas.

Se disuelven 5-10 mmoles de la poliamina tosilada y 10
equivalentes de K>CO3 en 400 mL de acetonitrilo seco, en un matraz de
fondo redondo de dos bocas. Aparte, se disuelve el dibromuro en otros 100
mL de acetonitrilo seco y se colocan en un embudo de adicion conectado
a una de las bocas del matraz, mientras la otra boca se conecta a una
columna de reflujo. Se calienta la mezcla bajo agitacion intensa y
atmosfera de nitrégeno. Cuando la mezcla esté ya a reflujo se empieza a
adicionar el dibromuro, gota a gota muy lentamente, en el transcurso de
varias horas. Una vez terminada la adicién, la reaccion se deja continuar
por 20 horas mas, al cabo de las cuales se deja enfriar la mezcla y se filtra
en placa para retirar el carbonato. Se elimina el disolvente mediante vacio
y el solido obtenido, en forma de espuma blanca, se purifica por
recristalizacion en etanol caliente, obteniéndose el compuesto en forma de
lentejas blancas de elevada pureza y con un rendimiento superior al 60 %.

I

Figura 5.2. Esquema del mecanismo de la reaccion de ciclacion.
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5.1.3. Alargamiento

Este proceso se ha utilizado para introducir un grupo 3-
aminopropilo en la cadena lateral de nuestros macrociclos. El proceso, que
es una variante de la sintesis de Gabriel [254], consta de dos pasos: el
primero es una sustitucion nucleofilica entre nuestra poliamina tosilada,
gue acta como nucledéfilo, y la N-(3-bromopropil)ftalimida, cuyo carbono
en posicién a al bromuro actiia como electrofilo (figura 5.3). Esta reaccion
se favorece por el uso de una base, que cumple una doble funcién: por un
lado neutraliza el bromuro de hidrégeno generado y, por otro, mantiene
desprotonado el grupo sulfonamida, lo que aumenta su nucleofilia.

El segundo paso de la reaccién consiste en la desproteccion del
grupo ftalimida por el método de Ing-Manske [255], que implica la
reaccion con hidracina. Esta reaccion da como productos la amina primaria
junto con un precipitado de ftalhidrazida.

o
Ts
R—NTS » R/N\/\/E\

(/\_‘ KaCO,4
H,N——NH,
(0]
R\N/\/\NHZ . R\N/\/\ﬁ—
H
Ts (0] '/ Ts H
N

Figura 5.3. Esquema de la reaccion de alargamiento.
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Esta reaccion se lleva a cabo de la siguiente manera: se disuelven
5-10 mmol de la amina tosilada, 1.3 equivalentes de la N-(3-
bromopropil)ftalimida y 8 equivalentes de K;CO; en 200 mL de
acetonitrilo seco. La mezcla se somete a reflujo con agitacion magnética
durante 48 horas. Una vez enfriada la reaccion, se filtra en placa para
eliminar el carbonato v el filtrado se rotavapora a sequedad obteniéndose
un aceite. Este producto se redisuelve en 100 mL de etanol a reflujo y se
afiaden 12 equivalentes de hidracina. La reaccidén se deja a reflujo por 24
horas mas en atmdsfera inerte. Al enfriarse aparece un precipitado blanco
que se elimina por filtracién en placa. Se evapora el disolvente a vacio
hasta sequedad para obtener un producto en forma de espuma. El
rendimiento de esta reaccion es superior al 90 %.

5.1.4. Detosilacién

La eliminacion de los grupos tosilo se realiza bajo condiciones
severas, utilizando &cido bromhidrico en &cido acético (que hace las veces
de disolvente) y en presencia de fenol [252, 256]. La razdn por la cual se
afiade fenol es porque la reaccion transcurre por un mecanismo radicalario,
y el fenol es un buen captador de radicales. Para el montaje de la reaccion
es necesario colocar una trampa de gases a la salida del reflujo, cargada
con una disolucién concentrada de NaOH para capturar el exceso de acido
bromhidrico que se libera.

El procedimiento general es el siguiente: se colocan 1-10 mmol del
compuesto tosilado en un matraz de fondo redondo junto con 12.7
equivalentes de fenol por cada grupo tosilo y 12.7 mL de HBr (al 33 % en
acido acético) por cada mol de tosilo. La mezcla se calienta a 90 °C durante
24 horas. Al enfriarse la disolucién precipita el bromhidrato de la
poliamina detosilada. Este precipitado se recupera por filtracion y se lava
con etanol seco. El producto se suele obtener con un rendimiento del 70-
80 %.
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5.1.6. Funcionalizacion

En el desarrollo de un farmaco, una vez que se ha obtenido un
producto con una actividad bioldgica prometedora, se suele modificar
mediante la incorporacion de grupos funcionales que permitan variar sus
propiedades para alcanzar, por ejemplo, una mayor selectividad, mayor
actividad, menor toxicidad, una mejor biodistribucion, etc. También en la
quimica supramolecular es de gran interés modificar un receptor mediante
la incorporacion de grupos funcionales. Los prop6sitos pueden ser varios:
incluir un grupo fluor6foro para dotar al receptor de propiedades
fotoluminiscentes; incluir atomos dadores adicionales; mejorar la
solubilidad del compuesto; etc. A este proceso de incluir un grupo
funcional en el “esqueleto” de un receptor dado, con el fin de modificar sus
propiedades es a lo que nos referimos como funcionalizacidn.

En este trabajo se han empleado dos estrategias sintéticas
diferentes para llevar a cabo este proceso. La primera de ellas consiste en
la reaccion entre una amina primaria y un carbaldehido para dar lugar a
una base de Schiff (llamada asi en honor al quimico aleméan Hugo Schiff,
quien propuso la reaccién en 1864 [257]). Esta base de Schiff, o imina, se
reduce in situ con NaBH, para dar el producto deseado, como se ilustra en
la figura 5.4.

R" R"
0 N e

NaBH, l

+ R—NH, ~——> | . H
R R R R R e

Figura 5.4. Reaccidn de base de Schiff seguida de una reduccion.

Esta reaccion requiere que se utilice la amina libre, no la sal
amonica, por lo que, en caso de tener el producto de partida en forma de
bromhidrato o clorhidrato, el primer paso en el proceso de sintesis consiste
en la obtencidn de la amina libre, ya sea por extraccién en medio basico o
mediante la utilizacion de una resina de intercambio i6nico (para este
trabajo se ha empleado Amberlite IRA-402). A continuacion se disuelven
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2-4 mmol de esta amina en 50-150 mL de etanol seco. Aparte, se disuelven
1-1.2 equivalentes del carbaldehido por cada grupo amino que se desea
funcionalizar en 50-100 mL de etanol seco (el volumen dependera de la
solubilidad del reactivo) y se pasan a un embudo de adicién. Se afiade el
carbaldehido a la disolucién de amina gota a gota y bajo agitacion vigorosa.
Se deja reaccionar durante dos horas, pasadas las cuales se adicionan 10
equivalentes de NaBH y se deja una hora mas. Se elimina el disolvente a
vacio y el s6lido obtenido se extrae con CH2Cl,/H,0. La fase organica se
lleva a sequedad en un rotavapor para dar el producto en forma de aceite.
Por convenienciay dado que es mas fécil trabajar con sales que con aceites,
se procede a disolver la amina obtenida en un disolvente organico seco
(normalmente etanol o CH,Cl;) y se precipita utilizando una disolucion de
HCI 4.0 M en dioxano. La sal se recupera por filtracion en placa y se seca
a vacio.

Para poder utilizar esta estrategia de sintesis es necesario disponer
del carbaldehido del grupo funcional. Sin embargo, a veces, éste no se
encuentra comercialmente disponible y/o su sintesis resulta demasiado
complicada. Por este motivo, en algun caso se ha optado por una segunda
estrategia para la funcionalizacion. Esta consiste en hacer reaccionar la
amina protegida con un bromuro o cloruro de del grupo funcional en
presencia de una base, seguida de una desproteccion (figura 5.5) [258].
Esta sustitucion nucleofilica no suele ser cuantitativa, por lo que se requiere
de wuna purificacion por cromatografia en columna antes de la
desproteccion.

R Base R R'
\N/\/\NH + X—R' —_————— \N/\/\N/
Ts 2 cromatografia Ts H

en columna

HBr/Ac. acético

Fenol S R\ﬁ/\/\ﬁ/ R -nBr
H, H,

Figura 5.5. Estrategia para la funcionalizacion mediante sustitucion
nucleofilica y desproteccion.
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5.2. Sintesis de los derivados de L

Los siguientes compuestos han sido sintetizados a partir de la
poliamina L. Como ya se ha comentado en el apartado anterior, la sintesis
de este precursor ha formado parte de tesis doctorales y articulos cientificos
previos a la realizacion de este trabajo [198, 199, 237, 247, 248, 249, 250].
En esta seccion se detallard Unicamente la preparacion de los nuevos
ligandos sintetizados y estudiados en el transcurso de esta tesis. Los
espectros de RMN H de todos los compuestos se pueden consultar en el
Anexo 2.

5.2.1. Sintesis de L-A

El L-A, 6-[4-(9-antril)-3-azabutil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclodecafano, se ha preparado a partir de la poliamina L y el
antraceno-9-carbaldehido siguiendo el protocolo descrito en la seccién
5.1.6. Lasintesis de este compuesto se publicé en el transcurso de esta tesis
doctoral en el J. Am. Chem. Soc. [259] (ver Anexo 1, Publicaciones
relacionadas).

La amina libre de L (0.84 g, 3.4 mmol) se disolvid en etanol seco
(150 mL), y se afiadi6 gota a gota una disolucién de antraceno-9-
carbaldehido (0.9 g, 4.4 mmol) en 100 mL de etanol seco. La mezcla se
mantuvo con agitacion vigorosa por 2 horas. Se afiadié NaBH4 (1.27 g, 34
mmol) y la disolucidn resultante se agitd6 durante una hora mas a
temperatura ambiente. El disolvente se elimind en un rotavapor y el sélido
obtenido se tratdé con H,O y se extrajo con CH2Cl; (3 x 30 mL). La fase
organica se secd sobre Na;SO4 anhidro y se eliminé el disolvente para
obtener el producto en forma de amina libre, la cual se disolvié en etanol
seco y se precipité con HCI 4.0 M en dioxano para obtener la sal de
clorhidrato (0.85 g, rendimiento del 40%).
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Figura 5.6. Esquema de L-A.

!H RMN (D0, 300 MHz): 84 8.57 (s, 1H), 8.23 (d, J =9 Hz, 2H),
8.08 (d, J =9 Hz, 2H), 7.96 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.71 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.59
(t,J=8Hz, 2H), 7.45 (d, J = 8 Hz, 2H), 5.19 (s, 2H), 4.61 (s, 4H), 3.48 (t,
J=6Hz, 2H), 3.23 (m, 4H), 3.04 (t, J=6 Hz, 2H) 2.88 (t, J =5 Hz, 4H). ©*C
RMN (D0, 75.43 MHz): 6¢ 131.1, 130.5, 129.7, 128.1, 125.8, 122.8,
122.4, 120.7, 50.9, 50.6, 49.7, 46.1, 43.3, 40.1. Anal. Calc. para
C2sH33Ns5-4HCI-2H,0: C, 54.1; H, 6.6; N, 11.3. Exp.: C, 53.9; H, 6.8; N,
11.2.
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5.2.2. Sintesis de L-P

El compuesto 6-[4-(1-pirenil)-3-azabutil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclodecafano se ha obtenido de manera analoga al anterior,
utilizando como reactivos la poliamina L (0.52 g, 2.1 mmol), el pireno-1-
carbaldehido (0.5 g, 2.5 mmol) y NaBH, (0.78 g, 21 mmol). La sal de
clorhidrato se obtuvo con un rendimiento del 45%. La sintesis de este
compuesto se publico en la revista RSC Advances [260].

Figura 5.7. Esquema de L-P.

'H RMN (D20, 300 MHz): 811 7.98 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.86 (m, 2H),
7.78 (d, 3 = 9 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 3 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.66
(d, J =9 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8 Hz, 2H), 4.4 (s,
2H), 4.35 (s, 4H), 3.08 (t, J = 6 Hz, 2H), 2.87 (br, 4H), 2.78 (t, J = 6 Hz,
2H), 2.49 (br, 4H). ®°C RMN (D20, 75.43 MHz): 8¢ 149.03, 140.07,
131.79, 130.69, 130.02, 128.90, 129.78, 128.67, 128.34, 127.22, 126.74,
126.13, 126.03, 124.99, 123.54, 123.30, 122.78, 122.44, 12152, 50.94,
50.51, 49.73, 48.62, 46.11, 42.86. Anal. Calc. para CsoHssNs-4HCI-2H,0:
C,55.9; H, 6.4; N, 10.9. Exp.: C, 55.9; H, 6.5; N, 11.4.
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5.2.3. Sintesis de L-S

El 6-[4-(2-hidroxifenil)-3-azabutil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclodecafano (L-S), se sintetizo siguiendo el protocolo descrito
antes, utilizando como reactivos la poliamina L (0.50 g, 2.0 mmol), el
salicilaldehido (0.25 g, 2.0 mmol) y NaBH4 (0.75 g, 20 mmol). El proceso
de extraccidn resultd poco eficiente ya que, como se discutird en el capitulo
6, “Estudios de protonacion e interaccion con metales de transicion”, no es
posible obtener una especie neutra en disolucion. Debido a esto el
rendimiento de la reaccion resultd ser inferior al 30%.

)

\

HN NH

N

10

'H RMN (D0, 300 MHz): 61 7.90 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.40 (d, J =
9 Hz, 2H), 7.31 (d, J =8 Hz, 2H), 6.92 (m, 2H), 4.57 (s, 4H), 4.24 (s, 2H),
3.20 (m, 6H), 3.03 (m, 2H), 2.85 (m, 4H). **C RMN (D0, 75.43 MHz):
dc 155.47, 149.27, 140.16, 132.24, 132.07, 122.57, 121.03, 117.54,
116.02, 51.08, 50.84, 49.84, 47.60, 46.26, 42.59. Anal. Calc. para
C2H2Ns0-4HCI: C, 48.0; H, 6.6; N, 13.9. Exp.: C, 48.3; H, 6.9; N, 13.9.

Figura 5.8. Esquema de L-S.
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5.3. Sintesis de los derivados de LI

Los ligandos presentados en esta seccion fueron obtenidos a partir
de la poliamina LI, 6-(3,7-diazaoctil)-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinacilodecafano, o de su intermedio tosilado, siguiendo la sintesis ya
descrita [{Error! Marcador no definido.], que emplea los procedimientos
generales comentados en la seccion 5.1. Esta poliamina se obtiene en forma
de sal de bromhidrato por lo que es necesario recurrir a una columna de
intercambio idnico para obtener la amina libre que serad utilizada en la
sintesis de estos compuestos.

5.3.1. Sintesis del LI-A

El  LI-A,  6-[8-(9-antrill)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinacilodecafano, se ha preparado utilizando como precursor la
poliamina LIy el antraceno-9-carbaldehido siguiendo el protocolo descrito
en la seccion 5.1.6. La sintesis de este compuesto se public en el
transcurso de esta tesis doctoral en la referencia [259].

La amina libre de LI (0.42 g, 1.4 mmol) se disuelvio en etanol seco
(150 mL), y se afiadié gota a gota una disolucion de antraceno-9-
carbaldehido (0.3 g, 1.4 mmol) en 100 mL de etanol seco. La mezcla se
mantuvo con agitacion vigorosa por 2 horas. Se afiadi6 NaBH4 (0.5 g, 14
mmol) y la disolucion resultante se agitd por una hora méas a temperatura
ambiente. El disolvente se eliminé a vacio y el sélido obtenido se traté con
H-O y se extrajo con CH,Cl; (3 x 30 mL). La fase organica se seco sobre
Na>SO4 anhidro y se eliminé el disolvente en un rotavapor para obtener el
producto en forma de amina libre, la cual se disolvié en etanol seco y se
precipitd con HCI 4.0 M en dioxano para obtener la sal de clorhidrato (0.66
g, rendimiento del 65%).
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'H RMN (D0, 300 MHz): 4 8.46 (s, 1H), 8.11 (d, J = 9 Hz, 2H),
8.02 (t, J =8 Hz, 2H), 7.98 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.69 (t, J = 7 Hz, 2H), 7.58
(t, J =7 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 8 Hz, 2H), 5.04 (s, 2H), 4.64 (s, 4H), 3.28
(m, 8H), 3.17 (t, J = 7 Hz, 2H), 3.05 (t, J = 7 Hz, 2H), 2.92 (t, J = 5 Hz,
4H), 2.16 (m, 2H). °C RMN (D0, 75.43 MHz): &¢ 140.2, 131.1, 130.6,
129.8,128.1, 125.9, 122.8, 122.5, 120.6, 66.9, 51.2, 50.8, 49.8, 46.2, 45.3,
45.0, 43.8, 43.3, 23.1. Anal. Calc. para Cs1H4Ng-5HCI-2H,0: C, 52.1; H,
6.9; N, 11.8. Exp.: C, 52.2; H, 7.0; N, 11.8.

N
N
H
N

Figura 5.9. Esquema de LI-A.
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5.3.2. Sintesis de LI-P

El 6-[8-(1-pirenil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclodecafano (LI-P), se ha preparado de manera anéloga al
receptor descrito antes, utilizando LI (0.48 g, 1.6 mmol), el pireno-1-
carbaldehido (0.36 g, 1.6 mmol) y NaBH4 (0.6 g, 16 mmol). Se obtuvieron
0.28 g de producto, con un rendimiento del 27%. La sintesis de este
compuesto aparece también publicada en la referencia [259].

I
‘

Figura 5.10. Esquema de LI-P.

H RMN (D0, 300 MHz): 84 7.98 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.86 (m, 2H), 7.78
(d, J=9Hz, 1H), 7.75 (d, J =3 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.66 (d, J
=9 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8 Hz, 2H), 4.49 (s, 2H),
4.45 (s, 4H), 3.05 (m, 8H), 2.85 (m, 4H), 1.97 (m, 2H). **C RMN (D-0,
75.43 MHz): 8¢ 149.1, 140.1, 131.8, 130.8, 130.1, 128.8, 128.7, 128.6,
128.4,127.3,126.7,126.2,126.1, 125.0, 123.6, 123.3, 122.4, 121.48, 51.0,
50.5, 49.8, 46.1, 44.4, 43.5, 23.0. Anal. Calc. para Cs3sHoNs-4HCI-3H,0:
C,55.0; H, 7.0; N, 11.7. Exp.: C, 54.9; H, 6.9; N, 11.8.

132



Sintesis

5.3.3. Sintesis del LI-2Py

El LI-2Py, 6-[8-(2-piridil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclodecafano, se ha preparado siguiendo el procedimiento antes
descrito, utilizando LI (0.57 g, 1.86 mmol), la piridina-2-carbaldehido
(0.20 g, 1.86 mmol) y NaBH4 (0.70 g, 18.6 mmol). Se obtuvieron 0.67 g,
rendimiento del 62 %. La sintesis de este compuesto se publicé en Chem.

Eur. J. [261].
| X
/
H NH

s
e
o

Figura 5.11. Esquema de LI-2Py.

!H RMN (D20, 300 MHz): 64 8.83 (d, J=6 Hz, 1H), 8.51 (t, J=8 Hz, 1H),
8.03 (d, J=8 Hz, 1H), 8.00 (m, 2H), 7.49 (d, J=8 Hz, 2H), 4.69 (s, 2H), 4.68
(s, 4H), 3.34 (m, 10H), 3.10 (t, J=8 Hz, 2H), 2.98 (m, 4H), 2.28 (m, 2H). C
RMN (D20, 75.43 MHz): dc 149.2, 146.4, 1455, 140.1, 127.5, 127.4,
122.6,51.3,50.8, 49.9, 48.9, 46.3, 45.3, 45.2, 44.0, 23.1. Anal. Calc. para
C2H3sN7-5HCI-2H,0: C, 42.9; H, 7.2; N, 15.9. Exp.: C, 42.4; H, 7.5; N,
15.4.
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5.3.4. Sintesis del LI-4Py

El mismo proceso se ha empleado para preparar el LI-4Py, 6-[8-
(4-piridil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano,
utilizando LI (0.49 g, 1.60 mmol), la piridina-4-carbaldehido (0.18 g, 1.60
mmol) y NaBH4 (0.60 g, 16.0 mmol), y obteniéndose 0.67 g de producto
final, con un rendimiento del 49 %. La sintesis de este compuesto también
aparece publicada en la referencia [261].

o
q
(L

Figura 5.12. Esquema de LI-4Py.

IH RMN (D0, 300 MHz): 51 8.83 (d, J=7 Hz, 2H), 8.10 (d, J=7 Hz, 2H),
7.90 (t, J=8 Hz, 1H), 7.39 (d, J=8 Hz, 2H), 4.58 (s, 6H), 3.28 (M, 10H),
3.02 (m, 2H), 2.87 (m, 4H), 2.19 (m, 2H). 3C RMN (D0, 75.43 MHz):
Sc 151.7, 149.2, 142.4, 140.1, 127.9, 122.6, 51.3, 50.8, 49.9, 49.8, 46.3,
45.6,45.3,44.1, 23.1. Anal. Calc. para C2;HasN7-5HCI-4H,0: C, 40.5; H,
7.4:N, 15.0. Exp.: C, 40.4; H, 7.4: N, 14.7.
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5.3.5. Sintesis del LI-2Q

De manera anéloga a los compuestos antes descritos, el LI-2Q, 6-
[8-(2-quinolil)-3,7-diazaoctil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclo-decafano,
se prepard utilizando LI (0.63 g, 2.5 mmol), quinolina-2-carbaldehido
(0.48 g, 3.05 mmol) y NaBH4 (0.93 g, 25 mmol). Se recuperaron 0.70 g de
producto, con un rendimiento del 48 %. La sintesis de este compuesto fue
publicada en la referencia [260].

X

N

P

L5

Figura 5.13. Esquema de LI-2Q.

H RMN (D20, 300 MHz): 64 8.41 (d, J = 8Hz, 1H), 7.97 (d, J = 9 Hz,
1H), 7.92 (d, J=9 Hz, 1H), 7.82 (t, J = 8, 1H), 7.77 (t, J = 8, 1H), 7.59 (t,
J=8,1H), 7.50 (d, J =8, 1H), 7.32 (d, J = 8 Hz, 2H), 4.52 (s, 2H), 4.49 (s,
4H), 3.16 (m, 10H), 2.93 (t, J = 8 Hz, 2H), 2.78 (m, 4H), 2.12 (m, 2H). °C
RMN (D0, 75.43 MHz): 6c 149.13, 148.85, 143.36, 142.84, 139.76,
133.39, 129.14, 128.71, 128.33, 124.41, 122.16, 121.03, 66.55, 50.86,
50.43, 49.66, 49.49, 45.87, 44.95, 4355, 22.75. Anal. Calc. para
CxH37N7-5HCI: C, 49.7; H, 6.7; N, 15.6. Exp.: C, 51.3; H, 7.5; N, 15.3.
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5.3.6. Sintesis del LI-Acr

La sintesis del LI-Acr, 6-[7-(9-acridina)-3,7-diazaheptil]-3,6,9-
triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano, formé parte del proyecto de fin de
carrera de Ivan Rodriguez Carrion [262], realizado en la Universidad de
Valencia bajo la supervision del autor de esta tesis doctoral. Al no
disponerse del aldehido de la acridina se opt6 por utilizar como reactivo la
9-cloroacridina, la cual se hizo reaccionar con el LI tosilado siguiendo la
segunda estrategia discutida en la seccion 5.1.6. Por este motivo el
compuesto presenta una diferencia estructural respecto a sus analogos
antes descritos: el nitrogeno de la cadena lateral esta directamente unido al
grupo funcional. Es, por tanto, un nitrégeno exociclico.

La amina tosilada LITs (1.79 g, 2.34 mmol) se hizo reaccionar con
la 9-cloroacridina (0.23 g, 2.34 mmol) en presencia de trietilamina (0.23 g,
2.27 mmol) como base, utilizando diclorometano como disolvente. La
reaccion se sigui6 durante 24 horas mediante cromatografia de capa fina
(eluyente CH2Clz/metanol 10:1). Una vez completada la reaccion se
elimind el disolvente a vacio y el producto obtenido, en forma de aceite, se
purificé por cromatografia de columna (alimina neutra, CH,Cl./metanol
200:1, hasta metanol/NH3). La reaccion se repitié en dos ocasiones para
acumular producto. El ligando obtenido LITs-Acr (3.5g, 4.55 mmol) se
detosilé utilizando acido bromhidrico en &cido acético (175 mL) y fenol
(16.34 g, 173 mmol) a reflujo durante 24 horas. El producto se filtrd, se
lavé con CHCl; y se secd (rendimiento global del 40%).
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Figura 5.14. Esquema de LI-Acr.

H RMN (D0, 300 MHz): 81 8.03 (d, J = 9Hz, 2H), 7.89 (t, J = 8 Hz, 1H),
7.78 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.39 (m, 6H), 4.56 (s, 4H), 3.98 (t, J = 7 Hz, 2H),
3.21 (m, 8H), 3.00 (t, J =8 Hz, 2H), 2.85 (t, J = 5Hz, 4H), 2.24 (m, 2H). 13C
RMN (D0, 75.43 MHz): 6c 157.26, 148.83, 139.79, 135.32, 124.05,
122.21, 118.23, 111.82, 50.82, 50.46, 49.49, 45.90, 45.62, 45.40, 43.54,
25.97. Anal. Calc. para C2oH37N7-4HCI: C, 43.2; H, 5.1; N, 12.1. Exp.: C,
44.4; H,55; N, 12.3.
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5.4. Sintesis de los ligandos politépicos

En esta seccion se detalla la sintesis de aquellos ligandos capaces
de generar complejos polimetalicos, ya sea por la presencia de varios
macrociclos poliaminicos o por la funcionalizacion de uno de estos
mediante ligandos capaces de actuar como sitios de union diferenciados.

5.4.1. Sintesis del TPA-L3

Este  compuesto,  tris[4-(6-(2-aminoetil)-3,6,9-triaza-1-(2,6)-
piridinaciclo-decafano]fenilamina se prepard haciendo reaccionar la tris(4-
formifenil)amina con tres equivalentes de la amina libre L, dando lugar a
una imina. Esta se redujo in situ con NaBH, para dar lugar a la amina libre,
la cual se precipitd con HCI para obtener la sal de clorhidrato.

En detalle, la amina libre de L (0.70 g, 2.8 mmol) se disolvié en
etanol seco (50 mL), y se afiadié gota a gota una disolucién de tris(4-
formifenil)amina (0.31 g, 0.93 mmol) en 100 mL de etanol seco. La mezcla
se mantuvo con agitacion vigorosa por 2 horas. Se afiadio NaBH4 (1.1 g,
28 mmol) y la disolucion resultante se agito por una hora mas a temperatura
ambiente. El disolvente se elimind a vacio y el sélido obtenido se trat6 con
H-O y se extrajo con CH,Cl; (3 x 30 mL). La fase organica se seco sobre
Na»SO4 anhidro y se elimind el disolvente en un rotavapor para obtener el
producto en forma de amina libre. Esta se disolvié en CH,Cl, seco y se
precipitd con HCI 4.0 M en dioxano para obtener la sal de clorhidrato (1.0
g, rendimiento del 22%).
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Figura 5.15. Esquema de TPA-L.

