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RESUMEN

Una tendencia actual de la Quimica Supramolecular es desarrollar sensores
moleculares artificiales con alta afinidad y selectividad en agua. Durante la dltima
década se han reportado un gran nimero de receptores para aniones y nucledtidos
basados en grupos donadores de enlaces de hidrégeno que tienen éxito en medios no
acuosos (DMSO, MeCN, CHCI3),* pero pierden su eficacia por completo en agua, lo
cual limita seriamente sus aplicaciones como sensores quimicos. En este contexto, los
derivados de sales de quinolinio han sido estudiados en deteccion y reconocimiento
molecular de aniones por sus relevantes propiedades fotofisicas. En este tenor, el
presente trabajo describe la sintesis de una nueva serie de moléculas organicas que
presentan cierta solubilidad en H,O. Los compuestos BQ3RTf y BQ3BzTf estan
basados en el fragmento piridin-2,6-dicarboxiamida, mientras que MQ3RTf esta basado
en el fragmento benzamida La estructura cristalina de los receptores BQ3RTf y
BQ3BzTf demuestran que la cavidad es un sitio de asociacion ya que se observa que
los grupos amida interaccionan por enlaces de hidrégeno con los iones triflato, por lo
gue se espera que los perfiles de Stern-Volmer con aniones tetraédricos (grupos fosfato
en los nucle6tidos) muestren un comportamiento parabdlico que es tipico de una
asociacion. Las estructura cristalina de BQ3RBr y BQ3BzCITf muestran que el
halogenuro no se aloja en la cavidad de los receptores, en contraste se espera que el
perfil de Stern-Volmer de cada uno de los receptores en presencia de Br y CI” presente
un comportamiento lineal que es tipico para procesos donde no hay una asociacion.
Las constantes de Stern-Volmer (Kg, = 2 - 131) muestran que los receptores pueden
detectar concentraciones milimolares de nucleétidos y aniones con una tendencia ATP
> GTP > ADP > CTP > AMP > CI" > PPi. El receptor dicatiénico BQ3RTf se asocia con
aniones mucho mas fuerte que su analogo monocatiénico MQ3RTf. El receptor BQ3RTf
muestra selectividad para ATP (Kass = 1759£70 M1 Ksv = 105). Las titulaciones por H
RMN y *'P RMN de BQ3RTf confirman que los grupos amida interacttian con el grupo
fosfato terminal del ATP y adicionalmente se corrobora que los grupos quinolinio son

sitios que interactlan con la base purica del ATP a través de apilamiento m.




INTRODUCCION

En 1987, Donald Cram, Jean-Marie Lehn y Charles Pedersen fueron galardonados con
el premio Nobel de Quimica “por el desarrollo y uso de moléculas que presentan
interacciones de estructura especifica de alta selectividad”. Fue el reconocimiento de la
comunidad cientifica a un nuevo campo emergente dentro de la Quimica: la Quimica
Supramolecular. Lehn define esta ciencia como, “La Quimica mas alla de la molécula
gue estudia las entidades organizadas de alta compl ejidad que resultan de la
asociacion de dos o mas moléculas mediante enlaces intermoleculares no

covalentes ".?

La Quimica Supramolecular comprende el reconocimiento molecular o complejacién
selectiva entre entidades supramoleculares, proceso que resulta fundamental en los
mecanismos operativos presentes en los seres vivos. Se puede decir que el
reconocimiento es una unién con un propdésito, como un receptor es un ligando con un
propésito. Ello implica un proceso de reconocimiento con una pauta a través de un
conjunto de interacciones moleculares estructuralmente muy bien definidas. Una de las
metas u objetivos de muchos investigadores que se dedican a la Quimica
Supramolecular es imitar los procesos bioldgicos y entender cada una de las etapas
que ocurren en determinado proceso. Asi surge el concepto “Huésped-Anfitrion™ o
Quimica “Host-Guest” que esta basado en una evolucion del modelo “Llave-Cerradura”

formulado por Fischer hace mas de cien afios.*

El presente trabajo de sintesis y reconocimiento molecular esta enfocado a los estudios
de asociacién en medio acuoso y pH técnicamente fisiolégico entre nucle6tidos
(especies anidnicas que tienen una participacion fundamental en un amplio nimero de
procesos biolégicos) y receptores dicatidnicos que tienen en su estructura un fragmento
comunmente utilizado denominado piridin-2,6-dicarboxiamida. La informacién se ha
dividido en diferentes capitulos entre los que se encuentran antecedentes, marco
tedrico, desarrollo experimental, resultados y discusidn, conclusién y anexos; con el

proposito de cubrir los lineamientos que el método cientifico amerita.




El apartado de antecedentes recopila y describe brevemente aquellos receptores mas
sobresalientes en el reconocimiento molecular de nucleétidos, haciendo énfasis en dos
hechos, primero que dichos receptores realizan el reconocimiento molecular en medios
proticos (MeOH, H,O) lo cual es poco comun y en segundo lugar, logran detectar

nucleotidos en rangos de pH cercanos al fisiolégico.