H RMN (D20, 300 MHz): 6 7.98 (t, J = 8 Hz, 3H), 7.46 (m, 12H), 7.22
(d, J=9 Hz, 6H), 4.66 (s, 12H), 4.28 (s, 6H), 3.39 (m, 6H), 3.30 (m, 12H),
3.12 (m, 6H), 2.96 (t, J = 5 Hz, 12H). 3C RMN (D0, 75.43 MHz): d¢c
149.49, 148.76, 140.41, 131.94, 126.07, 125.21, 122.81, 51.73, 51.51,
51.12, 50.11, 46.54, 43.29. Anal. Calc. para
CeoHsaN16-10HCI-9H,0-0.5C4Hs02: C, 46.5; H, 7.3; N, 14.0. Exp.: C,
46.8; H, 7.4; N, 13.8.
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5.4.2. Sintesis del L-O

Este  compuesto,  6-[4-(2-fenil-5-piridil-[1,3,4]oxadiazol)-3-
azabutil]-3,6,9-triaza-1-(2,6)-piridinaciclodecafano, se prepar6 en
colaboracion con el Grupo de Quimica Supramolecular de la Universidad
de Urbino, quienes se encargaron de funcionalizar la amina L previamente
sintetizada en nuestro laboratorio.
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Figura 5.16. Esquema de L-O.

H RMN (D0, 400 MHz): 84 8.20 (d, J = 8 Hz, 1H), 8.10 (t, J = 8 Hz,
1H), 8.09 (d, J =8 Hz, 2H), 7.91 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.62 (m, 4H), 7.40 (d, J
=8Hz, 2H), 4.58 (s, 4H), 4.55 (s, 2H), 3.43 (t, J = 7 Hz, 2H), 3.24 (m, 4H),
3.14 (t,J =7 Hz, 2H), 2.89 (t, ) = 5 Hz, 4H). *C RMN (D0, 75.43 MHz):
dc 148.96, 139.82, 129.49, 127.14, 122.20, 50.77, 50.45, 49.57, 45.84,
43.15. Anal. Calc. para C27H32NgO-3HCIO,4-1H,0-1/2C,H¢0: C, 40.7, ,;
H, 4.9; N, 13.5. Exp.: C, 40.7; H, 4.7; N, 13.2.

140



6.
Estudios de protonacion
e interaccion con metales
de transicion



Estudios de protonacidn e interaccion con metales de transicion

142



Estudios de protonacidn e interaccion con metales de transicion

6.1. Propiedades acido-base

Los ligandos sintetizados y estudiados en esta tesis doctoral
pertenecen al grupo de las poliaminas y tienen, por tanto, varios atomos de
nitrogeno con pares de electrones no compartidos, susceptibles de ser
protonados. Dado que muchas de las propiedades de estos ligandos a la
hora de interaccionar con otros sustratos dependen del nimero de cargas
positivas y del nimero de &tomos dadores o aceptores de enlaces de
hidrégeno o, lo que es lo mismo, del grado de protonacion de los ligandos,
es necesario conocer cual es la distribucion de las diferentes especies
protonadas en el intervalo de pH de trabajo. Esto se ha conseguido
mediante el calculo de las constantes de protonacién a partir de medidas
potenciométricas. En algunos casos, estos estudios se han complementado
con valoraciones espectroscapicas.

6.1.1. Ligandos derivados de la poliamina L

En la figura 6.1 se muestran los compuestos preparados a partir de
la funcionalizacion de la poliamina macrociclica L (ver capitulos 3,
“Nomenclatura” y 5, “Sintesis”) con unidades aromaticas de antraceno,
pireno y 2-hidroxifenilo. Y, en la tabla 6.1, se recogen los valores de las
constantes de protonacion obtenidas para estos compuestos incluyendo,
para su comparacion, las del precursor L (publicadas en trabajos anteriores
de este grupo de investigacién [198]).
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Figura 6.1. Compuestos sintetizados a partir de la poliamina L.

En todos los casos las constantes sucesivas disminuyen en cada
paso, como cabria esperar, debido al aumento de las repulsiones
electrostaticas. Se puede observar que, a pesar de que cada compuesto tiene
cinco 4tomos de nitrogeno, solo se han detectado tres o cuatro equilibrios
de protonacion en el intervalo de pH estudiado (2.5 < pH < 11.0). Estos
equilibrios corresponden a la protonacién de las aminas secundarias (y
también la primaria, en el caso de L) y del grupo fenol del L-S. Las otras
dos protonaciones, no detectadas, involucrarian el nitrdgeno de la piridina
y la amina terciaria y tendrén valores muy bajos debido a las fuertes
repulsiones electrostaticas que se generarian por los tres grupos amonio
proximos [198]. Ademas, los nitrdgenos terciarios en disolucién acuosa
son menos basicos que los primarios o secundarios [263].
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Tabla 6.1. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, de los
compuestos L, L-A, L-Py L-S.

Equilibrio L® L-A L-P L-S
L+H=HL®  10.20(6)°Y  9.80(2) 9.16(1) 9.93(2)
HL+H=2H,L  9.18(3) 8.66(2) 8.06(1) 9.11(1)
HoL+H=2HsL  7.84(4) 7.19(3) 6.30(1) 7.91(2)
HsL+H=2 Hsl — - — 6.74(3)
logp 27.32(8)®  25.65(3) 2353(1)  33.69(3)

@Cargas omitidas. ®Valores obtenidos de la referencia [198]. ©“Medidas realizadas a
298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar (excepto en el
caso de L, que se utilizd NaClO4 0.15 M). @Los valores entre paréntesis representan
desviaciones estandar en la ultima cifra significativa. )La basicidad global B se define
como B = ZiKi.

Las constantes sucesivas y globales de los dos compuestos con
sustituyentes aromaticos policilicos, L-A y L-P, son menores a las del
precursor L. La tendencia seria L > L-A > L-P. Existen dos razones
fundamentales que permiten explicar este hecho: en primer lugar, la
presencia de un grupo amino primario en L, mas basico que los demas
debido a una mayor energia de hidratacion, hace que la primera constante
de protonacion de este compuesto sea mas elevada. En segundo lugar, la
mayor hidrofobicidad de los compuestos con sustituyentes poliaromaticos
dificulta la solvatacion de los grupos amonio [263, 264]. Este efecto es mas
acusado en el compuesto gue contiene pireno ya que, como es evidente, la
solubilidad en agua de los hidrocarburos aromaticos policiclicos disminuye
al aumentar su peso molecular. El caso del L-S es particular, ya que tiene
una constante de protonacion extra asociada al equilibrio fenolato/fenol.
Por este motivo la constante de basicidad global es mayor que la del resto
de compuestos discutidos aqui.

Estas constantes de protonacion nos permiten calcular los
diagramas de distribucion de las distintas especies en disolucion, los cuales
se muestran a continuacion en la figura 6.2.
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Figura 6.2. Diagramas de distribucién de los ligandos de tipo escorpiando
derivados de L, calculados a partir de las constantes de protonacion. Las
cargas se han omitido.

Los valores de las constantes de protonacidn descritas nos ofrecen
informacion importante sobre el comportamiento &cido-base de los
compuestos. Sin embargo, estas constantes son un dato macroscopico que
no aporta informacién acerca de cada atomo protonable de forma
individual. Para tener una idea més clara de la secuencia que siguen estas
reacciones de protonacion es necesario, por tanto, recolectar evidencias
mediante otras técnicas. Es importante aclarar que una secuencia de
protonacion solamente refleja la situacion mas probable ya que, al tratarse
de equilibrios, no podemos asignar univocamente un protén a un Unico
atomo dador.

Registrando la emisién de la fluorescencia en el transcurso de una
valoracion &cido-base podemos obtener valiosa informacion acerca de la
protonacién de los compuestos. Podemos determinar, por ejemplo, el
intervalo de pH en el que tiene lugar la protonacion del grupo amino
secundario contiguo al grupo fluoréforo. Esto es posible ya que, como se
ha explicado en la introduccién (apartado 1.2.6), la presencia de un atomo
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dador con un par de electrones disponibles (en nuestro caso, un grupo
amino secundario) en las proximidades del grupo fluoroforo, puede dar
lugar a un fenémeno de transferencia electronica fotoinducida (PET). Al
protonarse la amina, el par de electrones deja de estar disponible y este
fendmeno PET se veré interrumpido, lo que se traducira en un aumento de
la fluorescencia.

Valiéndonos de la fluorescencia intrinseca del compuesto que
contiene antraceno, L-A, se hicieron medidas de la emisién de
fluorescencia a intervalos de 0.5 £ 0.1 unidades de pH, abarcando el
intervalo de pH de 2.0 a 11.0. Los resultados de estas medidas se
representan en la figura 6.3 (triangulos rojos), superpuestos a los
correspondientes diagramas de distribucién de cada compuesto (lineas
solidas).
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Figura 6.3. Variacion del maximo de emision de la fluorescencia en
funcién del pH (triangulos rojos, eje secundario) y diagrama de
distribucion del ligando L-A (lineas sélidas, eje principal).

Como se puede observar, el aumento de la fluorescencia se
corresponde, con bastante precision, con el momento en el que tiene lugar
la dltima protonacién. Las pequefias diferencias se pueden explicar por los
errores intrinsecos al experimento (por ejemplo en la medida del pH, asi
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como por fluctuaciones en la intensidad de la lampara). De estos resultados
se puede deducir, por tanto, que la protonacién de la amina secundaria de
la cadena lateral tiene lugar, mayoritariamente, en el Gltimo paso.

Con este dato podemos ya proponer una secuencia de protonacion
para los compuestos L-A y L-P, que contienen s6lo un atomo dador en la
cadena lateral. Si la Gltima protonacion tiene lugar preferentemente en esta
amina secundaria, como indican los datos de emisién de fluorescencia, las
dos primeras protonaciones tendran lugar mayoritariamente en las aminas
secundarias del macrociclo, las cuales son indistinguibles (figura 6.4).

® ® ® ®
L Z Z
N Y N7 P N T o N
HN NH ——— . ) . ——= H,N NH, —= NH
LS U T T e
N N N N
®
HNY R
HN__R HN__R HN___R 2

R = Antraceno, Pireno

Figura 6.4. Secuencia de protonacion propuesta para los ligandos L-A y
L-P.

Como se ha comentado antes, el compuesto L-S tiene una
constante de protonacidn adicional, respecto a los otros derivados de L,
gue esta asociada al equilibrio fenolato/fenol (ver tabla 6.1). Para
determinar el valor de esta constante se ha seguido la absorbancia del
compuesto a diferentes valores de pH. Como se puede apreciar en la figura
6.5, la banda de absorcion a 292 nm, asociada al fenolato, aumenta a pH
bésico.
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Figura 6.5. Variacion de la absorbancia de L-S durante una valoracion
acido-base. En el recuadro se representa la variacion de la banda a 292 nm
frente al pH.

Utilizando estos datos y mediante el programa de ajuste de
minimos cuadrados no lineal HypSpec [208] se ha obtenido un valor para
el logaritmo la constante del equilibrio fenol/fenolato de 9.1. Este valor
coincide con el de la segunda constante sucesiva de protonacion calculada
a partir de los datos potenciométricos. EI hecho de que el valor calculado
sea menor que el valor del pKa del fenol (pKa = 10.0) se explica por la
presencia de una carga positiva en el macrociclo, y es coherente con otros
ejemplos encontrados en la literatura para compuestos similares [265]. Sin
embargo, como se observa en el recuadro de la figura 6.5, este equilibrio
fenol/fenolato se extiende desde pH 7 a 12.

Analizando los espectros de RMN 'H a diferentes valores de pH
podemos obtener méas informacion acerca de estos equilibrios. Como se
aprecia en la figura 6.6, al pasar de pH 11.7 a 9.2, lo que se corresponde
con la primera protonacion del ligando, se observa un desplazamiento a
campo bajo en las sefiales tanto del macrociclo como del grupo fenolato.
Concretamente, la sefiales 1, 2 y 3 del macrociclo son las més afectadas,
con desplazamientos de 0.33, 0.34 y 0.40 ppm respectivamente. Sin
embargo, también la sefial 6 de la cadena lateral se desplaza a campo bajo
0.37 ppmy las sefales f2 y f3 lo hacen 0.10 y 0.17 ppm.
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Al disminuir a pH 8.3 tiene lugar la segunda protonacién, y
nuevamente las sefiales 1 y 3 del macrociclo son las mas afectadas, con un
cambio de 0.15 ppm, seguidas de la sefial f3 con 0.07 ppm. La tercera
protonacion afecta principalmente a la sefial 2 (0.22 ppm) y la cuarta y
Gltima protonacion provoca un fuerte desplazamiento de las sefiales 5y 6
de la cadena lateral (0.22 y 0.17 ppm, respectivamente) y f1 (0.28 ppm).
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Figura 6.6. Espectros de RMN H en D,O para L-S registrados en: (1)
pD=11.72 (2) pD=9.23, (3) pD= 8.30, (4) pD= 7,53 (5) pD=2.31.
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Teniendo en cuenta estos datos y habiendo calculado el valor de la
constante para el equilibrio fenol/fenolato, podemos sugerir la secuencia
de protonacidn para el compuestos L-S que se muestra en la figura 6.7. Es
interesante resaltar dos aspectos, el primero es que a valores de pH en torno
a 9 predomina la especie zwitterionica, no pudiéndose tener en disolucion
acuosa una especie neutra, lo que explica los problemas asociados a la
extraccion del compuesto y el bajo rendimiento obtenido en su sintesis (ver
capitulo 5, “Sintesis™). El segundo aspecto interesante es que la presencia
de la carga negativa del fenolato aumenta la basicidad de las aminas
proximas, lo que explica que el valor de la primera constante de
protonacién de L-S sea mayor que en los otros derivados de L.

~ AN AN
N/ N/ NZ
®__NH ®__NH
j +H* H r +H "H"
N ~H NN T-HT N
o° 0P HHO
-H 1L+ H*
AN AN
N/ N/
NH, NH2

@ j@
N -H*’

e b 5o

Figura 6.7. Secuencia de protonacion propuesta para L-S.
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6.1.2. Ligandos derivados de la poliamina LI

Al alargar la cadena lateral del L con un grupo propilamina se
obtiene el segundo precursor, LI, que ha servido de punto de partida para
la preparacion de otra familia de compuestos de tipo escorpiando,
representados en la figura 6.8, que contienen un &tomo dador adicional en
la cadena lateral, que es ahora mas larga y flexible.

+ R_CHO
b) NaBH,

‘\ LI
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NH
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N7 N7 N~
H NH H NH HN H

Figura 6.8. Poliaminas de tipo escorpiando sintetizadas a partir de L1I.
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Para facilitar la discusion, las constantes de protonacion obtenidas
se presentan en dos tablas diferentes. La primera de ellas (tabla 6.2)
contiene las constantes referidas al compuesto de partida, LI [266], y a los
dos derivados obtenidos de la funcionalizacion de éste con los
hidrocarburos arométicos policiclicos, antraceno y pireno: LI-A'y LI-P.

Tabla 6.2. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, de los
compuestos LI, LI-A'y LI-P.

Equilibrio LI® LI-A LI-P
L+H=2 HL® 10.13(1)9 10.09(1) 9.43(2)
HL+H 2 HoL 9.40(1) 9.31(1) 9.18(2)
H,L + H 2 HsL 8.27(1) 8.03(3) 7.88(3)
Hal + H 2 Hal 7.02(1) 7.01(4) 6.92(3)
logp 34.84(1)® 34.44(1) 33.41(3)

@cCargas omitidas. ®Valores obtenidos de la referencia [266]. “Medidas realizadas a
298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar (excepto en el
caso de LI, que se utilizé NaClO4 0.15 M). @Los valores entre paréntesis representan
desviaciones estandar en la Gltima cifra significativa. )La basicidad global B se define
como B = ZiKi.

Las constantes globales de basicidad son, como cabria esperar,
mayores que las de sus analogos de cadena lateral corta, ya que ahora
tenemos un 4tomo dador adicional y, por tanto un equilibrio de protonacion
extra. Se observa la misma tendencia de disminuir la basicidad global al
aumentar la hidrofobicidad de los compuestos. Sin embargo, la diferencia
entre la basicidad de los dos compuestos con antraceno y pireno es menor,
probablemente debido a que los sustituyentes aromaticos influyen menos
en la solvatacion de los grupos amonio, al ser la cadena lateral méas larga 'y
encontrarse mas alejados unos de otros.

A continuacion, en la tabla 6.3, se presentan los resultados de los
estudios del comportamiento &cido-base de los derivados del LI que
contienen heterociclos aromaticos como sustituyentes. En concreto, los
grupos elegidos para la funcionalizacién han sido: 2-piridina, 4-piridina, 2-
quinolina y 9-acridina. El par de electrones libre de los nitr6genos
presentes en estos grupos no forma parte del sistema  aromatico y son,
por tanto susceptibles de protonacion. Sin embargo, como ya se comento
al referirnos a la piridina que forma parte del macrociclo, su basicidad
puede ser bastante menor que la de las aminas secundarias por lo que, en
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algunos casos, no se ha podido determinar el valor de la constante mediante
medidas potenciométricas [267].

Tabla 6.3. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, de los
compuestos LI-2Py, LI-4Py, LI-2Q y LI-Acr.

Equilibrio LI-2Py LI-4Py LI-2Q LI-Acr
L+H2HL® 9.49(1)®9 10.16(1) 9.71(2) 9.64(3)
HL + H 2 H,L 8.91(1) 9.17(2) 9.03(1) 9.49(3)
HoL+H2HsL  7.85(1) 8.12(1) 7.90(2) 8.15(3)
HsL+H2HsL  6.66(2) 6.77(1) 6.80(2) 7.22(3)
HiL+H2HsL — 3.72(2) 2.24(8) -
_logB 32.92(2)@ 37.95(1) 35.68(1) 34.50(2)

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M
como electrolito auxiliar. ©Los valores entre paréntesis representan desviaciones
estandar en la Gltima cifra significativa. @La basicidad global B se define como p =
2iKi.

En el caso de los compuestos funcionalizados con piridina
podemos observar que fue posible calcular una quinta constante de
protonacién Unicamente para el ligando con la piridina sustituida en la
posicién 4, y no para el compuesto con la piridina en la posicion 2. Esta
Gltima protonacion involucraria probablemente al nitrégeno de la piridina
terminal. En el compuesto LI-2Py, la posicion del nitrdgeno posiblemente
permita que se establezca un enlace de hidrégeno con uno de los grupos
amonio de la cadena lateral. Si éste fuera el caso, la protonacion del
nitrégeno de la piridina conllevaria la rotura de este enlace, lo que
probablemente explique la baja basicidad de este compuesto en
comparacion al LI-4Py [268]. Lo mismo ocurre para el compuesto LI-2Q,
sin embargo en este caso si se pudo determinar la cuarta constante de
protonacion. Como se puede observar en la tabla 6.3, esta constante es 1.5
ordenes de magnitud menor que la de la piridina sustituida en la posicion
4 del compuesto LI-4Py.

En la figura 6.9 se representan los diagramas de distribucién de
especies para estos compuestos, calculados a partir de las constantes de
basicidad globales obtenidas.
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Figura 6.9. Diagramas de distribucion de los ligandos de tipo escorpiando
derivados de LI, calculados a partir de las constantes de protonacién. Las
cargas se han omitido.

Para tener informacidn cuantitativa sobre el grado de protonacion
a un determinado pH es posible calcular el grado medio de protonacion.
Los resultados obtenidos para pH = 7.4 se representan en la figura 6.10. En
el caso de los derivados de L, a este valor de pH, el grado medio de
protonacién esta en torno a 2.0, siendo la especie predominante el cation
[H2L]?*. Para los derivados de LI, con un grado medio de protonacion
alrededor de 3.0, la especie predominante a pH 7.4 es [HsL]** (salvo en el
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caso de LI-Acr, en el que la especie predominante a ese pH es [H4L]*
debido a la presencia del grupo acridinio).

4.00
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Figura 6.10. Diagrama de barras representando el grado medio de
protonacion, a pH 7.4, de los derivados de L (barras rojas) y LI (barras
azules).

Ya que el compuesto LI-Acr posee un Unico nitrogeno protonable
en la cadena lateral (la amina contigua al grupo fluoréforo es exociclica, a
diferencia de los otros derivados de LI, y tendra un valor de pK, bajo) fue
posible deducir la secuencia de protonacion mediante estudios
espectroscopicos. Al seguir la emision de la fluorescencia a diferentes
valores de pH se observé una fuerte disminucién de la fluorescencia que
se corresponde con la aparicion de la especie monoprotonada (Figura
6.11).
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Figura 6.11. Variacion del maximo de emision de la fluorescencia en
funcién del pH (triangulos rojos, eje secundario) y diagrama de
distribucion de LI-Acr (lineas sélidas, eje principal).

Esta disminucion de la fluorescencia no esta relacionada con un
efecto PET, como se observo en el caso de L-A, sino que esta asociada a
la protonacion de la acridina. Esto puede parecer sorprendente en un primer
momento, ya que la acridina es una base relativamente débil (pKa. = 5.60).
Sin embargo hay que considerar que la presencia de un grupo amino en la
posicién 9 de la acridina aumenta drasticamente su basicidad, debido a lo
gue se conoce como “efecto de resonancia idnica adicional”, que no es mas
que la generacion de nuevas formas de resonancia en el ién. Por ejemplo
en el caso de la 9-aminoacridina esta estabilizacion tiene lugar a través de
las estructuras candnicas representadas en la figura 6.12, y este efecto
provoca un aumento en la basicidad hasta un pK, = 9.99 [269].
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Figura 6.12. Estructuras canonicas del ién 9-aminoacridinio.
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Tomando en cuenta este hecho y suponiendo que las siguientes
protonaciones siguen el orden ya descrito para los derivados de L, la
secuencia de protonacion propuesta para este compuesto seria la
representada en la figura 6.13.

Figura 6.13. Secuencia de protonacion propuesta para LI-Acr.

6.1.3. Ligandos politépicos

Por ligandos politopicos nos referimos a aquellos que presentan
elementos estructurales que permiten coordinar a mas de un cation
metalico. En la presente tesis doctoral se han estudiado dos ejemplos de
este tipo de compuestos (figura 6.14), ambos derivados del precursor L. El
primero de ellos, sintetizado en colaboracion con el Grupo de Quimica
Supramolecular de la Universidad de Urbino, no difiere en gran medida de
los ligandos discutidos antes y los valores de las constantes de protonacién
(tabla 6.4) son, por tanto similares a los discutidos en la tabla 6.1, con tres
constantes sucesivas correspondientes a los tres nitrégenos secundarios de
la estructura. Las constantes de protonacion del grupo 2-fenil-5-piridil-
[1,3,4]oxadioazol asi como del grupo amino terciario y del nitrdgeno de la
piridina del macrociclo no han podido ser determinadas por estar fuera del
intervalo de trabajo de la técnica utilizada (pH < 2.0).
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L-O \/\Nj TPA-L,

Figura 6.14. Esquema de los ligandos politopicos estudiados.

Tabla 6.4. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, del
compuesto L-O.

Equilibrio L-O
L+H2HL® 9.84(1)®°
HL + H 2 H,L 8.60(1)
H,L +H 2 HslL 6.74(1)
_logB 25.18(1)@

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de
temperatura y con NaClO4 0.15 M como electrolito
auxiliar. ©Los valores entre paréntesis representan
desviaciones estandar en la  (ltima cifra
significativa. @La basicidad global B se define como
= JiKi.

El segundo ligando politépico, TPA-Ls3, consiste en tres
macrociclos de L unidos simétricamente en las posiciones para de un
grupo trifenilamina (TPA) y tiene, por tanto nueve aminas secundarias
susceptibles de protonarse, ademas del grupo trifenilamina. Estas diez
constantes de protonacion han podido ser determinadas y sus valores se
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muestran en la tabla 6.5. Las dos primeras constantes se detectan
simultdneamente y a continuacion se registran el resto de constantes de
manera sucesiva y con valores decrecientes, como cabria esperar por el
aumento de las repulsiones electrostaticas.

Tabla 6.5. Constantes de protonacion, en unidades logaritmicas, del
compuesto TPA-Las.

Equilibrio TPA-Ls
L+2H 2 H,L® 19.17(1)®©
H:L +H 2 HsL 9.09(1)
HsL +H 2 H4L 8.88(2)
HisL+H2HsL 8.61(2)
HsL + H 2 HsL 8.08(2)
HeL + H 2 H/L 7.79(2)
H7;L+H 2 HsL 7.33(2)
HsL + H 2 HoL 7.00(2)
HoL + H 2 Hyol 5.97(2)
_logB 81.92(2)@

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de
temperatura y con NaCl 0.15 M como electrolito
auxiliar. ©Los valores entre paréntesis representan
desviaciones estandar en la  (ltima cifra
significativa. @La basicidad global B se define como
= JiKi.

Con los valores de estas constantes se ha podido predecir la
distribucion de las especies en funcion del pH del medio (figura 6.15). En
el caso del ligando L-O la especie mas abundante a pH 7.4 es claramente
[H2L]?*, predominando en disolucién con mas de un 80%. Por el contrario,
en el caso de TPA-L3z encontramos en disolucion las diez especies
diferentes en un intervalo de s6lo cuatro unidades de pH, no habiendo
ninguna que predomine claramente a pH 7.4.
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Figura 6.15. Diagramas de distribucion de los ligandos L-O y TPA-L,
calculados a partir de las constantes de protonacion. Las cargas se han
omitido.
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6.2 Interaccion con metales de transiciéon

En esta seccion discutiremos los resultados obtenidos para la
especiacién de los ligandos sintetizados con diferentes metales de
transicion obtenidos mediante medidas potenciométricas. Para facilitar la
discusion y en coherencia con el capitulo anterior se dividira la seccion en
cuatro apartados. Los dos primeros corresponderan a los derivados de L y
de LI. Debido a su relevancia biol6gica y en relacién a los objetivos de esta
tesis, los estudios se han centrado en dos metales: Cu?* y Mn?". Sin
embargo, en algunos casos también se han estudiado otros elementos de la
primera serie de transicion, como Zn?" y Fe?*. Estos casos particulares se
discutiran en el tercer apartado. Finalmente, en la cuarta seccion, se
presentaran los resultados obtenidos para la interaccion de los ligandos
politépicos con diferentes metales de transicion.

6.2.1. Ligandos derivados de la poliamina L

Para los estudios de especiacion con metales se han elegido dos de
los derivados de la poliamina L, L-A 'y L-S. El ligando L-P se descarto6 de
estos estudios debido a la escasa solubilidad de sus complejos metélicos,
que hace imposible su estudio a las concentraciones requeridas para las
medidas potenciométricas. EI compuesto L-A es un ligando
potencialmente pentadentado, teniendo en cuenta que el nitrogeno de la
cadena lateral puede participar en la coordinacion del cation metalico. El
compuesto L-S es potencialmente hexadentado ya que el oxigeno del
grupo fenol podria también coordinar al metal. Como veremos a
continuacion, la presencia de este &tomo dador, distinto al nitrégeno, tiene
un efecto importante en la estabilidad de los complejos formados.
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Estudios de especiacion con Cu?*

En latabla 6.6 se muestran los valores de las constantes de afinidad
calculadas para los derivados de L., asi como los valores del precursor para
su comparacion (obtenidos de a referencia [198]).

Tabla 6.6. Constantes de complejacion de Cu?* para L, L-A y L-S en
unidades logaritmicas.

Equilibrio L® L-A L-S
L+CuzCulL® 20.43(3)d  18.48(1) 21.84(5)
CuL +H 2 CuHL 3.85(3) 3.94(1) 5.60(2)
CuHL +H 2 CuH,L — - 3.49(4)
CuL 2 CuL(OH) -11.01(3) -11.34(4) —

@Cargas omitidas. ®Valores tomados de la referencia [198]. ©Medidas
realizadas a 298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M como
electrolito auxiliar (excepto en el caso de L, en el que se uso
NaClO4). @Los valores entre paréntesis representan desviaciones
estandar en la Ultima cifra significativa.

Los complejos de cobre formados son muy estables en todos los
casos, detectandose la formacion de especies mononucleares a lo largo de
todo el intervalo de pH estudiado, con grados de protonacion 0y 1 para L-
Ay 0,1y 2 paraL-S. El complejo [Cu(L-S)]** es especialmente estable,
con una constante tres érdenes de magnitud mayor que las del resto de
ligandos, lo que indica que el oxigeno del fenolato participa en la
coordinacion del cobre.

Como puede apreciarse en los diagramas de distribucion (figura
6.16), las especies de cobre se forman desde pH 2, y a partir de pH 4 el
cobre esta cuantitativamente complejado. En el caso de L-A la especie
[CuL]? predomina a partir de pH 4 y a lo largo de todo el intervalo
estudiado. Para L-S, por debajo de pH 6 se encuentran las especies
protonadas [CuH,L]*" y [CuHL]**, mientras que a pH superior a 6 sélo se
detecta la especie [CuL]?*".
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Figura 6.16. Diagramas de distribucion de especies para los sistemas de
Cu?* - L-Ay Cu* - L-S.

Mediante evaporacién lenta de una disolucion equimolar de L-A
con Cu?* se obtuvieron monocristales aptos para la difraccion con rayos X,
de composicion [Cu(L-A)](ClO4)2. La estructura resuelta se presenta en la
figura 6.17. La unidad asimétrica consta de cuatro cationes [Cu(L-A)]?*
casi equivaletes y ocho aniones perclorato. En todas las unidades [Cu(L-
A)]**, el Cu?* esta coordinado por los cuatro nitrégenos del macrociclo y
por el nitrégeno de la cadena lateral, con una geometria de pirdmide de
base cuadrada ligeramente distorsionada (t = 12%). La mayor distancia de
enlace se da para el nitrégeno terciario del macrociclo. Las unidades
aromaéticas de piridina y antraceno estan apiladas a unas distancia de 3.6
A. Comparando con la estructura del complejo de cobre del precursor L,
[Cu(L)]?* [198], las distancias de enlace para el nitrégeno en posicién axial
son menores en el caso del compuesto con antraceno (dCu(1)-N(3) =2.19
y 2.12 A para [Cu(L)]** y [Cu(L-A)]*, respectivamente). Parece ser que el
apilamiento n—mn entre las dos unidades aromaticas cancela en alguna
medida el efecto Jahn-Teller, evitando que la posicion axial esté muy
distorsionada. Los datos de la estructura cristalina de [Cu(L-A)]** se
encuentran en la tabla 6.7 y en el Anexo 3.
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Figura 6.17. Estructura cristalina del cation [Cu(L-A)]?*. Los atomos de
hidrégeno han sido omitidos.

Tabla 6.7. Distancias y angulos de enlace seleccionados para la estructura
[Cu(L-A)]*.

Distancias de enlace (A)

Cu(1)-N(1) 1.90(3)
Cu(1)-N(2) 2.06(2)
Cu(1)-N(3) 2.12(2)
Cu(1)-N(4) 2.01(3)
Cu(1)-N(5) 2.07(2)
Angulos de enlace (grados)
N(1) —Cu(1) -N(2) 83.6(10)
N(1) —Cu(1) -N(4) 83.1(13)
N(1) —Cu(1) -N(5) 142.3(10)
N(2) —Cu(1) -N(3) 85.0(7)
N(2) —Cu(1) —-N(5) 100.8(8)
N(3) —Cu(1) —-N(4) 86.8(11)
N(3) —Cu(1) -N(5) 84.4(8)
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Estudios de especiacion con Mn?*

En latabla 6.8 se muestran los valores de las constantes de afinidad
calculadas para dos derivados de L, asi como los valores de este precursor
para su comparacion [270]. La estabilidad de los complejos de Mn?* es
menor que la de los de Cu?*, si bien las constantes de estabilidad siguen
siendo lo suficientemente elevadas como para considerar que los
complejos son bastante estables.

Tabla 6.8. Constantes de complejacion de Mn?* para L, L-A y L-S en
unidades logaritmicas.

Equilibrio L® L-A L-S

L+ Mn = MnL® 11.43(1)C9  9.16(2) 12.52(1)
MnL+H2MnHL  5.89(4) 6.63(4) 6.24(1)
MnL 2 MnL(OH)  -10.85(1)  -1051(4)  -10.17(2)

@Cargas omitidas. ®Valores tomados de la referencia [270]. ©Medidas
realizadas a 298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M como
electrolito auxiliar (excepto en el caso de L, en el que se uso
NaClO4). @Los valores entre paréntesis representan desviaciones
estandar en la Ultima cifra significativa.

En todos los casos estudiados se detectaron especies
mononucleares de Mn?* con estequiometrias [MnHL]*" y [MnL]%*, asi
como la especie hidroxilada [MnL(OH)]*. El valor de la constante de
estabilidad para la formacion del complejo [MnL]?* es significativamente
mayor en el caso de L-S en comparacién con el resto de ligandos,
probablemente debido a la participacion del oxigeno del fenolato en la
complejacion del manganeso.

Como se puede observar en los diagramas de distribucion de la
figura 6.18, debido a la menor estabilidad de los complejos de manganeso
respecto a los de cobre, los complejos de manganeso se empiezan a formar
a valores de pH superiores a 5. En el caso de L-A, el manganeso no esta
cuantitativamente complejado ([Mn?*] < 5%) hasta pH 7.5. La situacion
mejora para L-S, gracias a la mayor estabilidad asociada a la presencia del
oxigeno del fenolato a partir de pH 7 ya no hay manganeso libre en
disolucion.

166



Estudios de protonacidn e interaccion con metales de transicion

L-A+ Mn?* L-S + Mn?*

=
= = —
= = =

S
N

Fraccion molar
=
=

Fraccion molar

=
¥
=
s

=
=

60 80 10.0 2.0 4.0 6.0 3.0 10.0
pl pH

I
I

Figura 6.18. Diagramas de distribucion de especies para los sistemas Mn?*
— ligando, para L-A y L-S. La linea discontinua representa la fraccién
molar de metal libre. Las cargas se han omitido.

6.2.2. Ligandos derivados de la poliamina LI

Los derivados de la poliamina LI, al contar con un d&tomo dador
adicional en la cadena lateral tienen la capacidad de hexacoordinar el
catién metélico. En el caso de los ligandos LI-2Py y LI-2Q el dtomo de
nitrogeno del heterociclo de la cadena lateral esta también en una posicion
favorable para interactuar con un centro metalico situado en el macrocilco,
por lo que potencialmente pueden actuar como ligandos heptadentados.
Este no es el caso de LI-4Py el cual tiene el nitrdgeno de la piridina
apuntando hacia fuera del macrociclo, lo que impide que se coordine al
metal. A continuacion se analizard como estas diferencias estructurales
afectan a la estabilidad de los complejos metalicos.
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Estudios de especiacion con Cu?*

En la tabla 6.9 se presentan los valores de las constantes de
estabilidad de los complejos de cobre con ligandos derivados de la
poliamina alargada LI, determinados por potenciometria. Estos valores son
mayores en comparacion con los de los ligandos de cadena corta, lo que
indica la participacion del segundo d&tomo dador de la cadena lateral en la
coordinacion del metal.

Tabla 6.9. Constantes estabilidad, en unidades logaritmicas, para los
complejos de Cu?* de distintos derivados de LI.

Equilibrio LI-A LI-P LI-2Py  LI-4Py  LI-2Q
L+CuzCuL® 20.49(4)P9 20.09(5) 21.77(2) 20.63(3)  23.19(2)
CuL + H 2 CuHL 6.44(1) 6.195)  5.16(2) 5.89(2)  8.15(2)
CuHL+H =2 CuHoL  4.61(1) 430(5)  417(2)  447(1)  4.18(2)
CuH:L+H 2 CuHsL  — - — 360(2) —

CuL 2 CuL(OH) -11.8(1) - - - —

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15 M
como electrolito auxiliar. )Los valores entre paréntesis representan desviaciones estandar
en la Gltima cifra significativa.

A primera vista se observa que los ligandos con capacidad de
formar complejos heptacoordinados, LI-2Py y LI-2Q, forman complejos
comparativamente més estables. En todos los casos, ademas del complejo
[CuL]?, se han detectado especies de estequiometria [CuHL]** y
[CuH,L]*. En el caso de LI-4Py se ha detectado una especie adicional
[CuH;sL]®*. Esta protonacién coincide con el valor de la quinta constante
sucesiva de protonacidn detectada para el ligando libre (pKa = 3.72), y
probablemente involucra, como ya se discutié en la seccion 6.1.2, al
nitrégeno de la piridina de la cadena lateral.
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Figura 6.19. Diagramas de distribucidn de especies para los sistemas de
Cu?* — ligando para los derivados de LI. La linea discontinua representa la
fraccion molar de metal libre. Las cargas se han omitido.

En los diagramas de distribucion (figura 6.19) se puede apreciar
que en el caso de los compuestos con la cadena lateral alargada, a pH
neutro, la especie [CuL]?* no es la Unica que se encuentra en disolucion,
sino que sigue habiendo cantidades apreciables de [CuHL]?*. También es
evidente cdmo con los ligando potencialmente heptacoordinados, LI-2Py
y LI-2Q, los complejos se empiezan a formar a menor pH.
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Para poder comparar todos los sistemas, en la figura 6.20 se
representa el pCu?* (-log[Cu?"]) frente al pH. Como se puede observar, el
compuesto que forma los complejos menos estables a pH basico es el
ligando de cadena corta L-A. En la secuencia de estabilidad le siguen los
compuestos con la cadena lateral alargada y sustituyentes aromaticos LI-P
y LI-A, asi como el compuesto LI-4Py. El hecho de que el compuesto
sustituido con la unidad 4-piridina esté en este mismo intervalo de
estabilidad nos indica que el nitrégeno de la piridina de la cadena lateral
no esta participando en la coordinacion del cation metalico. Siguiendo la
secuencia de estabilidad nos encontramos el compuesto L-S, con una
mayor afinidad por el cobre gracias a la participacion del oxigeno del
fenolato en la coordinacién, seguido por el compuesto heptacoordinado LI-
2Py, el cual es méas estable que L-S a pHs inferiores a 9 debido a la
protonacién del grupo fenolato. Finalmente, el ligando que genera los
complejos de cobre mas estable es LI-2Q. La secuencia de estabilidad, por
tanto seria L-A < LI-P = LI-A = LI-4Py < L-S < LI-2Py < LI-2Q.

13.0 A
L-A
11.0
L-S
+ B LI-A
y 9.0
Q LI-P
=7
7.0 —1LI1-2Py
LI4Py
5.0 —LI1-2Q
3.0 A T T T T
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

pH

Figura 6.20. Representacion del pCu?* frente al pH de los derivados de L
(lineas discontinuas) y LI (lineas solidas). Calculado a partir de las
constantes de estabilidad para una disolucion de concentracion inicial
[Cu*#*]=[L]=1x103M.
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Estudios de especiacion con Mn?*

Los valores de las constantes de asociacion con Mn?* de estos
compuestos, presentadas en la tabla 6.10, son elevadas, del orden de 10°,
aunque inferiores a las de los complejos de Cu?*. En el caso del ligando LI-
A, sus constantes de estabilidad son aproximadamente un orden de
magnitud superiores a las del ligando de cadena corta L-A (tabla 6.8), lo
gue nos indica que el segundo nitrégeno de la cadena participa en la
coordinacion del metal.

Tabla 6.10. Constantes estabilidad, en unidades logaritmicas, para los
complejos de Mn?* de distintos derivados de LI.

Equilibrio LI-A LI-2Py LI-4Py LI-2Q
L+ Mn 2 MnL® 9.89(5)®9 9.67(3) 9.93(5) 8.42(3)
MnL + H2 MnHL  8.94(5) 6.80(4) 8.28(5) 8.97(3)
MnL 2 MnL(OH) — — — -11.1(1)
@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y con
NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar. ©Los valores entre paréntesis
representan desviaciones estandar en la Gltima cifra significativa.

En la figura 6.21 se representan los diagramas de distribucién de
especies construidos para estos sistemas. Como se puede observar, los
complejos se forman a partir de pH 5, y las principales especies detectadas
son de estequiometria [MnL]?** y [MnHL]®*", siendo esta Gltima la especie
predominante a pH 7.4, salvo para LI-2Py.
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Figura 6.21. Diagramas de distribucidn de especies para los sistemas de
Mn?* — ligando, para los derivados de LI. La linea discontinua representa
la fraccién molar de metal libre. Las cargas se han omitido.

Para comparar la estabilidad de los complejos de Mn?* con los
diferentes ligandos estudiados, en la figura 6.22 se representa el pMn?*
frente al pH. Como se puede apreciar, los complejos no empiezan a
formarse hasta alcanzar un pH cecano a 6. Lo primero que llama la atencion
es que, al contrario que con el Cu?*, los complejos menos estables son los
del compuesto LI-2Q. A continuacion, y con estabilidades similares
encontramos al ligando de cadena corta L-A y los compuestos LI-A, LI-
4Py y LI-2Py. En esta ocasion, la posibilidad de formar complejos
heptacoordinados del ligando LI-2Py no parece contribuir a incrementar
de forma sensible la estabilidad de los complejos con Mn?*. Mucho mas
estables son los complejos formados por el ligando L-S, lo que pone en
evidencia la importancia del oxigeno del fenolato en la coordinacion del
Mn?*, La secuencia de estabilidad es, por tanto: LI-2Q < L-A = LI-A=LI-
4Py = LI-2Py << L-S.
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Figura 6.22. Representacion del pMn?* frente al pH de los derivados de L
(lineas discontinuas) y LI (lineas solidas). Calculado a partir de las
constantes de estabilidad para una disolucion de concentracion inicial
[Mn?*] = [L] =1x 10 M.

6.2.3. Estudios con otros metales de transicion

Ademas de los estudios con cobre y manganeso, en algunos casos
también se realizaron medidas potenciométricas con los metales hierro y
zinc debido, entre otras cosas, a su relevancia en los sistemas biol6gicos.
El zinc, por ejemplo, es un elemento esencial en la dieta de los humanos,
apareciendo en los centros activos de muchas proteinas con una gran
variedad de funciones [271]. Ademas, debido a su baja toxicidad, resulta
un buen candidato para el estudio de los complejos en cultivos celulares,
como los realizados en el transcurso de esta tesis doctoral para determinar
la citotoxicidad de los ligandos libres frente a la de los complejos
metalicos. Por estos motivos se determind la estabilidad de la interaccion
del Zn?* con cuatro de los ligandos disefiados para interactuar con el ADN.
Los resultados se retnen en la tabla 6.11.
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Tabla 6.11. Constantes estabilidad, en unidades logaritmicas, para los
complejos de Zn?* de L-A, LI-A, LI-Pir y LI-2Q.

Equilibrio L-A LI-A LI-P LI-2Q
L+2Zn=2Znl® 15.81(4)®9  17.9(1) 16.83(5)  17.8(1)
ZnL +H 2 ZnHL 4.93(4) 7.4(1) 7.01(3) 6.0(1)
ZnHL+H2ZnH,L  — 4.9(1) 4.97(2) 4.85(3)
ZnL 2 ZnL(OH) — 103(1) — —

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y con NaCl 0.15
M como electrolito auxiliar. ©Los valores entre paréntesis representan desviaciones
estandar en la ultima cifra significativa.

La estabilidad de los complejos formados es mayor que en el caso
de los complejos de manganeso, pero algo menor que en el caso del cobre.
Ademas cabe destacar aqui que las cinéticas de formacion de los complejos
de zinc demostraron ser muy lentas en todos los casos, requiriéndose largos
tiempos de estabilizacion para cada punto de la valoracion. EI compuesto
L-A presenta, de nuevo, constantes de estabilidad un orden de magnitud
menor que su analogo de cadena larga LI-A. Ademas, en el caso de este
ligando de cadena corta, L-A, se detectaron especies de estequiometria
[ZnL]?* y [ZnHL]®*, mientras que en el caso de los compuestos con la
cadena lateral alargada LI-A, LI-P y LI-2Q, se pudo detectar la especie
adicional, [ZnH2L]*.
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Figura 6.23. Diagramas de distribucién de especies para los sistemas de
Zn?* — ligando, para los compuestos L-A, LI-A, LI-Pir y LI-2Q. La linea
discontinua representa la fraccion molar de metal libre. Las cargas se han
omitido.

Como se puede apreciar en los diagramas de distribucion de
especies (figura 6.23), la especie predominante a pH 7.4 en el caso de L-A
es el complejo [ZnL]?*, mientras que para los compuestos alargados esta
especie coexiste en disolucion con la especie monoprotonada [ZnHL]®".
Este hecho tiene implicaciones importantes en la actividad bioldgica de
estos compuestos debido a las diferencias conformacionales entre las
especies, como se discutira con mas detalle en el siguiente capitulo.

Los complejos de Zn?* se forman a partir de pH 3, como se aprecia
en la figura 6.24. A pHs intermedios la estabilidad de los complejos es
similar en todos los casos, pero a pH basico la secuencia de estabilidad
tiende a ser L-A < LI-A = LI-P < LI-2Q. A valores de pH por encima de
10, sin embargo, el ligando LI-A es capaz de coordinar el Zn?* en mayor
proporcién, debido a la formacion de una especie hidroxilada.
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Figura 6.24. Representacion del pZn?* frente al pH de los derivados de L
(lineas discontinuas) y LI (lineas solidas). Calculado a partir de las
constantes de estabilidad para una disolucion de concentracion inicial
[Zn*]=[L] =1x 103 M.

El interés por estudiar los complejos de hierro surge del hecho de
gue este metal se encuentra en el centro activo de la enzima superoxido
dismutasa de hierro (FeSOD). Dicha enzima es propia de los paréasitos
tripanosomatidos y no se encuentra en humanos, lo que la convierte en una
diana conveniente en el disefio de nuevos agentes tripanocidas. Por esta
razén se midieron las constantes de estabilidad con Fe?* de los dos ligandos
gue mostraron mayor actividad frente a los parasitos, LI-2Py y LI-4Py.

Tabla 6.12. Constantes de complejacion de Fe?* para los ligandos LI-2Py
y LI-4Py en unidades logaritmicas.

Equilibrio LI-2Py LI-4Py
L+ Fe 2 FelL® 14.99(4)®:0) 13.98(5)
FeL + H 2 FeHL 6.39(4) 7.07(5)
FeHL + H 2 FeH,L 6.04(4) —
FeH.L + H 2 FeHsL 4.89(3) -

FeL 2 FelL (OH) -10.46(5) -8.87(8)

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de
temperatura y con NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar. )Los
valores entre paréntesis representan desviaciones estandar en la
Gltima cifra significativa.
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Los resultados obtenidos indican que ambos ligandos son capaces
de formar complejos suficientemente estables con el hierro, por lo que si
llegaran a aproximarse lo suficiente al centro activo de la enzima, sin duda
se estableceria algin tipo de competicion por el metal. Particularmente
estables son las especies de hierro del ligando LI-2Py, las cuales, como se
puede apreciar en el diagrama de distribucion de la figura 6.25, se forman
incluso a valores de pH muy bajos (pH = 2), estando todo el hierro
cuantitativamente complejado a pH 6.

LI-2Py + Fe?* L1-4Py + Fe?"
1.0 T
FeL
0.8 08
/f

L 06 / L 0.6 4
= / E
2 =
E / g
= 04 { \ S 04
= / \ =
S S
g \oog
Z 02 / =02
= 0.2 / & 02

0.0 T — T 0.0 . TR .

2.0 40 6.0 8.0 10.0 20 4.0 6.0 30 10.0
pH pH

Figura 6.25. Diagramas de distribucion de especies para los sistemas de
Fe?* — ligando para los compuestos LI-2Py y LI-4Py. La linea discontinua
representa la fraccion molar de metal libre. Las cargas se han omitido.

La representacion del pFe?* frente al pH (figura 6.26) resalta el
hecho de que el ligando LI-2Py es capaz de formar complejos de Fe?* més
estables que el LI-4Py, debido probablemente a que la piridina sustituida
en la posicion 2 es capaz de coordinar al cation metélico, mientras que la
sustitucion en la posicidn 4 impide que se forme este enlace.
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Figura 6.26. Representacion del pFe?* frente al pH de los derivados de L
(lineas discontinuas) y LI (lineas solidas). Calculado a partir de las
constantes de estabilidad para una disolucion de concentracion inicial
[Fe*]=[L]=1x10° M.
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6.2.4. Ligandos politépicos

Los ligandos politopicos, por definicion, tienen la capacidad de
coordinar a mas de un cation metalico. Tal es el caso de los compuestos L -
O y TPA-L3, que contienen elementos estructurales que potencialmente
les permitiria formar complejos con estequiometrias superiores a 1:1.

En el caso de L-O, estudios preliminares realizados en la
Universidad de Urbino demostraron que poseia un gran potencial como
sensor fluorescente de zinc en agua. Por este motivo, en nuestro grupo de
Quimica Supramolecular, se procedieron a realizar los estudios de
especiacién con este metal. En la literatura esta descrito como la unidad de
piridil-oxadiazol es capaz de actuar como agente quelante, formando
complejos con Zn?* de estequiometria 2:1 y 1:1, dependiendo de la
concentracion de metal [272]. Teniendo en cuenta este hecho y la presencia
del macrociclo, podriamos esperar que se produjeran los tres modos de
coordinacién que se representan en la figura 6.27 y que dan lugar a tres
posibles estequiometrias Zn?*:L-O = 1:1, 3:2y 2:1.

\

»

HN

zZn2*

SN

./\\c}/@

L-O:Zn2* 1:1

Figura 6.27. Potenciales modos de interaccion de L-O con Zn?*,
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Se realizaron medidas potenciométricas a diferentes relaciones
molares de ligando metal, ajustando cada una por separado para después
recopilar todos los datos. Estos se ajustaron adecuadamente a un modelo
en el que aparecen dos de los modos de coordinacion propuestos. Se
detecto la especie 1:1 [ZnL]?*, asi como las especies hidroxiladas de los
complejos de estequiometria 3:2, [ZnsL2(OH)2]*" y [ZnsL2(OH)s]*".

Tabla 6.13. Constantes estabilidad, en unidades logaritmicas, para los
complejos de Zn?* con el ligando L-O.

Equilibrio L-O
L+Zn22ZnL® 16.68(3)®°
2L +3Zn 2 ZnsL, 40.27(9)
2L+3Zn+2H,0 2 anLz(OH)z + 2H 24.20(6)
2L +3Zn + 3H,0 2 Zn3L»(OH)3 + 3H 13.4(1)

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y
con NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar. ©)Los valores entre
paréntesis representan desviaciones estandar en la ultima cifra
significativa.

Los diagramas de distribucion construidos a diferentes relaciones
molares (figura 6.28) demuestran coémo a concentraciones bajas de Zn?*
predomina la especie 1:1, a valores de pH intermedios y basicos, mientras
que la especie 3:2 solo es mayoritaria en el intervalo de pH de 4 a 5. Al
aumentar la concentracion del metal las especies 3:2 empiezan a prevalecer
en todo el intervalo de pH.

Zn¥ —1-0 (1:1) 7o -1-0 (3:2)

il
08 ZnyL, 08 2
0.6 /
0.4 /

0.2 0.2
Zn;L,(OH)
T - 0.0 T T

2.0 40 6.0 8.0 10.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0
pH pH

Fraccién molar
Fraccién molar

Figura 6.28. Diagramas de distribucidn de especies para los sistemas de
Zn** — L-O adiferentes relaciones molares. La linea discontinua representa
la fraccion molar de metal libre. Las cargas se han omitido.
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Por la evaporacion de una disolucién de L-O con Zn?* en exceso
de NaClO4 se obtuvieron monocristales de color blanco y composicion
[Zn(L-O)](ClO4), aptos para la difraccién por rayos X. La estructura
obtenida se representa en la figura 6.29, omitiendo los aniones perclorato.
El catién Zn?* esta coordinado a los cuatro nitrégenos del macrociclo, al
nitrégeno de la cadena lateral y al nitrégeno de la piridina de la unidad 2-
fenil-5-piridil-[1,3,4]oxadiazol con una geometria de coordinacion
octaédrica distorsionada. Los dngulos entre &tomos adyacentes en la esfera
de coordinacion varian entre 77.69° y 106.36°. La distancia mas corta en la
esfera de coordinacion es la existente entre el Zn?* y el nitrégeno de la
piridina del macrociclo, N1 (2.07 A), mientras que las distancias més
largas se dan entre el metal y los nitrgenos N2 y N6 (2.25 y 2.26 A,
respectivamente. Tabla 6.14). Los anillos del grupo 2-fenil-5-piridil-
[1,3,4]oxadiazol se encuentran en una disposicion alternada, con angulos
diedro de 60.28° entre los anillos de piridina y oxadiazol, y de 21.22° entre
el oxadiazol y el fenilo. El anillo de oxadiazol se sitla sobre la piridina del
macrociclo a una distancia de apilamiento de 3.1 A.

Figura 6.29. Estructura cristalina del cation [Zn(L-O)]?". Los atomos de
hidrégeno y los aniones perclorato no se muestran.
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Tabla 6.14. Distancias y &ngulos de enlace seleccionados para la estructura
[Zn(L-O)](ClO4)..

Distancias de enlace (A)

Zn(1)-N(1) 2.07
Zn(1)-N(2) 2.25
Zn(1)-NQ3) 2.22
Zn(1)-N(4) 2.21
Zn(1)-N(5) 2.12
Zn(1)-N(6) 2.26
Angulos de enlace (grados)
N(1) -Zn(1) -N(2) 78.09
N(1) -Zn(1) -N(3) 94.86
N(1) -Zn(1) -N(4) 78.12
N(1) —Zn(1) —N(6) 106.36
N(2) -Zn(1) -N(3) 80.44
N(2) -Zn(1) -N(5) 102.79
N(2) —Zn(1) —N(6) 105.70
N(3) -Zn(1) -N(4) 81.83
N(3) —Zn(1) -N(5) 81.01
N(4) —Zn(1) -N(5) 99.74
N(4) —Zn(1) —N(6) 100.12
N(5) —Zn(1) —N(6) 77.69

En el caso de la poliamina TPA-L3 tenemos tres macrociclos
capaces cada uno de coordinar a un catién metélico. Para determinar las
constantes de afinidad con Mn?* se realizaron medidas potenciométricas
con diferentes relaciones molares metal/ligando. Los resultados finales de
la interaccion con manganeso se muestran en la tabla 6.15. Se han
detectado complejos de estequiometria 1:1, 2:1 y 3:1. Los complejos 1:1
presentan un grado de protonacién que varia entre 0 y 7. EI complejo
[Mn(TPA-L3)]?" tiene una constante de estabilidad algo menor que
[MnL]? (ver tabla 6.8), sin embargo se protona con mayor facilidad al
haber més grupos amino disponibles. Para los complejos 2:1 el méaximo
grado de protonacion lo alcanza la especie triprotonada [MnoHsL]™.
Finalmente, la especie de estequiometria 3:1 existe en su forma
desprotonada, monoprotonada y bishidroxilada.
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Tabla 6.15. Constantes estabilidad, en unidades logaritmicas, para los
complejos de Mn?* con TPA-Ls.

Equilibrio TPA-Ls
L +Mna2 MnL® 9.92(1)®9)
MnL + H 2 MnHL 9.31(1)
MnHL + H 2 MnH,L 9.38(1)
MnH,L + H 2 MnHsL 8.71(2)
MnHsL + H 2 MnH,4L 8.37(2)
MnH4L + H 2 MnHsL 7.67(2)
MnHsL + H 2 MnHsL 7.09(2)
MnHsL + H 2 MnH-,L 5.57(2)
L +2Mn 2 MnzL 19.23(1)
Mn,L + H 2 Mn;HL 9.42(7)
Mn;HL + H 2 MnyH,L 8.26(6)
Mn,H,L + H 2 MnyH;l 7.44(3)
Mn;L + 2H,0 2 Mn,L(OH), + 2H -18.70(6)
L +3Mn 2 MnsL 26.71(7)
Mn;L + H 2 MnzHL 7.55(6)
Mn;L + 2H,0 2 MnsL(OH); + 2H -18.05(7)

@Cargas omitidas. ®Medidas realizadas a 298(1) K de temperatura y
con NaCl 0.15 M como electrolito auxiliar. ©)Los valores entre
paréntesis representan desviaciones estandar en la Ultima cifra
significativa.

En la figura 6.30 se muestran los diagramas de distribucién de
especies entre pH 5y 11, por ser el intervalo en el que aparecen las especies
de interés. Como se puede observar a concentraciones equimolares de
metal conviven las especies de diferente nuclearidad, sin que prevalezca
ninguna claramente. Al existir el doble de metal que de ligando se
favorecen claramente las especies binucleares de manganeso,
especialmente a pH basico. Finalmente, con una concentracion de metal
tres veces superior a la de ligando las especies trinucleares se ven
claramente favorecidas, predominando en todo el intervalo de pH.
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Figura 6.30. Diagramas de distribucion de especies para los sistemas de
Mn?" — TPA-Lgs, a diferentes relaciones molares. La linea discontinua
representa la fraccion molar de metal libre. Las cargas se han omitido.
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La capacidad de los ligandos estudiados para formar complejos
estables con diferentes metales de transicion es de gran interés, no sélo por
su quimica de coordinacion, sino también por sus posibles aplicaciones
biomédicas. Como hemos visto en el presente capitulo, el grado de
protonacién de estos ligandos y de sus complejos metalicos varia en
funcién del pH dando lugar a diferentes especies, algunas de ellas con
maltiples cargas positivas. Esta propiedad permite que se generen
interacciones con especies cargadas negativamente, lo que nos condujo a
realizar los estudios que se presentaran en el siguiente capitulo.
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En 1968, C. H. Park y H. E. Simmons publicaron un articulo
seminal para lo que después vendria a llamarse quimica supramolecular de
aniones. En su articulo describieron la encapsulacion de aniones cloruro en
ligandos diazabicicloamonio [273]. Una década después, Jean-Marie Lehn
establecidé que la quimica supramolecular de aniones era una verdadera
clase de quimica de coordinacidn [274]. Desde entonces el interés por esta
rama de la quimica supramolecular ha ido creciendo de manera
exponencial llegando a convertirse en un campo en si mismo, con diversas
ramificaciones que inciden en una gran variedad de areas de la ciencia
como la biologia, la medicina, la quimica analitica, asi como en muchos
aspectos de la nanotecnologia. El interés generado por este campo de la
guimica quedd demostrado con la publicacién, en 1997, de un libro
dedicado exclusivamente a la quimica supramolecular de aniones (Anion
Coordination Chemistry, editado por Kristin Bowman-James, Antonio
Bianchi y Enrique Garcia-Espafia [275]). Para comprender la relevancia de
esta rama de la quimica cabe destacar que en los procesos bioldgicos se
estima que entre el 70 y el 75% de los sustratos y cofactores involucrados
tienen carga negativa [276]. Entre la multitud de ejemplos, por su
relevancia y ubicuidad entre los seres vivos, destacan las dos familias
estudiadas en esta tesis doctoral: los mononucleétidos y los &cidos
nucleicos.
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7.1. Interaccidon con mononucledtidos

Los mononucledtidos son moléculas ubicuas en los sistemas
biolégicos y, ademas de ser los componentes basicos de los acidos
nucleicos, desempefian maltiples funciones fundamentales para la vida. El
adenosin trifosfato (ATP) es una de las fuentes de energia bioquimica mas
importantes, participando en procesos de biosintesis, fotosintesis y division
celular [277]. También participa en cadenas de transduccion de sefiales
extracelulares [278]. El guanosin trifosfato (GTP) esté involucrado en la
sintesis del ARN y en el ciclo del &cido citrico [279]. Y la uridina trifosfato
(UTP) es un intermedio fundamental en la sintesis de los otros nucledtidos
pirimidinicos, entre otras funciones [280].

Todos los procesos bioquimicos en los que participan estas
biomoléculas requieren del reconocimiento molecular preciso de un
mononucleétido concreto. Esto se consigue mediante interacciones no
covalentes altamente especificas, si bien los criterios para esta
especificidad no siempre se conocen con exactitud. Como ejemplo, en la
figura 7.1 podemos observar la molécula de GTP interaccionando con la
proteina transglutaminasa 2. Como se puede observar, la molécula esta
estabilizada mediante puentes de hidrégeno entre la cadena fosfatada y los
grupos guanidino de las argininas Arg476, Argd78 y Arg580. La
nucleobase interacciona por apilamiento © con el residuo Phel74. La
interaccidn es selectiva para GTP frente a ATP gracias al residuo Ser482,
el cual establece un puente de hidrégeno adicional s6lo con el GTP [281].
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SER 482

ARG 478

PHE 174

SN

Figura 7.1. Entorno del GTP en la proteina transglutaminasa 2 (PDB ref.
4PYG).

La sintesis de receptores abidticos capaces de formar complejos
supramoleculares con los mononucle6tidos a través de interacciones no
covalentes (apilamiento =, enlaces de hidrogeno, interacciones
electrostaticas, etc.) es una manera interesante de abordar el estudio del
reconocimiento molecular de los mismos [276]. Estos estudios estan
orientados no s6lo a comprender los mecanismos del reconocimiento sino
también a la obtencion de quimiosensores capaces de detectar
selectivamente la presencia de mononucle6tidos en agua.

En este marco se sitla la investigacidn presentada en este capitulo
y que ha sido publicada recientemente [261] (ver Anexo 1, Publicaciones
relacionadas). Para llevarla a cabo se han seleccionado los cuatro
receptores poliazamacrociclicos que se muestran en la figura 7.2. Estos
estan basados en el esqueleto macrociclico de L, pero difieren en la
longitud de la cadena lateral y en el tipo de sustituyente, que puede ser
antraceno (6ptimo para interacciones de apilamineto ) o piridina (con un
atomo aceptor de enlaces de hidrégeno).
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Figura 7.2. Esquema de los receptores estudiados.

Como moléculas diana se eligieron los mononucledtidos
representados en la figura 7.3. El ATP, ADP y AMP fueron seleccionados
no solo por su relevancia bioldgica, sino también para comprender como
afecta la longitud de la cadena fosfatada a la interaccion con el receptor. El
GTP y el UTP se eligieron para evaluar las diferencias entre nucleobases
puricas y pirimidinicas.
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Figura 7.3. Esquema de los polinucleétidos estudiados.

192



Interaccion con aniones de interés biolégico

7.1.1. Estudios potenciomeétricos

La interaccion en medio acuoso entre nuestros receptores y los
mononucledtidos ha sido  estudiada mediante  valoraciones
potenciométricas. Previamente a estos estudios se evaluaon las
propiedades acido-base de los receptores poliaminicos (descritas en el
capitulo 6 de la presente tesis) asi como la de los mononucleétidos
seleccionados. Entender este comportamiento es importante ya que la
interaccion receptor-sustrato se favorece principalmente por interacciones
de tipo electrostatico, entre los grupo amonio positivamente cargados v el
esqueleto fosfatado con carga negativa. Ademas hay que considerar que
las nucleobases guanina y uracilo presentan un tautomerismo ceto (forma
amida) —enol (forma &cido imidico) (figura 7.4) [282]. A pH’s intermedios
la forma ceto estd muy favorecida, sin embargo a pH’s alcalinos el protén
del nitrégeno imidico es facilmente sustraido, dando lugar a la forma enol.

o - o
N N
/ N o= NH

CL = (L
L |

Figura 7.4. Protonacion del GTP y UTP.
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En las tablas 7.1-4 se recogen los valores obtenidos para la
interaccion de los cuatro receptores con ATP, ADP y AMP. Como se
desprende de estos datos, los receptores forman complejos de
estequiometria 1:1 y estabilidad significativa con los mononucel6tidos
estudiados. L-A forma especies de estequiometria HxA(ligando), con
valores de x entre 1 y 6, mientras el compuesto alargado LI-A genera
especies con x entre 2 y 7. Para los compuestos de piridina, LI-2Py y LI-
4Py, el grado de protonacion de los aductos formados varia de 1 a 7 en
ambos casos.

Tabla 7.1. Logaritmos de las constantes de estabilidad para la interaccion
entre L-Ay ATP, ADP y AMP.

Reaccién?® AMP ADP ATP
A+H+LSHALP 13.28(2)° 13.57(2)  13.67(3)
A+2H+L S H,AL 2231(2)  22.69(2) 22.93(2)
A+3H+LSHsAL 29.75(3)  30.58(2) 31.12(2)
A+4H+L S HAL 36.14(2)  37.14(2) 38.08(2)
A+5H+L S HsAL 40.71(2) 41.72(2)  43.04(3)
A+6H+L S HgAL 43.06(4) 43.88(3)  45.94(3)
A+HL S HAL 3.48(2) 3.77(2) 3.87(3)
A+H,L S HAL 3.85(2) 4.23(2) 4.47(2)
A+ HsL S HsAL 4.10(3) 4.93(2) 5.47(2)
HA + HsL S H4AL 4.23(2) 4.94(2) 5.65(2)
H2A + HsL S HsAL 4.93(2) 5.42(2)  6.61(3)
HsA + HsL S HeAL - - 8.28(3)

aMedidas realizadas a 298(1) K y con NaCl 0.15 M. "Cargas omitidas. °Los valores
entre paréntesis son las desviaciones estandar de la Gltima cifra significativa.
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Tabla 7.2. Logaritmos de las constantes de estabilidad para la interaccion
entre LI-A'y ATP, ADP y AMP.

Reaccion? AMP ADP ATP

A+ H+LSHALP - - -
A+2H+L S H2AL - 22.1(2) 23.25(3)
A+3H+L S HsAL 30.50(6)° 31.10(5) 31.89(4)
A+4H+L S HiAL 38.51(2) 39.46(2) 40.53(2)
A+5H+L S HsAL 45.05(2) 46.03(2) 47.40(3)
A+6H+L S HeAL 50.23(1) 50.93(2) 52.33(3)
A+7H+L S H7AL 53.28(2) 54.04(2) 55.61(3)
A+HL S HAL - - -
A+H.L S HAL - 2.4(1) 3.52(3)
A+HsL 5 HsAL 2.52(6) 3.12(5) 3.91(4)
A+HaL S HiAL 3.41(2) 4.36(2) 5.42(2)
HA + HsL S HsAL 3.69(2) 4.38(2) 5.52(3)

H2A + HaL S HeAL 5.00(1) 5.18(2) 6.45(3)

HsA + H4sL S H7AL - - 8.49(3)
aMedidas realizadas a 298(1) K y con NaCl 0.15 M. PCargas omitidas. °Los valores
entre paréntesis son las desviaciones estandar de la Gltima cifra significativa.

Tabla 7.3. Logaritmos de las constantes de estabilidad para la interaccion
entre LI-2Py y ATP, ADP y AMP.

Reaccién? AMP ADP ATP
A+ H+LSHALP 12.74(3)° 13.05(2) 13.39(5)
A+2H+L S H.AL 21.82(2) 22.31(1) 22.89(2)
A+3H+L S HiAL 29.86(2) 30.60(1) 31.39(3)
A+4H+L S HiAL 37.02(1) 38.06(1) 39.38(2)
A+5H+L S HsAL 42.76(1) 43.78(1) 45.49(3)
A+6H+L S HsAL 46.23(2) 47.41(1) 49.63(3)
A+7H+L S H7AL - - 51.6(1)
A+HL S HAL 3.17(3) 3.48(2) 3.82(5)
A+HzL S H2AL 3.30(2) 3.79(1) 4.37(2)
A+HsL S HsAL 3.41(2) 4.15(1) 4.94(3)
HA + HsL 5 HaAL 4.31(1) 5.06(1) 6.14(2)
HA + HsL 5 HsAL 4.29(1) 5.02(1) 6.50(2)

H2A + HaL S HeAL 3.89(2) 4.55(1) 6.64(3)

HsA + HiL S H7AL - - 7.36(9)
aMedidas realizadas a 298(1) K y con NaCl 0.15 M. "Cargas omitidas. °Los valores
entre paréntesis son las desviaciones estandar de la dltima cifra significativa.
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Tabla 7.4. Logaritmos de las constantes de estabilidad para la interaccion
entre LI-4Py y ATP, ADP y AMP.

Reaccion? AMP ADP ATP

A+ H+LSHALP - 12.7(1) 13.90(5)
A+2H+L S H2AL 22.26(2)° 22.30(3) 23.60(3)
A+3H+L S HsAL 30.77(1) 31.00(2) 32.30(3)
A+4H+L S HiAL 38.03(1) 38.48(2) 40.30(2)
A+5H+L S HsAL 43.94(1) 43.89(3) 46.33(3)
A+6H+L S HsAL 48.47(1) 47.5(1) 50.76(3)
A+7H+L S H7AL - - 54.18(3)
A+8H+L S HsAL 54.44(4) - -

A +HLSHAL - 2.40(7) 3.74(5)
A +HL S HAL 2.92(2) 2.90(3) 4.26(3)
A +HsL S HsAL 3.31(1) 3.49(2) 4.84(3)
A +HsiL S HiAL - 4.21(1) 6.07(2)
HA +HsL S HsAL 3.79(1) 4.43(1) 6.06(2)
HA + HsL S HsAL 3.45(1) 2.99(2) 5.32(3)
H2A + Hsl S HeAL 4, 11(2) — 5.75(3)
H2A + HsL 5 H7AL 5.44(3)

@Medidas realizadas a 298(1) K 'y con NaCl 0.15 M. bCargas omitidas. °Los valores
entre paréntesis son las desviaciones estandar de la Gltima cifra significativa.

La formacion de los aductos protonados implica equilibrios de
protonacion en los que participan tanto el receptor como el sustrato y que
estan generalmente solapados. Por este motivo la manera mas inequivoca
de comparar las estabilidades relativas de los diferentes sistemas y de
establecer el margen de selectividad a diferentes valores de pH es mediante
el uso de constantes efectivas (Kes). EStas constantes son calculadas para
cada valor de pH como el cociente entre la cantidad total de especies
complejadas y la cantidad total de receptor y sustrato libres,
independientemente del grado de protonacion [283]:

Kerr = Z[HHJ'AL]/ Z [HA] Z[HJL]

Este método permite comparar diferentes sistemas, siempre que las
medidas se hayan realizado bajo las mismas condiciones experimentales.
En la figura 7.5 se representan los valores de los logaritmos de las
constantes efectivas frente al pH para la interaccién de los cuatro
receptores estudiados con ATP, ADP y AMP.
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Figura 7.5. Logaritmos de las constantes efectivas frente al pH para la
interaccion con ATP, ADP y AMP de (A) L-A; (B) LI-A; (C) LI-2Py; y
(D) LI-4Py. Calculadas para una concentracion inicial de 1.0x10° M.

Las constates efectivas para todos los receptores se incrementan
progresivamente desde pH bésico hasta pH 6. A lo largo de este intervalo,
mientras los nucledtidos estan completamente desprotonados, los
receptores pueden protonarse, incrementando su carga positiva, lo cual
favorecerd las atracciones electrostaticas. A valores de pH menores los
nucledtidos se empiezan a protonar y, por tanto, a reducir sus cargas
negativas. En este intervalo se observan dos comportamientos diferentes:
mientras las constantes efectivas de los receptores que contienen piridina
ya no aumentan, los complejos formados por los ligandos que contienen
antraceno siguen aumentando en estabilidad. Este hecho puede asociarse,
como discutiremos mas adelante, a un apilamiento n—n mas eficiente entre
la unidad de antraceno y la nucleobase.

Comparando los tres mononucle6tidos estudiados en este caso, la
secuencia de estabilidad sigue, en general, la serie ATP > ADP > AMP.
Esta secuencia hace resaltar el hecho de que el nimero de cargas negativas

197



Interaccion con aniones de interés biolégico

en los aniones es uno de los factores mas relevantes para modular la
magnitud de la interaccion. Hay una excepcion a esta secuencia en el caso
del compuesto LI-4Py: a valores de pH acidos el aducto con AMP es mas
estable que el de ADP. Esto podria deberse a un emparejamiento
particularmente favorable entre el mononucledtido y el receptor,
impulsado por la protonacion de la adenina y del cual existen ejemplos
similares en la literatura [284].

Para poder visualizar la selectividad de los diferentes receptores
frente al ATP se ha realizado una representacion del porcentaje de ATP
complejado, en una hipotética mezcla equimolar de ligandos y ATP, frente
al pH (figura 7.6). Esta simulacion estd basada en las constantes de
basicidad calculadas individualmente para cada receptor, asumiendo que
no se forman complejos mixtos. En la figura podemos observar que a
valores de pH bésicos e intermedios (pH 6-9) la interaccién del ATP esta
favorecida con los ligandos funcionalziados con piridina, frente a los que
contienen antraceno. Esta situacién se invierte a valores de pH acidos (pH
< 4). Esto nos indica que existen dos modos diferentes de interaccion con
el ATP dependiendo de si el sustituyente en la cadena lateral es antraceno
o piridina: apilamiento = 0 enlace de hidrdgeno, respectivamente. Como se
explicard méas adelante, la piridina puede establecer un doble enlace de
hidrégeno con la nucleobase de adenina, el cual es energéticamente mas
favorable que la interaccion n—m del antraceno. Sin embargo, cuando el
nitrégeno N1 de la adenina se protona a valores de pH inferiores a 4, el
caracter electron deficiente de la adenina promueve el apilamiento = entre
al antraceno del receptor y la nucleobase.
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Figura 7.6. Prediccion del porcentaje de ATP complejado en funcién del
pH, para una mezcla equimolar de los cuatro receptores y el ATP
(concentracion 1.0x10° M para todos los componenentes).

En cuanto a las variaciones en la selectividad de los cuatro
receptores frente a diferentes tipos de nucleobase, en la figura 7.7 podemos
ver la representacién de las constantes efectivas (Kesr) para la interaccion
de los receptores estudiados con dos bases puricas, ATP y GTP, y la base
pirimidinica UTP. En la figura se aprecia que la selectividad para los
receptores basados en antraceno sigue la secuencia GTP > ATP >> UTP.
Por otro lado los receptores funcionalizados con piridina tienen una
afinidad mucho mayor por el ATP que por el GTP o el UTP, con una
secuencia de tipo ATP >> GTP > UTP. Como ya se ha venido discutiendo,
estas diferencias en la selectividad se pueden explicar en términos de dos
mecanismos de interaccion diferentes: apilamiento & entre el antraceno y
la nucleobase y enlace de hidrdgeno entre la piridina y la adenina. La red
de enlaces de hidrdgeno sélo puede establecerse si la nucleobase es adenina
y no guanina o uracilo.
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Figura 7.7. Logaritmos de las constantes efectivas frente al pH para la
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calculadas para una concentracion inicial de 1.0x10° M.

El resultado mas destacable resulta de la interaccion del compuesto
LI-4Py, el cual es capaz de reconocer ATP sobre GTP y UTP. Esto se
aprecia en el diagrama de distribucién de especies en funcién del pH de un
sistema conteniendo cantidades equimolares de ligando, ATP, GTPy UTP,
representado en la figura 7.8. Se puede apreciar como el porcentaje global
de ligando unido a ATP predomina sobre todo el intervalo de pH, siendo

el complejo [LI-4Py]ATP casi la Gnica especie (80-90%).
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Figura 7.8. Representacion de la complejacién de mononucleétidos en
funcion del pH para una mezcla equimolar de LI-4Py, ATP, GTP y UTP
(concentracion 1x10° M en relacion 1:1:1:1).

7.1.2. Estudios de resonancia magnética nuclear

Para esclarecer el tipo de interaccién que tiene lugar entre los
receptores estudiados y los mononucledtidos ATP y GTP se llevaron a
cabo estudios de RMN *H y 3P. Estos se realizaron a pH 4.5, para asegurar
la correcta solubilizacion de los compuestos, manteniendo la concentracién
del receptor constante y afadiendo cantidades crecientes de
mononuceldtido, hasta un exceso de 1:3.

En la figura 7.9 se muestra la region aromética de los espectros de
RMN *H en D,O para los sistemas L-A, ATP y L-A+ATP. Las sefiales p3
y p4, correspondientes a los protones localizados en el anillo de piridina
del macrociclo (ver figura 7.2) muestran pequefios desplazamientos (< 0.03
ppm), lo que indica que la interaccidn con el sustrato tiene poca influencia
sobre ellos. Por el contrario, las sefiales A3 y A4, los protones en los
extremos del antraceno, sufren un desplazamiento a campo alto de 0.16
ppm, mientras A2 y A5 se desplazan 0.27 ppm. La sefial que mas se
desplaza a campo alto es Al, el proton central del antraceno, con un
desplazamiento inducido por el sustrato de 0.43 ppm.
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Figura 7.9. Region aromatica del espectro de RMN *H del ATP (arriba),
L-A (abajo) y una mezcla de L-A + ATP (en medio) a una concentracion
de 1x10° M en D,Oy pD 4.5.

La situacion descrita antes es similar a la observada en la
interaccidén con GTP del L-A, mostrada en la figura 7.10. Las sefiales de
los protones del anillo de piridina muestran desplazamientos despreciables,
pero los protones localizados en la unidad de antraceno muestran grandes
desplazamientos inducidos por la interaccion. Los desplazamientos a
campo alto de los protones arométicos y anoméricos del ATP respaldan
también la hipétesis de la interaccion mediante apilamiento n—mn entre las
unidades heteroatémicas del sustrato y receptor.
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Figura 7.10. Regién aromatica del espectro de RMN *H del GTP (arriba),
L-A (abajo) y una mezcla de L-A + GTP (en medio) a una concentracion
de 1x103Men D,Oy pD 4.5.

Una situacion diferente se observa en el caso de los receptores
basados en piridina, LI-2Py y LI-4Py. En estos casos no se registraron
desplazamientos significativos en las sefiales aromaticas de los dos anillos
de piridina (uno en el macrociclo y otro en la cadena lateral), todos ellos
con desplazamientos entre 0.05 y 0.20 ppm. Los cambios mas
significativos se observaron en el caso del compuesto sustituido con la 4-
piridina (figuras 7.11 y 7.12). La sefial p3’, correspondiete a la piridina de
la cadena lateral, se desplaza a campo bajo 0.30 ppm. La otra sefial de la
piridina, p2’, no muestra ningun cambio significativo, y las sefiales de la
piridina del macrociclo se desplazan a campo alto 0.20 ppm. En estos
sistemas, las sefiales arométicas de los mononucledtidos se deslazan a
campo alto, pero con magnitudes mucho menores que las observadas para
el compuesto de antraceno. Estos resultados nos sugieren que existe un
mecanismo de interaccién diferente entre los mononucle6tidos y el LI-4Py.
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Figura 7.12. Region aromatica del espectro de RMN *H del GTP (arriba),
LAI-4Py (abajo) y una mezcla de LAI-4Py + GTP (en medio) a una
concentracion de 1x10° M en D,Oy pD 4.5.

La region alifatica del espectro de RMN *H nos da informacion
adicional acerca del modo de interaccion. En el caso de los sistemas L-
A+ATP y L-A+GTP, las sefiales de los protones 5y 6 se desplazan a
campo alto, mientras que las sefiales restantes se mueven ligeramente a
campo bajo, particularmente la sefial del proton 1, o bien no experimentan
ningln cambio. En estos dos sistemas, los protones anoméricos de los
nucleotidos experimentan desplazamientos a campo alto significativos.
Esto refuerza la idea de que la interaccion involucra al antraceno de la
cadena lateral y a la nucleobase del ATP o del GTP. Para los sistemas LI-
2Py+ATP y LI-4Py+ATP no se observaron desplazamientos de los
protones anoméricos, mientras que los protones 1 y 6 se desplazan
ligeramente a campo bajo.

También se ha obtenido informacion complementaria a partir de
los espectros de 3P. En estos espectros se aprecia la contribucion
electrostatica de la interaccion nucleotido-receptor, evidenciada en el
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desplazamiento a campo bajo de las sefiales 3P de la cadena fosfatada del
mononucledtido tras interaccionar con el receptor cargado positivamente.
Los desplazamientos de las sefiales P, y Pg fueron intensos, mientras que
los de la sefial P, no fueron significativos, como suele ocurrir en sistemas
de este tipo [276, 285, 286]. Como ejemplo, en la figura 7.13, se muestran
los desplazamientos de las sefiales de *'P de los sistemas receptor-GTP

Interaccion con aniones de interés biolégico
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interaccionar con los receptores estudiados.
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7.1.3. Estudios fotoquimicos

La presencia del fluor6foro antraceno en los receptores L-A'y LAI-
A ha hecho posible el uso de la espectroscopia de fluorescencia para
obtener informacion adicional acerca de la naturaleza de las especies
generadas con los nucledtidos. Todos estos estudios se realizaron en medio
tamponado a pH 7, empleando como longitud de onda de excitacién el
punto isosbéstico que aparece en el espectro de absorcion de la valoracion
del receptor con el polinucledtido a 372 nm, para garantizar que no existen
variaciones en la energia de excitacion durante el experimento. La
absorcién de todos los nucle6tidos a esta longitud de onda es, ademas,
despreciable.

La estequiometria promedio de los complejos supramoleculares se
ha determinado mediante el método de la variacion continua, también
conocido como diagramas de Job [287]. Para esto se representd AAs = At
(libre) — At (complejado) frente a la proporcion de concentraciones R =
[receptor]/([receptor]+[nucledtido]), en donde As es el area de la emision
de la fluorescencia del receptor, libre o complejado al nucleétido, a una
concentracion total ([receptor]+[nucleétido]) constante [214]. De los
diagramas de Job para estos sistemas, representados en la figura 7.14, se
deduce una estequiometria 1:1 para los complejos, ya que la abscisa del
maximo es 0.5.
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Figura 7.14. Diagramas de Job para la interaccion de los receptores
fluorescentes con ATP. Los espectros se realizaron en medio tamponado a
pH 7 y una concentracion total constante [receptor] + [ATP] = 1x10° M.
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La selectividad de ambos receptores hacia el ATP y el GTP fue
también explorada mediante estudios de fluorescencia. Como ya se
discutié en el capitulo 6 de esta tesis doctoral, la intensidad de la emision
de fluorescencia de los ligandos libres se desactiva a medida que el grado
de protonacion disminuye. Este fendmeno es atribuido a un proceso de
transferencia electrénica fotoinducida (efecto PET) desde el par de
electrones libre de la amina hacia la unidad aromatica en estado excitado.
Interesantemente, la emision de fluorescencia de los receptores cambia
drasticamente con la adicion de los nucledtidos.

En la figura 7.15 podemos observar las curvas de valoracion del
receptor L-A en presencia de un exceso de ATP o GTP, superpuestas al
respectivo diagrama de distribucion de especies (el comportamiento del
receptor alargado es completamente analogo). Las curvas de valoracion
obtenidas para los sistemas receptor-ATP (figura 7.15, arriba) tienen una
forma de campana, con la emisidn desactivada a valores de pH &cidos o
muy baésicos. EI maximo de la emision se alcanza a valores de pH
intermedios y se mantiene hasta pH 8.5, aproximadamente dos unidades de
pH después de que el mismo efecto tenga lugar en el ligando libre. Este
aumento de la fluorescencia (efecto CHEF, discutido en la introduccidn de
esta tesis) involucra la formacion de las especies [Hs(L-A)(ATP)] y
[H2(L-A)(ATP)]%.

Por el contrario, la interaccion con GTP (figura 7.15, abajo)
conduce a una atenuacion casi total de la emision de fluorescencia a lo
largo de todo el intervalo de pH estudiado (efecto CHEQ). Este interesante
comportamiento permite discriminar facilmente y a simple vista entre dos
disoluciones de ATP y GTP, tal como se aprecia en la fotografia de la
figura 7.16.
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Figura 7.15. Emision de fluorescencia para la valoracion del L-A libre
(triangulos naranja, 4 )y para los sistemas L-A — ATP (arriba, m) y L-A -
GTP (abajo, e). La fraccion molar de las distintas especies esta
representada por las lineas sélidas.
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L-A + ATP L-A + GTP

Figura 7.16. Fotografia de tres viales conteniendo, de izquierda a derecha,
soluciones de L-A, L-A+ ATPy L-A+ GTPapH 7.

Para caracterizar el comportamiento fotoquimico de estos sistemas
se procedi6 a determinar los rendimientos cuanticos de fluorescencia de
los dos receptores libres y de sus aductos con ATP o GTP, a diferentes
valores de pH. Los resultados, presentados en la tabla 7.5, muestran un
incremento de los rendimientos cuanticos al afiadir cantidades crecientes
de ATP, asi como un desplazamiento de 5 nm al rojo del maximo de
emision. Para los ligandos libres no fue posible medir los rendimientos
cuanticos a valores de pH por encima de 7 debido a su escasa fluorescencia.
Sin embargo, al afiadir ATP, los rendimientos cuanticos siguen siendo altos
(> 60%) aun pH de 7.5. Por el contrario, los rendimientos cuanticos de los
complejos [L-A]GTP son bajos (< 6%) para todos los valores de pH
medidos.

Se determinaron también los tiempos de vida de fluorescencia de
las distintas especies en disolucion a diferentes valores de pH. En el caso
de la interaccion con ATP la desactivacion de la fluorescencia fue ajustada
adecuadamente a una monoexponencial con tiempos de vida entre 15y 19
ns. Para la interaccion con GTP la cinética de la desactivacion se ajusté a
un perfil biexponencial, el cual puede ser atribuido a la interaccion de las
formas tautoméricas ceto-endlicas del GTP con el receptor. La
deconvolucion de las trazas de desactivacion dio como resultado tiempos
de vidade 2 a4y de 6 a 10 ns para las componentes de vida corta y larga,
respectivamente. Estos valores son mucho menores que las desactivaciones
monoexponenciales observadas para los ligandos libres, que estan entre 10
y 16 ns.
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Tabla 7.5. Rendimientos cuanticos y tiempos de vida de fluorescencia de
los receptores L-A y LI-A libres y complejados con ATP y GTP.

Sistema pH tuz (ns)? Especie® DF°
L-A 3.9 14.1 L-AHs 0.60
L-A 6.0 13.2 L-AHas2 0.49
LI-A 41 15.7 LI-AH4 0.58
LI-A 6.0 9.8 LI-AHs 0.45

L-A +ATP 3.9 15.5 [L-A]JATPHs 0.46

L-A +ATP 6.0 18.1 [L-A]JATPH4 0.68

L-A +ATP 75 18.1 [L-A]JATPH3 0.66

LI-A + ATP 4.1 17.7 [LI-A]JATPHs 0.51

LI-A + ATP 5.9 19.6 [LI-A]JATPHs 0.65

LI-A + ATP 7.6 19.6 [LI-AJATPH4 0.62

L-A + GTP 3.0 11=2.4 (0.62) [L-A]GTPHs 0.06
12=8.3(0.38)

L-A + GTP 6.2 1 1=2.5(0.44) [L-A]GTPHs 0.04
T 2=6.4 (0.56)

L-A+GTP 7.7 T 1=2.6 (025) [L-A]GTPH4 0.04
1 2=5.3 (0.75)

LI-A + GTP 3.0 11743 (0.75) [L|-A]GTPH7 0.06
T 2=10.3 (0.25)

LI-A + GTP 6.4 11759(0.92) [LI-A]GTPHs 0.06
T 2=17.3 (0.08)

LI-A + GTP 7.4 1 1=3.3 (0.53) [LI-A]GTPHs 0.06
1 2=8.0 (0.47)

3E|l numero en paréntesis corresponde con el factor pre-exponencial. P°Cargas
omitidas. “Valores absolutos.

Adicionalmente, se realizaron valoraciones espectrofluorimétricas
del receptor L-A con cantidades crecientes del mononucleétido para
calcular las constantes de estabilidad. Los datos obtenidos se ajustaron a
un modelo de interaccion 1:1 mediante el programa de ajuste de minimos
cuadrados no lineal descrito en el capitulo 4 de esta tesis [208]. Los
resultados obtenidos para la interaccion de L-A con ATP y GTP fueron
logKiL-ajate = 5.3(1) y logK[L-aicte = 5.6(2). Estos valores coinciden
perfectamente con los obtenidos mediante la técnica de potenciometria
para ese valor de pH (5.3 y 5.7, respectivamente).
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7.1.4. Estudios tedéricos

Los estudios tedricos de estos sistemas fueron realizados en
colaboracion con el Grupo de Quimica Supramolecular de la Universidad
de las Islas Baleares. En este apartado presentaremos las conclusiones mas
relevantes de este trabajo.

Como ya se ha discutido en los apartados anteriores, los receptores
gue contienen antraceno, L-A y LI-A, tienen mayor afinidad por el GTP
que por ATP, y mucha menos afinidad por el UTP. Por el contrario, los
receptores basados en piridina, LI-2Py y LI-4Py, tienen mayor afinidad
por el ATP que por GTP y UTP. Dado que la principal diferencia entre
ambos tipos de receptores consiste en el tipo de unidad aromatica enlazada
a la cadena lateral, se considero interesante modelizar la interaccién entre
las dos unidades aromaticas, antraceno y piridina, tanto con adenina como
con guanina. En la figura 7.17 se muestran las estructuras optimizadas (sin
restricciones de simetria) obtenidas para los complejos n—m de antraceno.
La estructura calculada para el complejo antraceno-guanina tiene una
mayor afinidad que aquellas de adenina o uracilo, lo cual estd en
concordancia con los datos experimentales.

- > G u
"j;:,__\' > A A.;.j—-\ L D = T“
n-x distance = 3.28 - distance = 3.16
> <\\_< Sy 3 i (\-—_(
; 'y 3 o — ——
_;‘I:T—-ér___! r—r:_a — h\‘(—‘ S ——— (—— (‘—‘

AE = -12.1 keal mol”! AE = -15.3 keal mol! AE = —14.4 keal mol!

n-r distance = 3.23

Figura 7.17. Estructuras optimizadas (BP86-D3/def2-TZVPD) de los
complejos n—m de antraceno con las nucleobases. Distancias dadas en A.

Los mismos calculos se realizaron para el anillo de piridina. Las
estructuras obtenidas para los complejos n—mn se representan en la figura
7.18. En este caso las energias de interaccion de los complejos de adenina
y guanina son similares (AAE < 1 kcal mol?), siendo el complejo con
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uracilo el menos favorecido. Experimentalmente, sin embargo, el receptor
tiene mayor afinidad por la adenina que por la guanina y parece
interaccionar a través de un modo diferente al apilamiento n. Por este
motivo se explord también la posibilidad de formar dos enlaces de
hidrogeno con la adenina. La energia de esta interaccion (a la derecha de
la figura 7.18) es 1 kcal mol* mas estable que la del complejo n—r con
guanina. Ni la guanina ni el uracilo pueden formar este tipo de enlaces de
hidrogeno. Estos resultados respaldan la evidencia experimental
presentada anteriormente y la hipotesis de los diferentes modos de
interaccion.

2 N
/-'- . 2 &
/_\. oY —— r‘\t h‘
i ) Y
men distance = 3.27 3 n-n distance = 3.27 =-n distance = 3.12 ) 1233
A S G = “hy u
= -1 = -1 = 1 °
AE =-10.7 keal mol AE = -11.5 kcal mol AE = 8.6 keal mol AE = =12.5 kcal mol!

Figura 7.18. Izquierda: estructuras optimizadas (BP86-D3/def2-TZVPD)
de los complejos n—n de piridina con las nucleobases. Derecha: estructura
optimizada del complejo con adenina, mostrando el doble enlace de
hidrégeno. Distancias dadas en A.

Al extender estos estudios a la interaccion de las moléculas
completas, tanto de receptor como de los trifosfatos de adenina y guanina,
se llegaron a conclusiones similares. En todos los casos se observé la
interaccidn electrostatica entre el trifosfato de la nucleobase y los grupos
amonio de los receptores. También se observaron otro tipo de interacciones
capaces de modular la estabilidad, como apilamiento = para el receptor LI-
Ay enlaces de hidrégeno en el caso del LI-2Py. Sin embargo para el
receptor LI-4Py, la posicion para esta ocupada por un nitrégeno, lo que
dificulta la formacion de los dos enlaces de hidrégeno intramoleculares,
los cuales no se observan en la minimizacion.

Para ilustrar el buen ajuste entre receptor y sustrato, en la figura
7.19 se muestra como ejemplo la representacion CPK del complejo LI-A
con el GTP. En ella se aprecia que el grupo trifosfato esta estabilizado por
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la parte poliaminica del receptor, mientras que el anillo de guanina esta
perfectamente apilado sobre la unidad de antraceno.

Figura 7.19. Representacion del modelo optimizado para la interaccion del
LI-A con GTP.
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7.2 Interaccion con acidos nucleicos
monohebra

Dando un paso mas en la complejidad de los sistemas estudiados
y con el objetivo de verificar si las observaciones hechas en el apartado
anterior se extienden también a sistemas poliméricos, pasamos en este
capitulo a exponer los resultados obtenidos para la interaccion de uno de
los receptores con acidos nucleicos monohebra, que son las cadenas o
polimeros lineales de los mononucle6tidos.

Si bien la mayoria de moléculas de ADN que se encuentran en la
naturaleza son de doble hebra, en el caso de los cromosomas humanos los
extremos 3’ del ADN terminan en pequefias secuencias monohebra
llamadas telémeros [288], las cuales se han asociado al envejecimiento
celular y cuya disfuncion puede estar involucrada en el desarrollo de
tumores [289]. También existen virus cuyo genoma consiste en ADN
monohebra (virus del Grupo I1) [290]. Y si bien en un principio este tipo
de virus se consideré minoritario, estudios recientes parecen indicar que
éste sea el grupo de virus mas importante en los océanos [291].

Al contrario que las moléculas de ADN, en la mayoria de los casos
las moléculas de ARN en la naturaleza consisten de una hebra sencilla
plegada sobre si misma. Por todos estos motivos el estudio de pequefias
moléculas capaces de interaccionar con secuencias de polinucleétidos de
hebra sencilla es de gran importancia, y desde la perspectiva de la quimica
supramolecular, como ya se discuti6 en el apartado 1.2.2 de la
introduccidn, las poliaminas son candidatos ideales para establecer
interacciones no covalentes con estos polimeros.

Para llevar a cabo estos estudios se han seleccionado, como
sustrato, cuatro secuencias de polinucleétidos: poli-A, poli-G, poli-C y
poli-U. Mientras que como modelo de receptor se ha seleccionado el
compuesto L-A.
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7.2.1. Espectroscopia de absorcion UV-Vis

Para obtener informacion que nos permitiera dilucidar el modo de
interaccion se llevaron a cabo valoraciones espectrofotométricas del
receptor con las secuencias de polinucleétidos seleccionadas. Los cambios
observados en el espectro UV-Vis del receptor al afiadir cantidades
crecientes de polinucledtido se pueden clasificar en dos grupos,
dependiendo de si el polinucledtido estd conformado por nucleobases
puricas (adenina y guanina) o pirimidinicas (citosina y uracilo). En el caso
de los polinucle6tidos con bases puricas, poli-A y poli-G, se observé un
efecto hipocrémico junto con un desplazamiento batocréomico de 4y 7 nm
para el poli-A y poli-G, respectivamente (figura 7.20). Este
comportamiento es caracteristico de las interacciones por apilamiento n—n
[292,293,294]. A medida que se incrementaba la cantidad de
polinucledtido afadido se observo también un desplazamiento de la linea
base del espectro por encima de 450 nm, lo cual puede ser atribuido a la
formacion de agregados insolubles [295]. Este comportamiento es mucho
mas acusado en el caso de la secuencia poly G. Por este motivo es dificil
asignar puntos isosbésticos de manera inequivoca.

A) 0.03 B) 0.1
0.06 P
—
P
< 0.04 - < 0.05 .
e \\\‘ N
002 | / / —
0 ‘ 0 : . , —
320 340 360 380 400 420 3200 340 360 380 400 420
A/nm A/ nm

Figura 7.20. Espectros de absorcidn del L-A con cantidades crecientes (de
0 a 5 equivalentes) de A) poli-A y B) poli-G.
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Hay que tener en cuenta que, en las condiciones en las que se
realizaron estos experimentos (pH neutro y temperatura ambiente), se ha
establecido que la secuencia poli-A existe en disolucion como una hélice
monohebra y flexible de bases apiladas [296]. Esta conformacion podria
permitir la intercalacion de la unidad aromatica plana de antraceno del
receptor, de manera similar al modo de interaccién ya descrito para otras
moléculas [292], y que explicarian el perfil de absorcion observado. Por
otra parte la conformacion de la secuencia poli-G ha sido descrita como
una estructura paralela de cuartetos de guanina o G-cuadruplex [297], la
cual también permitiria que las interacciones por apilamiento entre las
bases tuviera lugar.

Un comportamiento diferente se observd en la interaccion del
receptor con los polinucledtidos basados en pirimidinas. En estos casos los
espectros de UV-Vis muestran solo una pequefia disminucion de la
absorcion del croméforo de antraceno, ningun desplazamiento del maximo
de absorcion y una linea base bien definida a lo largo de toda la valoracion
(figura 7.21). Este comportamiento parece indicar un tipo de interaccion
puramente electrostatica. Ha sido reportado que el poli-U no posee ninguna
estructura especifica a temperatura ambiente, indicando la ausencia de
interacciones de apilamiento entre las bases de uridina, lo que conduce a
una conformacion enrollada al azar [298].

A) 0.08 B) 008
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Figura 7.21. Espectros de absorcion del L-A con cantidades crecientes (de
0 a 5 equivalentes) de (A) poli-C y (B) poli-U.
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Estos datos estdn en buena concordancia con los resultados
presentados en el apartado anterior respecto a la interaccién de este
receptor con los mononucleétidos, en los que habia una preferencia en la
interaccion con los mononucledtidos de bases puricas (GTP > ATP >>
UTP) debido a las interacciones de apilamiento .

7.2.2. Espectroscopia emision de fluorescencia

La intensa emision de fluorescencia del receptor L-A, con una
longitud de onda de excitacion de 367 nm, nos permitié seguir las
valoraciones mediante esta técnica, ya que los polinucle6tidos no absorben
luz a longitudes de onda por encima de los 300 nm. La adicion de los cuatro
polinucledtidos monohebra estudiados volvio a dar lugar a dos patrones de
emision de fluorescencia diferentes. Al valorar el receptor con los
polinucledtidos conformados por bases pdricas, poli-A 'y poli-G, se produjo
primero una disminucion de la fluorescencia, seguida luego de un aumento
sustancial de la intensidad de la misma (figura 7.22). Este comportamiento
bifasico ya ha sido descrito con anterioridad para otros sistemas [258, 299]
y sugiere la existencia de dos modos de interaccion diferentes: cuando la
proporcion [polinucledtido]/[receptor] es baja, el gran exceso de
moléculas de ligando forman complejos externos alrededor de las pocas
hebras de polinucleétido mediante la atraccion electrostatica que se
establece con la cadena fosfatada. Esta interaccion da lugar a la
disminucién de la  fluorescencia. Cuando la  proporcion
[polinucledtido]/[receptor] sobrepasa un cierto punto, comienza a haber
suficientes pares de bases para que tenga lugar el fendmeno de la
intercalacion, el cual da como resultado un incremento de la fluorescencia
debido a la inmovilizacién de los fluor6foros dentro del espacio
hidrofébico creado entre las bases apiladas.
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Figura 7.22. Espectros de emision de fluorescencia y curvas de valoracion
para una disolucién de L-A (20 uM, Aec = 367 nm) con (A, B) poli-A 'y
(B, C) poli-G. La linea roja discontinua indica el punto de inversién en los
cambios de la emision.

En el caso de la monohebra poli A, el cambio en la tendencia de la
emisidn tiene lugar cuando se alcanza una proporcién [poli-A]/[receptor]
de 1:1. A partir de entonces la fluorescencia aumenta hasta un 140%
respecto a la emision del ligando libre (figura 7.22.A y B). En el caso de
poli G, la fluorescencia se desactiva parcialmente, quedando una banda sin
estructura cuando se alcanza una proporcion 4:1 de [poli-G]/[receptor]. A
partir de este momento la emision aumenta hasta recobrar su intensidad y
estructura original (figura 7.22.C y D). Este comportamiento podria estar
apuntando hacia la formacion de estructuras de tipo cuarteto de guanina en
la disolucién. Tanto en el caso de la valoracion con poli-A como con poli-
G, el maximo de la emisién se desplaza al rojo 8 nm, lo que indica la
estabilizacion del estado excitado del fluoréforo al formarse el complejo.
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Por el contrario, los cambios observados en la emision de
fluorescencia durante la valoracion con los polinucle6tidos pirimidinicos,
poli-C y poli-U, son despreciables. No se observd ningin cambio
importante en la intensidad de la emision ni tampoco un desplazamiento
de la longitud de onda del maximo (figura 7.23). Este comportamiento, de
nuevo, apoya la hipotesis de que el modo de interaccidn por intercalacién
solo tiene lugar en los polinucleétidos basados en nucleobases pdricas,
poli-A'y poli-G.

380 430 480 530 380 430 480 530
A (nm) A (nm)

Figura 7.23. Espectros de emision de fluorescencia del L-A (20 uM, Aexc
= 367 nm) con cantidades crecientes de (A) poli-U y (B) poli-C.
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7.3 Interaccion con acidos nucleicos de
doble hebra

Avanzando, de nuevo, en la complejidad de los sistemas
estudiados, se paso a estudiar la interaccion de nuestros receptores con
acidos nucleicos con estructuras de doble hebra. Para estos estudios se
seleccionaron cuatro polinucleétidos de cadena doble. Tres de ellos son
secuencias sintéticas: poli-A—poli-U, como modelo de ARN, caracterizado
por una estructura de hélice-a con un surco menor ancho y Ilano y un surco
mayor estrecho y profundo (que suele ser el sitio de unién preferido para
moléculas pequefias) [248, 300]; poli-(dAT)2, con una conformacion de
doble hélice dextrégira (forma B) que contiene un surco menor estrecho y
un surco mayor ancho y poco profundo; y poli-(dGC)., también con forma
B, pero con los grupos amino de la guanina sobresaliendo por el exterior
del surco menor [221]. El cuarto polinucleédtido seleccionado para los
estudios ha sido el ADN de timo de ternera (ctADN, por sus siglas en
inglés), con una secuencia de bases heterogénea y una conformacion
clasica de doble hélice B. Esta estructura de ADN se representa en la figura
7.24, para ilustrar los motivos estructurales a los que hemos hecho
referencia.

En los dos primeros apartados de este capitulo se intentara
dilucidar, mediante estudios espectrofluorimétricos, el modo de
interaccién y la afinidad del ligando L-A con las distintas secuencias de
polinucledtidos de doble hebra. En el tercer apartado se expondra como
influyen en esta interaccién los cambios conformacionales, inducidos en
este ligando por cambios en el pH o por la presencia de cationes metalicos.
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Surco menor
6.0 A ancho
8.2 A profundidad

Surco mayor
[ 11.6 A ancho
8.5 A profundidad

Figura 7.24. Elementos estructurales del ADN en la conformacién B (PDB
ref. 1S2R).

7.3.1. Espectroscopia de absorcion UV-Vis

Se realizaron valoraciones mediante la adicion de pequefias
cantidades de polinucle6tido a una disolucion del ligando. Los cambios
registrados en el espectro UV-Vis se representan en la figura 7.25 y pueden
resumirse en una fuerte disminucion de la banda de absorcion del
croméforo de antraceno acompafiada de un desplazamiento batocrémico.
Los puntos isoshésticos observados sugieren la presencia de dos especies
capaces de absorber luz a esas longitudes de onda, que se corresponderian
con el ligando libre y unido al polinucle6tido. Estos cambios espectrales
observados son consistentes con un modo de interaccion mediante la
intercalacién del cromoforo de antraceno entre los pares de bases, dando
lugar a fuertes interacciones entre los estados electrénicos de ambos [293,
294]. Este modo de interaccion ya ha sido descrito en la literatura para
otros derivados del antraceno [301].
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Figura 7.25. Espectros de absorcion del L-A en presencia de cantidades
crecientes (0-5 eq.) de (A) poli-A—poli-U ([L-A]o = 20 uM); (B) poli-
(dAT)2 ([L-AJo = 10 uM); (C) poli-(dGC). ([L-A]o = 20 uM); (D) ctADN
([L]o =50 puMm).

En la tabla 7.6 se presentan los valores de la magnitud del
hipocromismo y de los desplazamientos batocromicos observados, junto
con los valores de las constantes de estabilidad (K) y el nimero de pares
de bases ocluidos por cada molécula de ligando (N), calculados a partir de
estos espectros de absorcion.
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Tabla 7.6. Efecto hipocromico (%H), desplazamiento del méximo de
absorcion (A Amax), NUMero de pares de bases ocluidos por cada molécula
de ligando unida (N) y constantes de estabilidad (K). Valores calculados a
partir de la valoracion por UV-Vis a pH 7 (tampon cacodilato 50 mM).

%H @ A dmax (NM)®  N°© log K¢
poli-A—poli-U 059 +9 3.9 5.9
poli-(dAT), 0.1 +7 1.2 5.7
poli-dGC),  0.58 +9 2.2 5.9
CtADN 0.63 +8 2.6 6.1

2%H = 100- [Abs(l—libre a Amax 367 nm) - Abs(l—unido a Amax 367 nm)]/AbS(Llibre a Amax
367 nm). © Desplazamiento = Amax(COMplejo) — Amax 367 nm(L). ¢ Proporcion N =
total pares de base / Lunigo. ¢ Valores de K y N obtenidos del ajuste de los datos
de la valoracion a un modelo de equilibrio simple para una interaccién no
competitiva [228].

La magnitud del hipocromismo y de los desplazamientos
batocrémicos es similar en los casos del ribonucleétido poli-A—poli-U, el
poli-(dGC). y el ctADN, mientras que son menores en el caso del poli-
(dAT)2. Como ya se ha mencionado, este ultimo polinucle6tido presenta
una estructura secundaria con un surco menor estrecho y profundo, con
mayor densidad de carga, lo que lo hace que ligandos pequefios
interaccionen de manera mas favorable con el surco menor [73, 302]. De
acuerdo con los valores de las constantes, L-A muestra una afinidad similar
hacia todos los polinucleétidos estudiados (del orden de 10° M), como
cabria esperar dado que la afinidad total viene determinada principalmente
por las fuertes interacciones electrostaticas. La selectividad, por otra parte,
requiere solo de pequefias contribuciones energéticas [32]. En cualquier
caso, el valor de K es ligeramente menor en la interaccién con poli-(dAT)..
Este hecho, sumado a un valor de N menor que el requerido para un
proceso de intercalacion (N > 2, de acuerdo con el principio de exclusion
del vecino préximo [73]) indica de nuevo que la interaccién con el surco
sea el modo de interaccion preferido entre el ligando y el poli-(dAT).,
mientras que la intercalacion parece ser mas eficiente en el caso de los otros
polinucledtidos estudiados.
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7.3.2. Espectroscopia de emision de fluorescencia

Al interactuar con los diferentes polinucledtidos de doble hebra
estudiados la emision de fluorescencia del ligando L-A muestra un
comportamiento interesante y diferente en cada uno de los casos. Como se
puede observar en la figura 7.26.A, la valoracion con el ribonucleétido
poli-A—poli-U produce una disminucion del 55% en la emisién de la
fluorescencia, con un desplazamiento del maximo de 14 nm hacia mayores
longitudes de onda. Por el contrario la valoracion con el poli-(dAT)-
produce un aumento de la fluorescencia, con un desplazamiento del
maximo de 13 nm hacia el rojo (figura 7.26.B). La valoracion con poli-
(dGC); (figura 7.26.C) da lugar a una desactivacion casi total (superior al
90%) de la emision, sin ningun desplazamiento del méximo de la banda de
emision. Y, finalmente, la valoracion con ctADN, con su secuencia de
bases heterogénea (con 42% de pares de bases G/C, segun el proveedor y
la referencia [303]) da como resultado un comportamiento promedio, con
una disminucion de la emision del 75% y un desplazamiento al rojo de 11
nm (figura 7.26.D).

Cabe destacar aqui que la banda a 432 nm del ligando se “activa”
(estado ON), con un aumento del 40% en la intensidad de emision, al
interactuar con poli-(dAT).. Mientras que la misma banda de emision se
“desactiva” (estado OFF), con una reduccion del 90% de la intensidad de
emisidn, cuando el ligando se une al poli-(dGC).. Consideramos que estos
dos comportamientos, perfectamente diferenciados, abren la posibilidad de
utilizar este ligando como una sonda selectiva para secuencias de ADN
[304].
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Figura 7.26. Espectros de emision de fluorescencia y curvas de valoracion
de L-A con (A) poli-A—poli-U; (B) poli-(dAT)2; (C) poli-(dGC). y (D)
CtADN.
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7.4 Modulacidn de la interaccion. Efecto
alostérico

Como ya se ha discutido en el apartado 1.3 de la introduccion a
esta tesis doctoral, los ligandos de tipo escorpiando pueden adoptar dos
tipos de conformaciones dependiendo del grado de protonacién: una
conformacion abierta a pH 5, favorecida por las repulsiones electrostaticas
entre los grupos amonio del macrociclo y de la cadena lateral; y una
conformacion cerrada a pH 7.4, estabilizada por la formacion de un enlace
de hidrégeno intramolecular y por el apilamiento  entre los anillos
aromaticos. En el caso de las especies ML?*, también se espera que estén
en la conformacion cerrada, con al menos uno de los &tomos de nitrogeno
de la cadena lateral completando la esfera de coordinacién del cation
metalico, como muestran los datos cristalogréaficos.

En base a estos resultados, se procedié a verificar que estos
cambios conformacionales tienen lugar en los nuevos compuestos
sintetizados, y a investigar coOmo estas reorganizaciones moleculares,
impulsadas por cambios en el pH o por la presencia de cationes metalicos,
podrian influir en la afinidad y selectividad de estos ligandos por los
polinucle6tidos de doble hebra. Con este objetivo se realizaron estudios de
RMN y UV-Vis de los ligandos a diferentes valores de pH en
presencia/ausencia de cationes metalicos. A continuacion se repitieron las
valoraciones con ADN, realizadas con el ligando libre, para los complejos
metalicos asi como para el ligando a distintos valores de pH. Ademas, para
ampliar la evidencia sobre el modo de interaccién y la capacidad de
modular la misma, estos estudios se complementaron con otras técnicas,
tales como la desnaturalizacion térmica, el dicroismo circular, la
viscosimetria y el desplazamiento de un indicador fluorescente. Estas
técnicas y los resultados obtenidos se iran detallando a continuacion.
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7.4.1. Movimientos moleculares

Una de las caracteristicas de los compuestos de tipo escorpiando
es su capacidad para generar movimientos en su estructura molecular
asociados a los procesos de protonacion y de formacion de complejos
metalicos (discutidos en el capitulo 6) en los que la cadena lateral se acerca
0 aleja del macrociclo.

Un cambio en el pH provoca la formacion o rotura de enlaces de
hidrégeno intramoleculares, 1o que impulsa al compuesto a cambiar su
conformacion. En el caso de los compuestos en los que la cadena lateral ha
sido funcionalizada con un grupo aromatico, la aparicion de interacciones
de tipo m—mn entre esta unidad aromatica y la piridina del macrociclo
también puede favorecer energéticamente la conformacion cerrada tal
como se discutio en el apartado 1.3 de la introduccién (ver figura 1.45)
[198]. En la figura 7.27 se ilustra la hipétesis de como tendria lugar este
proceso para el ligando L-A. A continuacion procederemos a verificarla.

Abierto ~ \N

Cerrado

Figura 7.27. Representacion del proceso de reorganizacion molecular del
compuesto L-A. Sélo se mustran los protones de los &tomo dadores.

Para determinar si este cambio conformacional estaba teniendo
lugar en nuestros compuestos se registraron los espectros *H RMN del
compuesto L-A a distintos valores de pH. Los resultados mostraron que al
pasar de pH 5.0 a 8.0, lo que corresponderia con la desprotonacion de
[HsL-AJP* para dar [H2L-A]?*, hay un desplazamiento a campo alto de
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todas las sefiales aromaticas, tanto del antraceno como de la piridina (figura
7.28). Esto es un indicio de que el apilamiento n—m esta teniendo lugar.

Py3

Py2

M

S‘.G S‘.S SI.1 8‘.3 8‘.2 Sl.l S‘.O 79 78 77 76 15 7I1 7‘3 7I.2 7‘.1 7:.0 6I.9 é.s
1 (ppm)
Figura 7.28. Regién aromética del espectro de RMN *H del compuesto L-
Aa(A)pD5.0y(B)pD 8.0.

Los espectros de RMN de LI-A a diferentes valores de pH
conducen a conclusiones similares. Al pasar de pH 6.0 a 7.7, coincidiendo
con la primera desprotonacion del ligando, se observa un desplazamiento
a campo alto de todas las sefiales aromaéticas. Sin embargo, este
desplazamiento es mucho mas pronunciado a pH 9, cuando LI-A ha
perdido dos protones.

Se obtuvo evidencia adicional de este cambio conformacional a
través de los espectros de UV-Vis. En el intervalo de pH en el que el
apilamiento entre el antraceno y la piridina tiene lugar, la banda de
absorcion a 253 nm experimenta un efecto batocromico y una disminucion
de la intensidad (figura 7.29A). Este comportamiento es tipico de procesos
de apilamiento n—m, sin embargo, para descartar que los cambios
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observados fueran producidos por otro tipo de fendmeno, se repitio el
experimento utilizando la poliamina precursora LI, la cual es
estructuralmente similar pero carece de unidad aromatica en la cadena
lateral y no puede, por tanto, producirse ningun apilamiento n—rn
intramolecular. Como se puede observar en la figura 7.29B, no se observo
ni hipocromismo ni desplazamiento batocromico. Por el contrario, el Unico
efecto fue un ligero aumento de la absorbancia.

A (a.u.)

0s '
200 202 204 206
& (nm)

Figura 7.29. Dependencia con el pH de la absorcion de (A) LI-Ay (B) LI.

Con estos datos espectroscopicos se calculd un valor de pK de
6.75(1), 7.30(1) y 7.02(1) para L-A, LI-A'y LI-Pir, respectivamente. Estos
valores estan en concordancia con los obtenidos por *H RMN y representan
el valor de pH medio al que tiene lugar la reorganizacion molecular,
cambiando de una conformacién abierta a una cerrada.

También se investigo la posibilidad de utilizar cationes metalicos
para generar reorganizaciones moleculares. En este caso, como ya se
discutio en la introduccidn, el macrociclo coordina al metal, mientras que
la cadena lateral flexible, que contiene también atomos dadores, puede o
bien plegarse para coordinar el metal a través de éstos, o alejarse de él
debido a las repulsiones electrostéticas que se generan al protonarse los
grupos amino. De nuevo, se empled la informacion espectroscopica de la
interaccidn de los ligandos con cobre y zinc a diferentes valores de pH para
determinar el pK al que tiene lugar la transicion abierto-cerrado. Estos
valores se presentan en la tabla 7.7, junto con los descritos antes para los
ligandos libres. Cabe destacar que los valores obtenidos en presencia de
los metales son menores que los calculados para el ligando libre, lo cual
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indica que la presencia del cation metalico fuerza al ligando a adquirir la
conformacion cerrada, en la que el atomo dador de la cadena lateral puede
coordinar al metal. De hecho, a pH 7.0, todos los complejos metalicos
estudiados deberian haber adoptado la conformacion cerrada.

Tabla 7.7. Valores de pK para los cambios conformacionales inducidos
por un gradiente de pH o por la presencia de cationes metélicos.

Ligando libre Cu? Zn*
L-A 6.75(1) 3.03(1) 4.62(1)
LI-A 7.30(1) 5.37(1) 6.00(4)
LI-Pir 7.02(1) 4.70(1) 6.30(1)

7.4.2. Estudios esectroscépicos con ML?* y
polinucleotidos de doble hebra

Al valorar una disolucién del complejo [Cu(L-A)]** con los
polinucledtidos de doble hebra, el espectro UV-Vis muestra un
comportamiento diferente al del ligando libre. Como ejemplos, en la figura
7.30 podemos ver los cambios registrados para la valoracién con poli-A—
poli-U y ctADN, tanto para el ligando libre (figuras A y C) como para el
complejo de Cu? (figuras B y D). Es evidente como, en el caso del
complejo, el hipocromismo es mucho menor y el desplazamiento
batocrémico no es significativo. Estos resultados parecen apuntar al hecho
de que la intercalacion no sea tan efectiva en el caso de los complejos de
Cu?*, posiblemente debido a que el antraceno, en la conformacién cerrada
del ligando, esté estéricamente mas impedido para intercalar entre los pares
de bases.
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Figura 7.30. Espectros UV-Vis para la valoracion de (A) L-A con poli-A-
poli-U; (B) [Cu(L-A)]*" con poli-A—poli-U; (C) L-A con ctADN y (D)
[Cu(L-A)]?* con ctADN.

Estas diferencias son aun mas acusadas en el caso de los espectros
de emision de fluorescencia. En los dos casos representados en la figura
7.31, valorando con poli-A—poli-U y ctADN, el comportamiento fue
distinto al del ligando libre, siendo la disminucion de la fluorescencia
mucho menor vy el desplazamiento en la longitud de onda del méaximo
despreciable.
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Figura 7.31. Espectros de emision e fluorescencia para la valoracién de
(A) L-A con poli-A—poli-U; (B) [Cu(L-A)]** con poli-A—poli-U; (C) L-A
con ctADN y (D) [Cu(L-A)]?* con ctADN. Las flechas indican el sentido

de los cambios observados.

Como ya se mencion6 en el apartado 7.3, la variacion de la
fluorescencia del ligando al ser valorado con poli-(dAT). es diferente al
resto de poliuclettidos, dando lugar a un aumento de la banda de
fluorescencia con un fuerte desplazamiento al rojo. Al repetir esta
valoracion con el complejo de cobre, se observa también un aumento de la
fluorescencia, pero esta vez con un ligero desplazamiento al azul de 2 nm

(figura 7.32).
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Figura 7.32. Espectros de emision e fluorescencia para la valoracion con
poli-(dAT)2 de (A) L-A; (B) [Cu(L-A)]?*. Las flechas indican el sentido de
los cambios observados.

Si bien la espectroscopia de fluorescencia no es un método 6ptimo
para la determinacién del modo de interaccién de un ligando con el ADN,
dado que las variaciones en la emision de fluorescencia se deben a cambios
en el ambiente del residuo de antraceno, al observar las diferencias entre el
ligando libre y su complejo de Cu?* es posible asumir que ambos estan
interaccionando de maneras diferentes con el polinucleétido.

Para recapitular los datos obtenidos, en la tabla 7.8 se presentan los
valores del porcentaje de hipocromismo y de desplazamiento batocromico
para para la interaccion de L-A y su complejos de cobre con las distintas
secuencias estudiadas.

Tabla 7.8. Efecto hipocrémico (%H) y desplazamiento del maximo de
absorcion (A Amax) para L-A'y [Cu(L-A)]*.

L-A [Cu(L-A)*
%H & A 7‘«ma>< UV- A )Mmax %H A 7\«max (nm) A 7‘«ma>< (nm)
Vis® Fluor UV-Vis Fluor
poli-A—poli-U 59 +9 +14 39 1 0
poli-(dAT)2 40 +9 +13 45 +5 -2
CtADN 63 +8 +11 43 +5 -2

2 %H = 100'[Abs(|-libre a Q\Imax 367 nm) - Abs(l—unido a kmax 367 nm)]/AbS(Llibre a Q\Imax 367 nm)- b
Desplazamiento = A max (COMPIEjO) — A max 367 nm(L). © Proporcion N = total pares de base / L ynigo.
Valores de K'y N obtenidos del ajuste de los datos de la valoracién a un modelo de equilibrio simple
para una interaccion no competitiva [228].
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Estos experimentos se realizaron también con otros ligandos
conteniendo unidades inercalantes, concretamente el LI-A 'y el LI-P, tanto
con Zn?* como con Cu?*. Los resultados obtenidos son analogos a los aqui
presentados.

7.4.3. Desnaturalizaciones térmicas

Para valorar la magnitud de la estabilizacion de la doble hélice por
la interaccion con el ligando L-A a diferentes valores de pH, se llevaron a
cabo experimentos de desnaturalizacién con los polinucleétidos de doble
hebra a pH 5 y 7.4 con diferentes proporciones molares [L-
Al/[polinucledtido]. Los resultados se presentan en la tabla 7.9. Lo
primero que se observa es un mayor incremento en la temperatura de fusion
para los valores de pH bajos como resultado de un mayor nimero de cargas
positivas en el ligando y, posiblemente, también a un proceso de
intercalaciébn mas eficiente cuando el ligando se encuentra en su
conformacion abierta. Esta hip6tesis, sin embargo, no se puede comprobar
mediante este método, ya que no proporciona evidencia inequivoca para
distinguir la intercalacién de otros modos de interaccion.

En cuanto a las diferencias entre los distintos polinucleétidos, los
valores de AT son, en general, mayores para las secuencias de ADN que
para el modelo de ARN, si bien las diferencias no se pueden considerar
suficientemente grandes como para hablar de selectividad.

Al realizar los experimentos con el complejo [Cu(L-A)]** se
obtuvieron resultados muy interesantes (tabla 7.9) ya que los valores de la
estabilizacion fueron menores que los del ligando libre. Esta evidencia
refuerza la hipotesis de la modulacion de la interaccion del ligando
mediante los cambios conformacionales inducidos por el metal.
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Tabla 7.9. Variacion de las temperaturas de fusion (4Tm) determinadas
como la diferencia entre el polinucleétido libre (~1.5x10° M) vy el
polinucledtido en presencia de ligando/complejo metélico a diferentes
relaciones molares y pHs.

L-A

pH 5.0 7.4
N° medio de protones? 3.0 2.3
r° 0.1 0.5 0.1 0.5
ATm poli-A—poli-U 11.7 N.E. 1.7 104
ATm poli-(dAT): 10.1 27.1 6.3 14.5
ATm poli-(dGC), 17.7 26.1 5.1 12.6

[Cu(L-A)*
pH 5.0 7.4
r 0.1 0.5 0.1 0.5
ATm Poly A-poly U 1.4 9.5 1.2 4.5
AT poly (dAT): 4.0 11.5 1.0 5.1
Calculados a partir de las constantes de protonacion. °r = [L] /

[polinucledtido]. Valores de ATy en °C, los errores se estiman en + 1°C

7.4.4. Dicroismo circular

Gracias al entorno asimétrico proporcionado por la doble hélice
del ADN, se ha podido obtener evidencia adicional sobre la interaccion de
los ligandos mediante estudios de dicroismo circular (DC). En general, los
intercalantes unidos a la doble hélice muestran bandas de DC inducido,
gracias a la quiralidad derivada de la helicidad del ADN [305]. Para
evaluar la capacidad intercalante de los compuestos con unidades
aromaticas policiclicas, antraceno y pireno, se registraron los espectros de
DC del L-Ay LI-P, asi como de sus complejos de Cu?*, en presencia de
un exceso de ctADN. Adicionalmente y como control negativo de
intercalacion, se realizé el mismo experimento con el compuesto LI, que

236



Interaccion con aniones de interés biolégico

comparte la misma estructura basica que los otros compuestos pero carece
de unidad intercalante.

Como se puede apreciar en la figura 7.33, el espectro de DC del
ctADN, en su forma B, se caracteriza por una banda positiva a 280 nmy
otra banda negativa a 245 nm. Al afiadir los compuestos intercalantes se
observa una fuerte disminucion de la banda a 280 nm, asi como la aparicion
de una banda de DC inducido a 260 nm. Cabe destacar que esta nueva
banda de DC inducido se corresponde con la banda de absorcion de los
compuestos, lo que es consistente con la conclusion de que la banda se
origina por la intercalacion de croméforo no quiral entre los pares de bases
de la doble hélice [306, 307, 308, 309]. Cabe destacar que esta banda a
260 nm no se forma en el caso de los complejos [Cu(L-A)]*" y [Cu(LI-
P)]?*, evidenciando nuevamente que los complejos en la conformacion
cerrada podrian ser menos adecuados para el modo de union por
intercalacion.

CLDNA
CtDNA ' L-A (10:1)|

DC (mdeg)

— ctDNA ' L-A (10:3))
ctDNA [ L-A (10:5)

CD (mdeg)
SDNATCuL-A (10:1)
CIDNA+Cul-A (10:3)

SIDNA 1 Cul-A (10:5)

T T 1
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CIONA + LI-Pir (10:1)
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Figura 7.33. Espectros de DC de disoluciones de ctADN (30 uM) con
cantidades crecientes de (A) L-A; (B) [Cu(L-A)]?*"; (C) L-P y (D) [Cu(LI-
P)]?*. Relaciones molares pares de bases/ligando 10:0, 10:1, 10:3 y 10:5.
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Ademas, al afadir cantidades crecientes del compuesto LI, (figura
7.34) los espectros de DC del ctADN no muestran ninguna disminucion de
la banda de DC a 280 nm, ni tampoco la formacion de nuevas bandas de
DC inducido. Esto es una prueba de que los ligandos estudiados
interaccionan con el ADN a traves de las unidades aromaticas de antraceno

0 pireno de la cadena lateral.
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Figura 7.34. Espectros de DC de disoluciones de ctADN (30 uM) con
cantidades crecientes de LI. Relaciones molares pares de bases/ligando

10:0, 10:1, 10:3 y 10:5.

7.4.5. Desplazamiento del indicador fluorescente

Mas evidencias acerca del modo de interaccidn por intercalacién
de los ligandos con unidades aromaticas y de la posible modulacion
mediante cambios conformacionales inducidos por la presencia de metales
se han obtenido mediante ensayos de desplazamiento de un indicador
fluorescente. En este caso, el indicador seleccionado fue el bromuro de
etidio (BrEt), el cual, como ya se menciond en los capitulos 1 y 4 de esta
tesis doctoral, es un reconocido intercalante del ADN. El BrEt en
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disolucion acuosa es poco fluorescente, sin embargo su intensidad de
emision se multiplica por 20 al intercalar en el ADN. Las moléculas
capaces de competir con el BrEt por las posiciones entre los pares de bases
del ADN lo desplazaran, lo que se vera reflejado en una disminucion de la
fluorescencia.

Al afadir los ligandos con unidades aromaticas (L-A, LI-A 'y LI-
P) a una disoluciéon conteniendo BrEt unido al ADN se registré un
descenso en la fluorescencia, mientras que al afiadir el ligando sin unidad
aromaética en la misma proporcién, LI, no se observé ningln cambio
significativo (figura 7.35). Dado que el grado de reduccion de la
fluorescencia puede relacionarse directamente con el grado de la
interaccién, estos experimentos parecen indicar que el compuesto que
contiene pireno, LI-P, es un intercalante mas eficiente que los derivados
de antraceno L-A o LI-A.

—BrEt + ADN

—L-A

..... Zn[L-A]

—LI-A

< Zn[LI-A]
LI-P
Zn[LI-P]

L

Zn[L]

0.8

0.6

0.4

L F. (u.a.)

0.2

540 590 640 690
4 (nm)

Figura 7.35. Espectros de fluorescencia para los ensayos de
desplazamiento de BrEt. La proporcion molar ligando:BrEt fue de 1:1, con
[BrEt] = [ligando] = 10 mM y [ctADN] = 30 mM. La curva superior (azul)
se corresponde al BrEt + ctADN sin ligando. El resto de lineas solidas se
corresponden con los ligandos libres y las lineas discontinuas a los
complejos de Zn?".
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Es interesante observar que los mismos experimentos realizados
con los complejos de Zn?* muestran, en todos los casos, menores
desplazamientos del bromuro de etidio. Cuando los experimentos se
realizaron con el complejo de L con Zn?* no se observaron diferencias
significativas respecto al ligando libre.

7.4.6. Viscosimetria

Otra estrategia simple y directa para dilucidar el modo preferencial
de interaccién de un ligando con el ADN es a través de medidas de
viscosidad. Los compuestos capaces de intercalar provocan un gran
aumento en la longitud de las hebras de ADN, lo que da como resultado un
aumento en la viscosidad de las disoluciones. Por el contrario, los ligandos
que interaccionan con el surco del ADN no generan este alargamiento de
la doble hélice y, por tanto, no aumentan la viscosidad [310]. Las medidas
de viscosidad realizadas muestran un incremento en la viscosidad de las
disoluciones de ADN al adicionar cantidades crecientes de los compuestos
con unidades aromaticas policiclicas (L-A y LI-P). Cuando la disolucion
de ADN se traté con los complejos de Zn?* este comportamiento se vio
reducido, demostrando nuevamente que los cambios conformacionales
inducidos por la formacion del complejo afectaba la capacidad intercalante
de estos ligandos. Usando nuevamente el compuesto sin unidad aromatica,
LI, como control negativo, se observé que la viscosidad no aumentaba, lo
que verifica que al no tener unidad intercalante el compuesto interacciona
con el surco de ADN. Como ejemplo, en la figura 7.36 se representan los
cambios registrados en la viscosidad para disoluciones de ADN tratadas
con los compuestos LI-P, [Zn(LI-P)]** y L.
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Figura 7.36. Viscosidades relativas de una disolucion de ctADN con
cantidades crecientes de LI-P (azul), [Zn(LI-P)]?** (rojo) y LI (verde).
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7.5 Actividad biolégica y modulacion de
la citotoxicidad

Como se ha discutido en la introduccion de esta tesis, existen
moléculas intercalantes que se emplean como farmacos antitumorales, ya
gue son capaces de inhibir la sintesis de los acidos nucleicos [311, 312].
Por este motivo se decidié estudiar la actividad antiproliferativa de los
compuestos L-A, LI-A y LI-P en colaboracién con el grupo de Biologia
Molecular del Epitelio en Inflamacion y Cancer, en el Instituto de
Investigacion Sanitaria Pere Virgili (1ISPV) del Hospital Joan XXIII de
Tarragona. La citotoxicidad de estos ligandos se comparé con la de los
compuestos de partida, sin unidades intercalantes L y LI. Ademas, dado
que los resultados antes expuestos indican que los cationes metalicos
pueden inducir cambios conformacionales que influyen en la capacidad
intercalante de los compuestos, se decidi6 analizar también si este efecto
se reproducia in vitro en diferentes lineas celulares.

Con estos objetivos en mente, y utilizando ensayos de MTT (ver
capitulo 4, “Material y métodos™), se evalud la viabilidad celular en
cultivos de lineas celulares de tumores de vejiga humana T24, 253) y
UMUC-3. Los resultados indicaron que los ligandos con unidades
intercalantes eran unas 20 veces mas toxicos que L y LI (ICso > 100 uM),
gue no tienen capacidad de intercalar. Este hecho sugiere que las unidades
intercalantes de los compuestos L-A, LI-A y LI-P, tienen una gran
influencia en sus efectos citotdxicos.

Estos estudios de citotoxicidad se ampliaron a otras lineas
celulares, incluyendo algunas no tumorogeénicas y otras resistentes al
farmaco de referencia doxorubicina. Existe un gran interés en encontrar
nuevos compuestos que puedan sustituir a la doxorubicina, no sélo por los
problemas de resistencia, sino también por sus efectos adversos
(cardiotoxicidad) [313, 314]. Los resultados se muestran en la tabla 7.10.
Como se puede observar, los valores de la concentracion inhibitoria media
(ICso) son similares para todas las lineas celulares investigadas y estan en
el intervalo de concentraciones de 3 a 12 uM. Lo mas destacable es que
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siguen siendo activos incluso para la linea tumoral resistente a la
doxorubicina.

Tabla 7.10. Valores de ICso (M) para los compuestos L-A, LI-Ay LI-P.

L e [ oo
RT4 5,0 7.2

7,1
SW800 3,6 4,5 4,2
Jgz2 4,0 4.4 9,1
VmCub3 4,1 7.4 34
SCaBER 4.1 4.8 4,0
MCF7 6,9 7.2 4.8

NonTumorogenic

THP-1 55 2.1 32

THP-1 + PMA 6.8 8.3 7.3

3T3/balbc 3,9 3.3 3,8

Doxo resistant

T24 57 6.1 47 < 0.01
HB9AR 10.8 10.2 11.8 > 1000
H69 6.1 7.8 7.2 0.03

Para complemetar estos estudios de citotoxicidad se enviaron
muestras del compuesto LI-P al Instituto Nacional del Cancer en Estados
Unidos (NCI) para ser evaluado en un panel de 60 lineas celulares
representativas de diferentes tipos de cancer. Los resultados mostraron que
el compuesto tiene un efecto similar en todas las lineas celulares ensayadas,
con valores de ICso en el intervalo micromolar, en buen acuerdo con los
resultados comentados antes.

Al estudiar los complejos metalicos, tanto de Cu?* como de Zn?*
se encontraron grandes diferencias en la citotoxicidad. Los valores de ICso
pasaron de ~3-12 uM, para los ligandos libres, a valores por encima de
100 uM para los complejos metélicos (figura 7.37). Esto sugiere que los
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cambios conformacionales inducidos por el metal tienen una influencia
sobre los efectos citotdxicos en las células. Ademas, se demostrd que los
cationes metélicos eran capaces de bloguear la citotoxicidad al afiadirlos
sobre un cultivo de células que llevaban siendo tratadas durante 24 horas
con los ligandos libres. La hipotesis que podria explicar este
comportamiento es que los compuestos en la conformacion cerrada tienen
las unidades aromaéticas en una disposicion que les dificulta intercalar en
el ADN.

A LA | [Cu-a) >

=

100 8 [ZnL-A] 2

A [CuL-A] 2
¢ L-A

Cell Viability (%)

. 0 3 10 30 100 300
03 10 30100 300

Concentration (uM)

Concentration (uM)

Figura 7.37. (A) Fotografia de una placa de 96 pocillos de células T24
después de su tratmiento con 0-300 umol-L* de L-A libre o del complejo
[Cu(L-A)]?*. (B) Diagrama de la viabilidad celular, incluyendo los
resultados para el complejo de zinc [Zn(L-A)]*".

Gracias a la intensa fluorescencia intrinseca de los ligandos, fue
posible capturar iméagenes de las células tratadas con LI-A y el complejo
[Zn(LI-A)]?* mediante microscopia de fluorescencia (figura 7.38). En estas
iméagenes se puede observar como la fluorescencia del compuesto
colocaliza con las células, evidenciando que es capaz de traspasar la
membrana celular. En el caso del compuesto libre las células tratadas a una
concentracion de 5 uM estan sanas, mientras que a 10 uM sélo se observan
fragmentos de células. Por el contrario, células tratadas con el complejo
[Zn(LI-A)]?* a 10 puM siguen teniendo una morfologia normal. Estos
resultados sugieren que la interaccién de los cationes metalicos con los
ligandos estudiados, con el consecuente cambio en la estructura de los
mismos, es capaz de modular, al menos parcialmente, sus efectos
citotoxicos en las células.
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fluorescencia fundido

Control
LI-A
S5uM ‘
LI-A
10 uM

[Zn(L1-A)]2*
10 uM

Figura 7.38. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células
UMUCS3 tratadas durante 16 horas con LI-A o su complejo metalico
[Zn(LI-A)]?* a la concentracion indicada.

El siguiente paso en la investigacion de la actividad bioldgica de
estos compuestos consistié en averiguar el mecanismo por el cual acceden
al interior de las células. Para realizar estos estudios se eligié como modelo
el compuesto LI-P y en primer lugar se verifico que, al igual que LI-A
mostrado antes, era capaz de penetrar la membrana celular. Como se puede
apreciar en las imagenes de microscopia confocal de células tratadas
durante 4 horas con una disolucién 10 uM del compuesto (figura 7.39),
este parece penetrar en las células y acumularse principalmente en el
citoplasma, aunque también se aprecia algo de fluorescencia en el interior
del nucleo, donde puede interaccionar con el ADN. Hay que tener en
cuenta que, segln se deduce de los estudios de fluorescencia presentados
antes, la interaccion del compuesto con ADN conduce a una desactivacion
parcial de la fluorescencia, lo que podria explicar la menor intensidad de
la emisidn en el ndcleo (ver figura 7.31 del apartado anterior).
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Figura. 7.39. Iméagenes de microscopia confocal de células tratadas
durante 4 horas con LI-P 10 uM.

Una vez verificado que el compuesto es capaz de traspasar la
membrana celular se procedié a determinar si lo hacian a través de un
mecanismo de transporte pasivo (difusion) o activo (en contra de
gradiente) [315]. Para verificar este aspecto, en colaboracion con el Grupo
de Quimica Supramolecuar de la Universidad de las Islas Baleares, se
realizd primero un ensayo de permeabilidad de membrana artificial
paralela (PAMPA, por sus siglas en inglés) [316], el cual revel6 que
ninguno de los compuestos atraviesa la membrana por difusion pasiva.

A continuacidn se llevo a cabo un experimento de inhibicion del
transporte activo [317], el cual mide la dependencia del transporte con la
temperatura (ver capitulo 4, “Materiales y métodos”). Como se aprecia en
la figura 7.40, el ensayo dio resultados positivos, confirmando que los
compuestos penetran la membrana celular por un mecanismo de transporte
activo.
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Figura. 7.40. Porcentaje de supervivencia de células T24 tratadas con los
compuestos durante 2 horas a 37°C y 4°C.

Con estos resultados se planted la hipétesis de que los compuestos
utilizaran el mismo mecanismo de transporte que las poliaminas naturales,
denominado de manera general Sistema de Transporte de Poliaminas
(PTS) [318]. Sin embargo, estudios de competicion utilizando las
polaminas naturales putrescina, esperminay espermidina dieron resultados
negativos. Los compuestos estudiados, por tanto, son capaces de traspasar
la membrana celular, pero lo hacen mediante un sistema de trasporte activo
diferente al de las poliaminas naturales.

El altimo paso en los estudios biolégicos llevados a cabos fue la
determinacion del mecanismo de accion de los compuestos. Para ello
primero se verificé si la muerte celular inducida por los compuestos se
producia por apoptosis (muerte celular programada) o por otra via. La
primera evidencia al respecto se obtuvo de la observacion directa, por
microscopia, de la morfologia de las células. Como se aprecia en la figura
7.41, las células tratadas muestran intensos cambios en su morfologia:
roturas de membrana y lo que parece ser la formacion de cuerpos
apoptaticos.
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“

Figura 7.41. (A) Células 253J sin tratar (control). (B) Células incubadas
con el compuesto LI-P 10 uM (la flecha indica la formacion de un cuerpo

apoptotico).

Otros estudios aportaron mas evidencias respecto a la activacion
del mecanismo de apoptosis en las células tratadas, como por ejemplo la
comprobacion de la externalizacion de la fosfatidil serina por citometria de
flujo. Finalmente los resultados se confirmaron al verificar por Western
blot la activacion de la Caspasa-3, la proteina clave en la ejecucion de la
apoptosis (figura 7.42) [319]. Ademas, como se aprecia en la figura, el
grado de activacion depende de la concentracion de compuesto.

4uM  6pM  BuM  10uM

 —

0.5 0.7 27 9.2

Pro-caspase-3

active
Caspase-3
Vinculin

active casp-3/
vinculin

Figura 7.42. Western blot de células T24 incubadas con e compuesto LI-

P a diferentes concentraciones.
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La primera hipotesis sobre el mecanismo de accién de los
compuestos parece indicar que provocan la apoptosis debido a la
interaccion con el ADN. Esta hipétesis esta sustentada en Western blots
que resultaron positivos respecto a la fosforilacion de la serinal5 de la
proteina P53, la cual sirve como sefial en la célula para indicar que existe
dafio en el ADN e iniciar su reparacién o, en caso de que no sea posible,
conducir a la apoptosis [320].

Sin embargo, los Gltimos estudios realizados, y aun no finalizados,
parecen indicar que el dafio al ADN no es el Unico mecanismo de accién
de estos compuesos. A través de estudios de microscopia confocal
utilizando marcadores fluorescentes especificos (figura 7.43) se observa un
colapso del citoesqueleto celular [321]. Esto condujo a plantear la hipotesis
de que los compuestos estudiados son también capaces de provocar la
polimerizacién de la tubulina, de manera similar a algunos farmacos
anticancerigenos como el paclitaxel (Taxol) [322, 323].

Figura 7.43. Imégenes de microscopia de fluorescencia de células tratadas
con un tinte fluorescente selectivo de la tubulina. Arriba: células control.
Abajo: célula incubadas con el compuesto.

Finalmente, se han realizado estudios sobre la actividad
antitumoral en ratones. Estos estudios preliminares, que se muestran en la
figura 7.44, indican que los tumores en ratones tratados con LI-P reducen
su tamafio en comparacién a los ratones control.
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Figura 7.44. (A) Estudios dosis-toxicidad. 5 ratones por grupo y 4 dosis
separadas por intervalos de tres o cuatro dias. (B) Tumores generados por
inyeccion intradérmica 1x10° células de cancer de vejiga en ratones
inmunosuprimidos. (C) Evolucién del volumen del tumor en ratones
control (azul) y ratones tratados con LI-P (verde).

En este capitulo hemos podido observar, por tanto, como los
compuestos polaminicos de tipo escorpiando sintetizados interaccionan
con distintos aniones de interés bioldgico. Los compuestos funcionalizados
con unidades aromaéticas tienen, ademas, la capacidad para intercalar
eficientemente entre los pares de bases del ADN lo que les confiere una
importante actividad biologica. EI hecho de que los compuestos son
capaces de traspasar las membranas celulares refuerza la actividad de los
compuestos. Esta actividad es causada no sélo por el dafio inducido en el
ADN, sino también por la polimerizacion que provocan en la tubulina.
Todo este dafio conduce a las células a una muerte por apoptosis.
Interesantemente, la citotoxicidad puede ser modulada mediante la
presencia/ausencia de cationes metalicos, probablemente debido a los
cambios conformacionales que se generan en los compuestos de tipo
escorpiando, los cuales modifican la capacidad de los compuestos de
intercalar de manea eficiente en el ADN.

Como veremos en los siguientes capitulos, estos compuestos y sus
complejos metélicos pueden tener también otras aplicaciones bioldgicas.
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En el capitulo 6 de esta tesis doctoral se discutio la capacidad de
los nuevos ligandos sintetizados para formar complejos estables con Mn?*.
En este capitulo se presentaran los estudios realizados con estos complejos
metélicos para evaluar su actividad como miméticos de la superdxido
dismutasa de manganeso (MnSOD).

Los complejos con otros metales de transicion con actividad redox,
como por ejemplo el Cu?*, podrian tener también actividad SOD. Sin
embargo, en estudios preliminares con concentraciones de hasta 20 uM, no
se obserd una inhibicion de la produccion de superéxido que superara el
50%, (por tanto, ICsp > 20 uM). Este hecho, sumado a la toxicidad in vivo
del cobre, nos ha llevado a centrar nuestros esfuerzos en estudiar
Unicamente los complejos de Mn?*,

El interés en estudiar los compuestos de tipo escorpiando como
miméticos de la MnSOD nace de las similitudes estructurales detectadas
entre el centro activo de la enzima y los complejos de manganeso de estos
ligandos [270]. Los primeros estudios llevados a cabo en nuestro grupo de
investigacion dieron lugar a resultados excepcionales (discutidos en el
capitulo 1, “Introduccion”), como por ejemplo con el complejo [Mn(L-
4Q)]?*, que con una constante catalitica de kcar = 1.5 x 10" M2s es uno de
los compuestos mas activos encontrados en la bibliografia [168].

Hasta la fecha, la gran mayoria de compuestos reportados por
nuestro grupo se corresponden con derivados de L. En el afio 2011, al
iniciarse los estudios para la presente tesis doctoral, el Dr. Salvador Blasco
concluia su propia tesis [237] en la que se publicaban resultados de la
actividad SOD de diversos derivados de L, incluyendo el primer dato sobre
la actividad del compuesto alargado LI. Sorprendentemente, este
compuesto resulté ser uno de los mas activos (Keat = 5.2 x 10° Ms%). Estos
resultados nos motivaron para preparar nuevos compuestos derivados de
LI, asi como a ampliar la familia de los derivados de L, y a estudiar su
actividad como miméticos de la MnSOD. También se incluyen los
resultados del ligando tripodal TPA-L3 con Mn?* en diferentes relaciones
molares.
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8.1. Electroquimica

El comportamiento electroquimico de los complejos de Mn?* de
una serie de ligandos fue estudiado a pH 7.4, utilizando NaCl como
electrolito. En general lo que se observo fue un proceso reversible de
oxidacion por un electrdn, tal como se puede apreciar por los picos anddico
(A1) y catddico (C1) que aparecen alrededor de +0.5 V vs. Ag/AgCl en la
figura 8.1, en la cual se representan los voltamperogramas ciclicos de los
compuestos funcionalizados con piridina LI-2Py y LI-4Py. En este caso,
la relacion entre la corriente del pico catddico y la corriente del pico
anodico es cercana a la unidad, sin embargo decrece al incrementar la
velocidad de barrido, lo que nos indica que al proceso de oxidacién inicial
Al le sigue una disociacion parcial del Mn* generado
electroquimicamente. Esta hipotesis explicaria la aparicion de una sefial
catddica adicional cerca de -0.5 V (C2), la cual se podria atribuir a la
reduccion del acuocomplejo de Mn®* proveniente del proceso de
disociacién propuesto.

3.
A)° 0 B) 40
L C1
20 - Ci o) 30
S 2.0 Cc2
1.0 "
10
=z 00 = Z 00 —
~ 2
=0 - =10
2.0 — 2.0 =
20 - Al
; Al a0 - Vs
30 -4.0
40 e S0
1 0 0 0.5 -1 1 0 0 0.5 1
V (V) V(V)

Figura 8.1. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Mn?* con (A)
LI-2Py y (B) LI-4Py. Velocidad de barrido 10 mV/s.

En el caso de los dos compuestos funcionalizados con antraceno,
L-A y LI-A, se observa un comportamiento similar (figura 8.2). Sin
embargo la relacion de la corriente de los picos anddico y catddico se aleja
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maés de la unidad, a la vez que aumenta la intensidad del pico asociado a la
reduccion del acuocomplejo, lo que nos indica que el proceso de
disociacion de la especie Mn3* es mayor en el caso de estos ligandos.

Figura 8.2. Voltamperogramas ciclicos de los sistemas de Mn?* con (A)
L-Ay (B) LI-A. Velocidad de barrido 10 mV/s.

En el caso del compuesto TPA-L 3 se investigo el comportamiento
electroquimico con diferentes equivalentes de manganeso. En los tres
casos estudiados, con 1, 2 y 3 equivalentes de Mn?*, el comportamiento
detectado fue similar y equivalente al descrito antes para los otros
compuestos (figura 8.3).

A) 2.0 o B) 0.0

1(uA)
T(uA)

-6.0 | / -8.0

s0 | | -100

-10.0 - L - " " n 12,0 . P [ .
-0.5 -1 1 0.5 0 0.5 -1

0
Viv) vV

Figura 8.3. (A) Voltamperograma ciclico del sistema de Mn?" con TPA-
Ls. Velocidad de barrido 10 mV/s. (B) Voltametria de onda cuadrada.
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El caso del compuesto L-S, funcionalizado con el grupo 2-
hidroxifenilo, es particular ya que, como se aprecia en la figura 8.4, el par
A1/C1 es seguido por un segundo par a valores de potencial mas positivos.

Figura 8.4. (A) Voltamperograma ciclico del sistema de Mn?* con L-S.
Velocidad de barrido 10 mV/s. (B) Voltametria de onda cuadrada.

En todos los complejos estudiados, los potenciales formales para
el par Mn(111)/Mn(I1) estan dentro del intervalo éptimo para la actividad
SOD (tabla 8.2). Son, sin embargo, mayores que el potencial ideal para la
oxidacion y reduccién del superéxido (+360 mV vs. electrodo estandar de
hidrégeno), estando mas bien cerca del limite superior de +860 mV. Pero
esto podria ser una ventaja para los miméticos enzimaticos ya que, como
se ha descrito en la literatura, potenciales mayores pueden ser necesarios
para alcanzar mayor selectividad por el superéxido, evitando la oxidacién
del Mn?* por otras especies oxidantes presentes en el medio bioldgico,
como el dxido nitrico, peroxinitrito, peréxido de hidrogeno, hipoclorito u
oxigeno [324].
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8.2. Estudios cinéticos

En la tabla 8.2 se muestran los resultados obtenidos para la
actividad SOD de los complejos metalicos estudiados, evaluada mediante
el método indirecto de McCord-Fridovich [235, 236, 237], utilizando NBT
como indicador. También se muestran los datos del potencial formal
descritos en el apartado anterior. Para facilitar la comparacion y el analisis,
se incluyen los valores del Mn?* libre, de la enzima MnSOD nativa y de
algunos de los miméticos de la SOD que destacan en la literatura.

Tabla 8.2. Resultados de la actividad SOD de los complejos de Mn?*.

Compuesto ICs0 (UM)? Keat (106 M1sh)  E” (mV)®
L-A 0.4(1)° 8.2 +768
LI-A 0.4(1) 4.8 +760
LI-2Py 0.4(2) 6.5 +736
LI-4Py 0.3(2) 8.6 +843
L-S 0.3(1) 8.6 +752
TPA-Ls (Mn?*)  0.2(1) 16.3 +740
TPA-L3 (2Mn2)  0.20(4) 15.2 +760
TPA-Ls (3Mn?)  0.13(4) 22.4 +772
MnSO4 3.6(5) 0.80 +1500
MnSOD 100 +310
L-4Q° 0.30(1) 15.0 +680
M40403¢ 20.0 +740

@ Resultados obtenidos mediante el método McCord-Fridovich, a pH 7.4 y utilizando
NBT como indicador. ° El valor entre paréntesis representa el error de la dltima cifra
significativa. ¢ Valores obtenidos de la referencia [168]. ¢ Valores obtenidos de la
referencia [165]. ® En relacién a un electrodo estandar de hidrégeno.

Los datos obtenidos se utilizaron para refinar el valor de la ICso
gue mejor se adaptara al modelo propuesto, mediante un ajuste de minimos
cuadrados no lineal utilizando el programa supersod v.0.6 [239]. En la
figura 8.5 se muestra, como ejemplo, la representacién del porcentaje de
inhibicién del NBT frente a la concentacion de compuesto estudiado (el
complejo de L-A con Mn?, en este caso). Los dos marcadores, circulos y
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triangulos, representan dos conjuntos de datos diferentes, y la linea
continua el ajuste generado por el programa.

% NBT reduction inhibition

10,4 =0.3620.06 1M

20

[L)/nM

Figura 8.5. Porcentaje de inhibicion de NBT frente a la concentracién de
compuesto.

Segun los resultados de la tabla 8.2, no parece haber una diferencia
sustancial entre la actividad de los escorpiandos con la cadena corta y los
de cadena alargada. Tampoco la presencia de un atomo de oxigeno
coordinante, en el caso del L-S, parece modificar mucho la actividad (si
bien la estabilidad termodindmica del complejo ha aumentado, como se
discuti6 en el capitulo 6). Sin embargo, si se aprecia un aumento
significativo de la actividad en los complejos del ligando tripodal TPA-L.
La constante catalitica del complejo con un equivalente de Mn?* es el doble
que la de los otros compuestos estudiados. La entrada de un segundo cation
metalico no parece afectar la actividad SOD, pero al entrar el tercer metal
se vuelve a observar un aumento en el valor de la constante.

Una hipotesis para explicar la mayor actividad de los complejos
del compuesto TPA-L; se basa en el hecho de que a pH 7.4 el grupo
trifenilamino se encuentra protonado. Es posible pensar que este hecho
pueda facilitar la transferencia de protones al sustrato, ademas de generar
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atracciones electrostaticas con el radical superéxido, cargado
negativamente.

Respecto al potencial formal no parece que haya una correlacion
entre el mismo y la actividad de los complejos, si bien es dificil establecer
una comparacion ya que en todos los casos el potencial redox es similar.
Si es resefiable el hecho de que el compuesto LI-A que, segln los estudios
de voltamperometria ciclica era mas propenso a disociar el Mn?*', es
justamente el compuesto con menor actividad SOD.
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8.3. Actividad biologica

Se han realizado estudios preliminares con un modelo de
bacterias para determinar la actividad SOD de los complejos de Mn?*
de los ligandos sintetizados en sistemas vivos. Para ello, se han
utilizado dos cepas de E coli, una salvaje (AB1157) y una cepa con
deficiencia de la enzima SOD (PN134) cultivadas en un medio minimo
(M9CA). El ensayo consistio en seguir el crecimiento de la cepa SOD-
deficiente en ausencia (control) y presencia de diferentes
concentraciones de compuesto.

Como se ha comentado antes, el Mn?* libre tiene también
actividad SOD (kcat = 8.0 x 10° Mst). Para descartar en este
experimento que la actividad registrada sea producida por el Mn?* que
se haya podido disociar del complejo, se procedié también a evaluar el
efecto de diferentes concentraciones de Mn?* sobre el crecimiento de
las bacterias.

En la figura 8.6 se representa el crecimiento de las bacterias,
medido por turbidimetria siguiendo la absorbancia a 620 nm. El
crecimiento se muestra a diferentes horas, en tanto por uno en relacién
a la cepa salvaje (wt). A continuacién tenemos la cepa SOD-deficiente
(PN) sin tratar y la misma cepa PN tratada con diferentes
concentraciones (uM) de Mn?" y de los complejos [Mn(L-A)]**" y
[Mn(LI-A)]?". Como se puede observar, para todas las concentraciones
ensayadas los complejos metalicos ejercen un efecto protector sobre la
cepa SOD-deficiente. Este efecto que producen los complejos es mayor
que el ejercido por el metal libre para concentraciones menores a5 uM,
y persiste incluso en la concentracién mas baja ensayada, de 0.1uM.
Los perfiles de crecimiento de las cepas tratadas con los complejos
metalicos tienen forma de campana, con un maximo de proteccion a 5
uM y disminuyendo a concentraciones mas bajas (por el efecto de la
dilucion) y a concentraciones mas altas (probablemente debido a la
toxicidad de los compuestos).
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Figura 8.6. Ensayos de crecimiento de las cepas de E. coli tratadas con
Mn2*y con los complejos [Mn(L-A)]* (arriba) y [Mn(LI-A)]** (abajo).

Estos ensayos se repitieron con los complejos de manganeso de
LI-2Py y LI-4Py. Los resultados obtenidos (figura 8.7) son positivos y
analogos a los descritos antes. La diferencia estd en que, para estos
compuestos, el crecimiento de las cepas no disminuye al aumentar la
concentracién, probablemente debido a que estos compuestos son
menos toxicos que los funcionalizados con unidades aromaticas.

De los cuatro complejos ensayados, el que mayor actividad
protectora ha ejercido sobre las bacterias ha sido el del compuesto LI-
4Py. Interesantemente, este complejo es el que presentd mayor
actividad SOD en los estudios cinéticos (ver tabla 8.2).
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Figura 8.7. Ensayos de crecimiento de las cepas de E. coli tratadas con
Mn# y con los complejos [Mn(LI-2Py)]** (arriba) y [Mn(LI-4Py)]?*
(abajo).

También se realizaron estudios preliminares, a una sola
concentracién, sobre la actividad bioldgica de los complejos de
manganeso de L-S y TPA-L3 (figura 8.8). En el caso de L-S, el
crecimiento de la cepa SOD-deficiente tratada con una dosis 10 uM del
complejo de Mn?* no fue estadisticamente diferente que el crecimiento
de la cepa sin tratar (control), por lo que no se ha seguido adelante con
los ensayos. Los complejos de TPA-L3z con 1, 2 y 3 equivalentes de
Mn?*, a pesar de tener unas constantes cataliticas muy elevadas en los
experimentos cinéticos in vitro, no aumentaron el crecimiento de las
bacterias tratadas sino que, por el contrario lo inhibieron. Esto apunta
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a que este compuesto tiene una elevada toxicidad, por lo que tampoco
se ha seguido avanzando en su estudio como miméticos de la SOD.

A B
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% E 50
% 504 T 5 1
® I * 25
25- |
ol S N N — —
v T ¥ T wt PN  |Mnp?* 2Mn% 3Mn*
wt PN L-S TPAL,
10 uM

10 uM

Figura 8.8. Ensayos de crecimiento de las cepas de E. coli tratadas con los
complejos de Mn?* de L-S (A) y TPA-L3 (B).
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En colaboracién con el grupo de Parasitologia Molecular, del
Departamento de Parasitologia de la Universidad de Granada, dirigido por
el profesor Manuel Sanchez Moreno, se evalu6é la capacidad de los
compuestos sintetizados para actuar como efectivos agentes tripanocidas
frente a dos enfermedades olvidadas: el mal de Chagas (o tripanosomiasis
americana) y la leishmaniasis. La sinergia surgida de la colaboracion entre
nuestro grupo de Quimica Supramolecular en la Universidad de Valencia
y el grupo de Parasitologia Molecular en la Universidad de Granada ha
conducido a la obtencién de resultados prometedores en el marco de la
presente Tesis Doctoral, que han dado lugar a la publicacién de dos
articulos cientificos [260, 325] asi como una patente [326]. A continuacion
presentamos los principales resultados surgidos de esta colaboracion.

9.1. Actividad antiparasitaria

9.1.1. Actividad antichagasica

Actividad in vitro e in vivo

Se llevaron a cabo estudios in vitro para determinar la actividad de
seis de los compuestos sintetizados frente a las formas extracelulares
(epimastigota y tripomastigota) e intracelulares (amastigota) de T. cruzi,
de la manera descrita en el capitulo 4, “Material y métodos”. También se
probaron los compuestos frente a tripomastigotas sanguineos, ya que es
esta forma, junto con la amastigota, la responsable de la fase cronica de la
enfermedad. Los resultados obtenidos se presentan como valores de ICso
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en la tabla 9.1, incluyendo los de la droga de referencia benznidazol.
También se muestran los valores obtenidos para la toxicidad frente a
células Veroy los indices de selectividad (SI = [ICso, células Vero] / [ICso,
paréstito]). Los valores entre paréntesis representan el nimero de veces que
la SI del compuesto supera a la del benznidazol y su valor se utiliza para
evaluar el potencial in vitro de los compuestos frente a la droga de
referencia. Como se aprecia en los resultados todos los compuestos
estudiados mostraron actividad frente a las distintas formas del parasito v,
en la mayoria de los casos, esta actividad es mayor que la del benznidazol.
Ademas resultaron ser menos toxicos frente a células Vero. Sin embargo,
analizando los indices de selectividad resulta evidente que el compuesto
mas prometedor es LI-4Py y, por este motivo, los siguientes estudios se
centraron en este compuesto. Interesantemente, al repetir estos estudios
con los complejos de Mn?* de los mismos ligandos se observé un efecto
mucho menor. Esto puede atribuirse al efecto protector que ejercen los
complejos de Mn?* de estos ligandos frente a los radicales generados por
el metabolismo oxidativo.

Tabla 9.1. Actividad in vitro, toxicidad e indice de selectividad (SI) frente
a las formas extracelular e intracelular de Tripanosoma cruzi®.

ICs0 (LM)P ICs0 sid
(uM)
Compuesto  Epimastigota Amastigota ~ Células  Epimastigota Amastigota
Vero®
Benznidazol 16+1 23+5 13.6+0.9 0.8 0.6
L-A 16 +2 13+£2 214+ 15 13 (16) 16 (27)
L-P 3.2+£03 42+0.3 83+5 26 (33) 20 (33)
LI-A 18.0+£0.5 14+1 131+13 79 9 (15)
LI-2Q 16+1 8.4+0.7 88+6 6 (8) 10 (17)
LI-4Py 3.310.2 28105 98 +7 30 (38) 35 (58)
LI-P 29+2 25+3 84 +10 34 3(5)

2Los resultados son promedios de cuatro determinaciones diferentes.

PICso = concentracion necesaria para obtener un 50% de inhibicion, calculado por analisis de
regresion lineal de los valores obtenidos a las concentraciones de trabajo (1-100 puM).

°Frente a células Vero después de 72h de cultivo.

dindice de selectividad = ICs,(células Vero)/IC s, (forma intracelular o extracelular del parasito). En
paréntesis: nimero de veces que el SI del compuesto excede al de la droga de referencia.

Los estudios de la actividad in vivo se realizaron utilizando ratones
BALB/c infectados con T. cruzi, de la manera descrita en el capitulo 4. En
estos ensayos el compuesto LI-4Py mostré una gran actividad, con una
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reduccion de la parasitemia superior al 80% al terminar la fase aguda de la
infeccion. Debido a la excepcionalidad de este resultado, los ratones se
mantuvieron hasta 120 dias después de la infeccion (fase cronica) para
realizar un ensayo de inmunosupresion y verificar la reactivacion de la
parasitemia. En el caso de los ratones control la reactivacidn fue del 100%,
mientras que en ratones tratados con LI-4Py ésta fue s6lo del 50%.

Estudios de excrecion de metabolitos

Después de tratar los parasitos con el compuesto cabeza de serie,
LI-4Py, se analizo la excrecion de los metabolitos mediante espectroscopia
de RMN de protén. Los resultados indican una gran alteracion de los
catabolitos excretados a la dosis empleada. Se observd una fuerte
disminucion de succinato, lactato y alanina (28.4, 39.7 y 22.1%,
respectivamente). Es interesante resaltar que la reduccion en succinato
puede ser relacionada con una disfuncion de la mitocondria, debido al
estrés oxidativo producido por una hipotética inhibicion de la enzima
FeSOD, presente en las mitocondrias del parésito.

Alteraciones ultraestructurales

La actividad del compuesto LI-4Py deberia llevar asociada un
dafo en la morfologia de los parasitos. Para verificarlo se utilizo la técnica
de microscopia de transmision electronica (TEM) para estudiar las formas
epimastigota de T. cruzi tratadas con el compuesto (figura 9.1). Como era
de esperar se observaron importantes alteraciones morfoldgicas en
comparacion a las células control: desorganizacion de la membrana
plasmatica, enormes vacuolas dentro de las células, mitocondria inflamada
y expandida. El nucleo también aparecié inflamado, con vacuolas y menor
densidad electrénica. Se encontraron pocos ribosomas y discontinuidades
en los microtubulos a lo largo del citoplasma.
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Figura 9.1. Imagen TEM mostrando las alteraciones ultraestructurales en
epimastigotes de T. cruzi tratados con compuestos de tipo escorpiando. (A)
Parasitos control. (B), (C) y (D) tratados con otros compuestos de tipo
escorpiando. (D) Parésitos tratados con el compuesto LI-4Py a la
concentracion ICzs. N = nucleo, M = mitocondria, G = glicosomas, MT =
microtubulos, V = vacuolas, R = reservona, K = kinetoplasto y F = flagelo.
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9.1.2. Actividad leishmanicida

Actividad in vitro

De igual forma, se realizaron ensayos para evaluar la actividad in
vitro de seis de los compuestos sintetizados frente a tres especies de
leishmania: L. infantum, L. braziliensis y L. donovani, en las formas extra
e intracelular del parasito. Los ensayos intracelulares se llevaron a cabo
infectando células de macrofagos con promastigotes, los cuales se
transformaron en amastigotes al cabo de 1 dia. En la tabla 9.2 se muestran
los valores de ICso obtenidos después de 72 h de exposicion a los
compuestos. También se calcularon los valores para la toxicidad frente a
macrofagos J774.2 después de 72 h de cultivo. Los resultados para el
medicamento de referencia, glucantime, se incluyen para su comparacion.
Se encontré que la actividad leishmanicida contra las formas intracelulares
de los parasitos es mayor para los compuestos ensayados que para la droga
de referencia. Los compuestos que ofrecieron los mejores resultados
fueron LI-4Py y LI-2Q. Sin embargo, el compuesto LI-2Q resulté ser
bastante toxico frente a células de mamifero, por lo que no se considero
para los siguientes estudios. EI compuesto LI-4Py, por el contrario, resulto
ser 10 veces menos toxico que el glucantime, la droga de referencia, dando
lugar a indices de selectividad (SI = [ICso, células Vero] / [ICso, parastito])
de 36(78) en L. infantum, 137(100) L. braziliensis y 33(61) contra L.
donovani. El nimero en paréntesis refleja el namero de veces que el Sl del
compuesto excede al Sl de la droga de referencia. Cabe destacar aqui la
interesante concordancia entre estos estudios y los realizados sobre la
enfermedad de Chagas, ya que en ambos casos el compuesto LI-4Py
resulto ser el mas efectivo.
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Estudios de excrecidon de metabolitos

Los productos finales de excrecion de los promastigotes de las
especies L. infantum, L. braziliensis y L. donovani se identificaron
cualitativa y cuantitativamente mediante espectros de RMN de protéon. Los
espectros obtenidos se compararon con los de promastigotes control. La
variacién en la sefiales indica que la produccion de succinato, el catabolito
clave en el metabolismo de la glucosa, es fuertemente inhibida por LI-4Py
en el caso de L. donovani. En L. braziliensis y L. infantum no se observo
ninguna reduccion del pico de succinato, pero si se observaron variaciones
en la produccion de acetato. En general, los cambios observados en estos
y otros metabolitos indican una alteracion substancial del metabolismo de
la glucosa en las tres especies debida a la interaccién con el compuesto.

Alteraciones ultraestructurales

Estudios de la estructura de los promastigotes de las tres especies
de leishmania mediante la técnica TEM revelaron importantes alteraciones
morfoldgicas respecto a las células control. Lo primero que se observo fue
un gran porcentaje de muerte entre las células tratadas con LI-4Py, asi
como muchas otras caracteristicas anormales, incluyendo vacuolizacion,
desintegracion de citoplasma celular y ruptura de los parasitos. Muchos
parasitos mostraron una inflamacién importante de la mitocondria. Los
mayores cambios se observaron con la especie L. donovani, en
concordancia con los estudios de excrecion de metabolitos. En el caso de
esta especie, ademas de los cambios ya descritos, se observé menor
viabilidad de promastigotes, con sus contenidos citoplasmaticos mostrando
poca densidad electrénica. De hecho sélo se observaron los ribosomas y
glicosomas.
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9.2. Propiedades farmacocinéticas

Los compuestos estudiados como antiparasitarios se sometieron a
una evaluacion in silico de sus propiedades farmacocinéticas. Para
determinar si el compuesto es apto para ser administrado por via oral se
han analizado los descriptores de Lipinski. Esta regla empirica establece
que los compuestos con mayores probabilidades de ser oralmente
asimilables deben tener un coeficiente de reparto octanol/agua, clogP,
inferior a 5; un peso molecular inferior a 500 g-mol?; un nimero de
aceptores de enlaces de hidrégeno (AEH) inferior a 10 y un namero de
dadores de enlaces de hidrogeno (DEH) inferior a 5 [156]. Para la
evaluacion se eligieron las especies predominantes a pH 7.4. Los
descriptores cumplen los criterios exigidos en la mayoria de los casos,
salvo para los valores de clogP calculados para los compuestos L-P y LI-
A los cuales, debido a los grupo aromaticos policiclicos, son demasiado
hidrofdbicos.

Ademas de analizar los predictores de Lipinski, la estructura de los
compuestos se sometié a un andlisis in silico de sus propiedades de
administracion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad. Este
analisis se realiz6 mediante una aplicacion web que permite comparar la
estructura de los compuestos con una base de datos con méas de 200,000
entradas obtenidas de la literatura. De este analisis cabe destacar que los
valores predichos para la penetracion de la barrera hematoencefélica
(BBB) y la absorcion del intestino humano (HIA) son positivos en todos
los casos. La permeabilidad en células Caco-2 (hepitelio colorectal
humano) es negativo para todos los compuestos, pero el valor de la
probabilidad de la prediccion es moderado. Respecto a la prediccién de la
toxicidad, tanto el test de AMES (medida del potencial mutagénico) como
el efecto carcinogénico dan negativo para todos los compuestos.

Tanto los descriptores moleculares de Lipinski como las
propiedades farmacocinéticas predichas de los compuestos estudiados se
presentan en la tabla 9.3.
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9.3. Estudios tedricos sobre la inhibicion
de la FeSOD

Como ya se discutio en el capitulo 1, “Introduccion”, una de las
dianas terapéuticas de los agentes tripanocidas es la superéxido dismutasa
de hierro (FeSOD). Este es uno de los motivos por los que se investigd la
afinidad de estos compuestos quelantes por el hierro. Como ya se observo
en el capitulo 6, los complejos con Fe?* muestran una estabilidad resefiable.
Por lo tanto, cabria esperar que si los ligandos se aproximan lo suficiente
al centro activo de la FeSOD se establezca una competicion con los
residuos del centro activo para capturar al ion metalico. Este hecho podria
explicar la actividad antiparasitaria discutida en los apartados anteriores.

Para entender mejor los mecanismos de la interaccion entre los
compuestos estudiados y la enzima FeSOD se llevaron a cabo estudios
de dinamica molecular en los que se coloc6 el compuesto méas activo,
LI-4Py, en contacto con la proteina FeSOD de T. cruzi (PDB ref.
2GPC), siguiendo la metodologia discutida en el capitulo 4. Después
de una etapa de equilibrio a 300 K se realizd una dindmica molecular
de 10 ns. Para terminar se eligieron las cinco conformaciones de
minima energia de la trayectoria y se minimizaron, esta vez eliminando
todas las restricciones.

La FeSOD de T. cruzi es una proteina dimérica con seis
regiones helicoidales y tres de tipo hoja beta antiparalelas [153]. El
sustrato se acerca al centro activo a través de un tinel de acceso en el
qgue los residuos H31 e Y35 sirven como “puerta de entrada”,
restringiendo el acceso de pequefias moléculas al centro activo. El
cation metalico estd coordinado por los residuos H27, H75, D160,
H164 y una molécula de agua (o anidn hidréxido, dependiendo del pH)
con una geometria de bipiramide trigonal (figura 9.2). Una red de
enlaces de hidrogeno desde la puerta de acceso hasta la molécula de
agua unida al metal facilita el intercambio de protones entre el centro
activo y el exterior de la proteina [327].
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Figura 9.2. Centro activo de la FeSOD de T. Cruzi (PDB ref. 2GPC) [153].

Los estudios de dinamica molecular con el compuesto LI-4Py
mostraron que se producen cambios importantes en el entorno del
centro activo. EI compuesto desplaz6 los aminoacidos que conforman
la puerta de acceso, H31 e Y35, y establece puentes de hidrégeno con
estos residuos. EI macrociclo del ligando se orienta hacia el exterior,
mientras que la cadena lateral, con el residuo de 4-piridina, se extiende
apuntando al centro metalico. Si bien no se observo una interaccion
directa con el metal, si se producen grandes cambios en la red de
enlaces de hidrogeno alrededor del centro activo, a la vez que se
desplaza la hélice 1 (ver figura 9.3A). Esta manera de interaccionar no
sélo distorsiona la conformacion de la proteina, sino que ademas
cambia el potencial electroquimico del metal y provoca una oclusién
del tanel de acceso al centro activo, impidiendo que el sustrato se
acerque al mismo (figura 9.3B).
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Figura 9.3. (A) Red de enlaces de hidrogeno entre el ligando LI-4Py y la
FeSOD de T. Cruzi. (B) Superficie accesible al disolvente mostrando la
oclusion del tunel de acceso al centro activo de la enzima debido a la
interaccion con LI-4Py (naranja).
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10.1. Sintesis

En el apartado de sintesis se han logrado sintetizar y caracterizar
con éxito once nuevos ligandos poliaminicos. De éstos, cuatro son
derivados de la poliamina L, sintetizados mediante la funcionalizacion de
la cadena lateral con grupos aromaticos. Los nuevos ligandos de esta
familia son L-A, L-P y L-S. Ademas, en colaboracion con la Universidad
de Urbino, se ha sintetizado el compuesto L-O. Se ha ampliado también la
familia de los derivados del compuesto alargado LI con seis nuevos
ligandos: LI-A, LI-P, LI-2Py, LI-4Py, LI-2Q y LI-Acr. Finalmente, y
continuando con la estrategia desarrollada en nuestro grupo para preparar
ligandos politdpicos, se ha sintetizado la poliamina TPA-L .

Respecto a las estrategias de sintesis, se ha contribuido a
desarrollar una nueva ruta sintética alternativa a la reaccion de base de
Schiff para la funcionalizacion del precursor LI. Esta estrategia esta basada
en la reaccion de una amina primaria con el haluro de arilo
correspondiente.
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10.2. Comportamiento acido-base y
formacion de complejos metéalicos

10.2.1. Propiedades acido-base

Se han podido determinar las constantes de protonacion de todos
los ligandos sintetizados. Esto se ha conseguido, principalmente, mediante
medidas potenciométricas, pero también a través de datos
espectroscopicos. La especiacion en disolucion acuosa se ha completado
con la construccidn de los correspondientes diagramas de distribucion para
cada uno de los compuestos. Cabe resaltar el esfuerzo realizado para
determinar las constantes de protonacion de compuestos relativamente
insolubles en agua, como el L-Pir, asi como el del compuesto TPA-L 3,
con diez constantes de protonacion.

Se han obtenido constantes de basicidad altas para las aminas
secundarias. En ningun caso se pudo detectar la protonacién de la amina
terciaria ni de la piridina del macrociclo. Si fue posible calular la constantes
de protonacidén de la piridina de la cadena lateral, pero Gnicamente en el
caso en el que la sustitucion era en la posicion 2. También se detecto la
protonacion de los sustituyentes 2-quinolina, 9-acridina y trifenilamina.

Ademas, haciendo uso de técnicas espectroscdpicas y de RMN se
han podido proponer algunas de las secuencias de protonacion de los
compuestos sintetizados.
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10.2.2. Formacion de complejos metalicos

Se han realizado estudios de especiacion de la mayoria de los
ligandos sintetizados con Cu?* y Mn?*. Los resultados demuestran que los
ligandos son capaces de formar complejos muy estables con Cu?*, con
constantes de afinidad del orden de 18 a 23 unidades logaritmicas, lo cual
es de gran interés de cara a las posibles aplicaciones biomédicas de los
complejos de cobre. También los complejos de Mn?* demostraron ser
relativamente estables, con constantes que, en la mayoria de casos, se
encuentran en el intervalo de 8 a 10 unidades logaritmicas. Cabe aqui
destacar el progreso logrado en el &mbito de la estabilidad de los complejos
de manganeso mediante la estrategia de introducir &tomos coordinantes
diferentes al nitrégeno, como es el caso del compuesto L-S, con el cual es
capaz de formar un complejo de Mn?* con una constante de estabilidad casi
tres ordenes de magnitud superior a la de los otros compuestos.

También se han determinado las constantes de asociacién con Zn?*
para cuatro de los compuestos sintetizados, los cuales dan lugar a
complejos muy estables, con constantes del orden de 16 a 18 unidades
logaritmicas.

Finalmente, se han realizado los estudios de especiacion con Fe?*
con los dos ligandos que mostraron una mayor actividad antiparastaria, LI-
2Py y LI-4Py. En ambos casos se formaron complejos muy estables,
estando el hierro cuantitativamente complejado a valores de pH superiores
a 6. La mayor constante de asociacion del complejo [FeL]?* se observo,
como cabria esperar, para el ligando potencialmente heptacoordinante, LI-
2Py, con un valor de logK = 14.99. Si bien el otro ligando tiene una
constante de asociacion con hierro solo un orden de magnitud menor.

De manera general, los ligandos alargados tienen constantes de
asociacion mayores que los de cadena corta, lo que indica la participacion
del segundo nitrégeno de la cadena lateral en la coordinacion del metal.
Una excepcién a esta regla es el compuesto L-S el cual, gracias a la
presencia del oxigeno del fenolato, da lugar a complejos més estables que
el resto de ligandos estudiados, incluso mas que los potencialmente
heptacoordinantes.
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En el caso de los compuesto politdpicos, se observé la formacion
de complejos con nuclearidad mayor a uno. Concretamente, los estudios
de la interaccion de L-O con Zn?* revelaron la formacion de especies de
estequiometrias 1:1y 3:2.

El compuesto TPA-Ls forma complejos estables con Mn?* de
estequiometria 1:1, 2:1 y 3:1. A relaciones molares bajas coexisten en
disolucion especies de todas las estequiometrias, pero al aumentar la
concentracion del metal prevalecen las especies de estequiometria 3:1.

Los cambios conformacionales asociados a los procesos de
protonacién y de complejacion de cationes metalicos han sido estudiados
y caracterizados mediante técnicas de RMN y espectroscopia UV-Vis. Se
ha podido observar que los compuestos transitan entre una conformacién
cerrada, con la cadena lateral préxima al macrociclo, y una conformacion
abierta, en la que la cadena lateral se aleja del mismo. Las fuerzas que dan
lugar a este movimiento molecular son, en el caso del ligando libre, los
puentes de hidrogeno que se establecen entre los grupos amonio del
macrociclo y el/los grupo/s amino de la cadena lateral, asi como las
interacciones por apilamiento n—n entre el sustituyente aromatico y la
piridina del macrociclo. En el caso de los complejos metélicos, la
necesidad de cubrir la esfera de coordinacion del metal desplaza el
equilibrio hacia la conformacion cerrada.
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10.3. Interaccién con aniones de interés
biologico

10.3.1. Interaccién con mononucleodtidos

Se determinaron las constantes de estabilidad de cuatro de los
receptores sintetizados, L-A, LI-A, LI-2Py y LI-4Py con ATP, ADP,
AMP, GTP y UTP. Se demostrd que estos compuestos de tipo escorpiando
son capaces de formar complejos estables de estequiometria 1:1 en agua.
Esta interacciones sustrato-receptor estdn basadas en dos tipos de
interacciones no covalentes, apilamiento n—m y enlaces de hidrégeno. La
extension e influencia de cada una depende del grupo aromatico en la
cadena lateral. Los receptores funcionalizados con antraceno, L-A 'y LI-A,
mostraron una mayor selectividad por el GTP, lo que permite la
discriminacidon de esta nucleobase frente al ATP y UTP, sustentado en la
mayor capacidad de la guanina para formar complejos n—m con el
antraceno. Ademas, estos receptores reflejan una fuerte disminucion de la
fluorescencia en la presencia de GTP a lo largo de todo el intervalo de pH,
mientras que la intensidad de la fluorescencia aumenta significativamente
en presencia de ATP entre pH 4.0 y 8.0. Esta diferencia importante en el
comportamiento fotoluminiscente de los receptores L-A y LI-A los
convierte en sensores eficientes para distinguir selectivamente GTP de
ATP.

Por otro lado, los compuestos basados en piridina, LI-2Py y LI-
4Py, mostraron una mayor afinidad por el ATP frente a los otros
nucledtidos. La interaccion con ATP de LI-2Py esta reforzada por dos
enlaces de hidrégeno entre la piridina de la cadena lateral y la base de
adenina.
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10.3.2. Interaccién con acidos nucleicos monohebra

La interaccion del compuesto L-A frente a los &cidos nucleicos de
cadena sencilla poli-A, poli-G, poli-C y poli-U, se estudié mediante
técnicas espectroscopicas. Los datos obtenidos revelan una preferencia del
receptor por los &cidos nucleicos compuestos por basas puricas,
principalmente poli-G, frente a los polimeros de bases pirimidinicas, poli-
C y poli-U. Este hecho esta en buena concordancia con las conclusiones
antes expuestas respecto a la interaccion de este receptor con los
mononucledtidos, en los que habia una preferencia en la interaccién con
los mononucleétidos de bases puricas (GTP > ATP >> UTP) debido a las
interacciones de apilamiento .

Estudios de emision de fluorescencia, ademéas de reforzar esta
conclusion, apuntan hacia un mecanismo diferente en la interaccion del
compuesto con poli-A y poli-G. Los resultados preliminares parecen
indicar que la interaccion con este Ultimo podria involucrar la formacion
de estructuras de tipo G-quadruplex.

10.3.3. Interacciéon con acidos nucleicos de doble hebra

Se realizaron estudios sobre la interaccion del compuesto L-A con
cuatro polinucledidos de cadena doble: poli-A—poli-U, poli-(dAT)2, poli-
(dGC)., y ctDNA. Los estudios espectroscdpicos llevados a cabo apuntan
a un tipo de interaccion mediante la intercalacion del cromdforo de
antraceno entre los pares de bases, exceptuando el caso del poli-(dAT): el
cual, debido a su estructura secundaria, parece favorecer la interaccion a
través del surco. Las constantes de afinidad calculadas fueron similares
para todos los polinucleétidos estudiados (del orden de 10° M™). Los
cambios observados en la fluorescencia de L-A al interaccionar con los
diferentes polinucleotidos de doble hebra fueron diferentes en cada caso.
Este Ilamativo comportamiento abre la posibilidad de utilizar el compuesto
L-A como un sensor fluorescente. Especialmente interesante resulta el
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hecho de que la banda de emision del ligando a 432 nm aumenta
sensiblemente (> 40%) su intensidad (estado ON) al interactuar con poli-
(dAT)2. Mientras que la misma banda de emision se desactiva (estado
OFF), con una reduccion del 90% de la intensidad de emision, cuando el
ligando se une al poli-(dGC).. Estos dos comportamientos tan diferentes
abren la posibilidad de utilizar este ligando como una sonda fluorescente
selectiva para secuencias de ADN.

10.3.4. Efecto alostérico

Los estudios sobre la interaccién con &cidos nucleicos de los
ligandos L-A, LI-A 'y LI-Pir en presencia de cationes metalicos muestran
gue es posible alterar el modo de interaccién de los compuestos de tipo
escorpiando a través de los cambios conformacionales inducidos por la
presencia del metal.

Las medidas de temperatura de desnaturalizacion a diferentes
valores de pH también dieron como resultado una mayor estabilizacion de
las secuencias de ADN y ARN a valores de pH bajos, cuando el compuesto
L-A se encuentra en la conformacion abierta. Este hecho parece apuntar a
gue el cambio conformacional inducido por el gradiente de proton pueda
tener una influencia en la intensidad o el modo de la interaccion, si bien el
efecto también podria ser explicado en base al mayor nimero de cargas
positivas en el compuesto.

Se acumul6 un gran nimero de evidencias experimentales sobre la
alteracion del modo de interaccion a través de distintas técnicas. Todo
parece indicar que los compuestos de tipo escorpiando con unidades
aromaticas policiclicas intercalan eficientemente en la doble hebra del
ADN, pero que este proceso de intercalacion se ve impedido o dificultado
cuando el compuesto adquiere la conformacién cerrada, debido
probablemente al impedimento estérico al que se ve sujeta la unidad
intercalante en la conformacion cerrada.
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Especialmente interesante resulta el hecho de que esta modulacion
de la interaccién se traslade a la actividad citotdxica de los compuestos, la
cual pasa de ser muy elevada, con valores de ICsp en torno a 5 uM para el
ligando libre, a ser baja, con ICso alrededor de 100 uM para el complejo
metalico. Y, mas aun, se comprobo6 que los efectos citotdxicos que estos
compuestos intercalantes tienen sobre un cultivo celular se pueden detener
al afadir Zn?* al medio de cultivo.

La técnica de microscopia de fluorescencia ha permitido observar
la co-localizacion de los ligandos con unidades aromaticas dentro de las
celulas. Los estudios preliminares indican que los compuestos penetran la
membrana celular a través de un mecanismo de transporte activo distinto
del PTS. Una vez dentro de las células, los compuestos causan la muerte
por apoptosis, posiblemente debido al dafio inducido en el ADN y a la
polimerizacién de la tubulina. Estudios preliminares con ratones
inmunodeprimidos, a los que se les ha inducido un tumor, indican que el
tratamiento de los animales con dosis no letales de LI-P permite reducir el
tamafio de los tumores.
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10.4. Actividad como miméticos de la
superoxido dismutasa

Se caracteriz6 el comportamiento electroquimico de los complejos
de Mn?* de seis de los ligandos sintetizados, pudiéndose deducir las
reacciones que tienen lugar en disolucion acuosa durante el proceso de
oxidacion y reducion del par Mn*/Mn*. Los potenciales formales
detectados estan, en todos los casos, dentro del intervalo adecuado para los
mimeticos de la SOD.

Los resultados de las medidas cinéticas, llevadas a cabo a través
del método indirecto del NBT, son positivos en todos los casos, dando
lugar a constantes cataliticas entre 5 x 10° M1sty 22 x 10° M-!s, Estos
valores son mayores que los del Mn?* libre, lo que indica que la
complejacion del metal por el ligando es fundamental para explicar la
elevada actividad. Los datos parecen indicar que no hay grandes
diferencias entre la actividad de los escorpiandos de cadena corta y los de
cadena alargada. Tampoco la presencia de un &tomo de oxigeno
coordinante, en la caso del L-S, parece modificar substancialmente la
actividad.

Particularmente interesante es el resultado obtenido para la
actividad SOD del compuesto TPA-L 3 con tres equivalentes de Mn?*, del
cual se han obtenido uno de los mejores resultados publicados hasta la
fecha para miméticos de la SOD. Atribuimos este buen resultado, a la
presencia de una carga positiva en la unidad de trifenilamina.

Estudios con cepas de E. coli deficientes de SOD demostraron que
los complejos de manganeso de los compuestos L-A, LI-A, LI-2Py y LlI-
4Py ejercen una accién protectora, potenciando el crecimiento de las
bacterias en mayor medida que el Mn?* libre. EI complejo de manganeso
de L-S no demostrd ser activo a una dosis de 10 uM en este experimento
in vitro, mientras que los complejos de TPA-L 3 inhibieron el crecimiento
de las bacterias.
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10.5. Actividad antiparasitaria

La capacidad de los compuestos sintetizados para actuar como
agentes tripanocidas frente a la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis
fue evaluada por el grupo de Parasitologia Molecular, del Departamento
de Parasitologia de la Universidad de Granada, dirigido por el profesor
Manuel Sanchez Moreno. Todos los compuestos estudiados (un total de
seis) fueron activos frente a las distintas formas de los parasitos y, en la
mayoria de los casos, esta actividad fue mayor que la de las drogas de
referencia. EI compuesto mas prometedor, tanto en la enfermedad de
Chagas como en la leishmaniasis fue el LI-4Py. Estudios preliminares
parecen indicar que el mecanismo de accion de estos compuestos es a
través de la inhibicion de la enzima FeSOD del parasito. Este aspecto ha
sido respaldado mediante estudios de modelizacién molecular.

Para todos los compuestos estudiados se han analizado los
descriptores de Lipinski, los cuales permiten evaluar si el compuesto sera
apto para ser administrado por via oral. Todos los compuestos analizados
cumplieron con los requisitos, con la excepcion de L-P y LI-A los cuales
fallan en unos de los parametros analizados debido a su mayor
hidrofobicidad. Las predicciones sobre las propiedades farmacocinéticas
(administracién, metabolismo y excrecion) de los compuestos también son
positivas.
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Anexo 2.- Espectros de RMN H
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Anexo 3.- Datos cristalograficos de
[Cu(L-A)](ClO4)2

Refinamiento de la estructura

Férmula empirica

Mw

Tamafio del cristal, mm
Sistema cristalino

Grupo espacial

a, A

b, A

c, A

vV, A3
Z

dcalcd, glcm3

u, mm?

Reflecciones recolectadas
Reflecciones Unicas

Parametros
Restricciones
R1 (F>>26(F?))

C28H33C|2CUN508
702.04

0.21 x 0.12 x 0.07
orthorhombic
Pca2;

31.246(9)
10.807(2)
35.036(7)
11831(4)

4

1575

0.979

39044

19870

1531

236

0.1197

WR2 (todas refls)
GOF (todas refls)

0.2260
0.767

Distancias y angulos de enlace seleccionados

Distancias de enlace (A)

Angulos de enlace (grados)

Cu()-N(1) 1.90(3) N(1) —Cu(1) -N(2) 83.6(10)
Cu(1)-N(2) 2.06(2) N(L) —Cu(1) -N(4) 83.1(13)
Cu(1)-N(3) 2.12(2) N(L) —Cu(1) -N(5) 142.3(10)
Cu(1)-N(4) 2.01(3) N(2) —Cu(1) -N(3) 85.0(7)
Cu(1)-N(5) 2.07(2) N(2) —Cu(1) -N(5) 100.8(8)

N(3) —Cu(1) -N(4) 86.8(11)

N(3) —Cu(1) -N(5) 84.4(8)
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