El capitulo destinado al marco teorico, contiene la informacion que representa el
fundamento quimico bajo el cual se realizd6 la experimentacion. Comprende
generalidades que van desde las principales interacciones no covalentes hasta el

proceso de reconocimiento molecular.

La descripcion detallada de los diferentes procedimientos utilizados en cada proceso
quimico se encuentra escrita en el desarrollo experimental. Se hace alusién a
temperaturas, concentraciones, métodos y técnicas que se emplearon a lo largo del
trabajo en el laboratorio. De igual manera, se incluyen aspectos sobre la caracterizacion
de cada receptor sintetizado, es decir, los datos espectroscopicos y cristalograficos de

cada uno, asi mismo sus caracteristicas fisicas y rendimiento.

De los estudios de reconocimiento molecular podemos citar el uso de equipo
instrumental como la Espectroscopia de Fluorescencia de Emisién que juega un papel
importante en esta investigacién, gracias al fendbmeno espectroscopico de emisién de
fluorescencia es posible la determinacion de Kass ¥ Ksy, @ partir de perfiles de Stern-
Volmer que se obtienen de titulaciones fluorimétricas que proporcionan informacion
acerca del proceso de extincion de la fluorescencia de los receptores sintetizados. Otro
tipo de Métodos Espectroscopicos que complementan el estudio de reconocimiento
molecular entre nucle6tidos-receptores radica en el uso de la Espectrofotometria de

UV-Visible y la Espectroscopia de RMN.

Una titulacién espectroscépica de RMN *H y *'P nos permite averiguar que atomos de
la molécula huésped (Nucleétido) se encuentran interaccionando con el receptor, el
desplazamiento a campos altos o bajos de ciertas sefiales correspondientes al huésped
indican una interaccidon supramolecular, es decir que ciertos atomos del huésped

interaccionan directamente con el receptor para formar un complejo Receptor-Huésped.




La espectroscopia de UV-Visible ofrece un método confiable para determinar
constantes de asociacion (Kass) por lo tanto el uso de esta técnica resulta ser Gtil para
corroborar que efectivamente se lleva a cabo una asociacidon entre los receptores y

sustratos de estudio.

Adicionalmente se hace uso de Métodos Potenciométricos que ayudaron a determinar
pKa en los receptores dicationicos, los valores de pKa ofrecen informacién util que
ayuda a saber si a pH=6.5 (pH de trabajo) los grupo amida de BQ3RTf y BQ3BzTf se
encuentran protonados, monoprotonados o totalmente desprotonados al momento de
realizar las titulaciones fluorescentes, espectrofotométricas de UV-Visible vy
espectrométricas de RMN con los huéspedes de estudio, esto debido a que los atomos
de hidrégeno de los grupos amida son el sitio de asociacion, si no existen estos sitios

de asociacion, no puede haber reconocimiento molecular entre el receptor y el huésped.

La Difraccion de Rayos X de Monocristal juega un rol interesante e igual de importante
comparandolo con la Espectroscopia de Fluorescencia de Emision, gracias a las
estructuras cristalinas de los sistemas Huésped-Anfitrion se pueden analizar todas
aguellas interacciones intermoleculares entre ambas moléculas, esto ofrece un
complemento integral y conciso del modo de unidn (reconocimiento molecular) receptor-
sustrato en el estado sélido en contra parte con los estudios en solucion llevados a

cabo en las titulaciones fluorimétricas.

Los obstaculos que se fueron encontrando, las decisiones tomadas para solucionarlos y
las resoluciones inferidas, asi como la justificacion de los resultados obtenidos durante
la elaboracion del proyecto se presentan en el apartado llamado resultados y discusion,
donde se formula una conclusién postuma al apartado basada en los resultados en

estado solido y en solucion.

Finalmente, en los anexos se incluyen los datos cristalograficos y espectros de *H RMN,

13C RMN, IR, y EM de cada uno de los productos sintetizados.




CAPITULO 1
MARCO TEORICO

La Quimica Supramolecular es un campo interdisciplinario de la Quimica que se
encarga del estudio de todas aquellas interacciones intermoleculares y su efecto en la
asociacion de moléculas, reconocimiento molecular y ensambles moleculares. Las
supramoléculas son entidades quimicas formadas por dos o mas moléculas, que se
mantienen unidas por interacciones no covalentes como por ejemplo enlaces de
hidrégeno o apilamiento 1. Uno de los temas centrales de esta disciplina es el estudio
de los sistemas Anfitrion-Huésped, el estudio de estos sistemas se centra en la forma
en que estos se asocian y las interacciones que intervienen en el proceso de unién. Los
sistemas Anfitribn-Huésped se engloban en un proceso llamado reconocimiento

molecular. Es por ello que este capitulo fue dividido en dos secciones.

La seccién A describe interacciones no covalentes que intervienen en los sistemas
Anfitrion-Huésped como lo son enlaces de hidrégeno, apilamiento 1, formacién de
pares ionicos, efectos hidrofobicos, fuerzas de van der Waals, etc. cabe resaltar que el
entendimiento de la naturaleza de los enlaces de hidrégeno ha permitido disefar
receptores para una amplia gama de moléculas de importancia bioldgica, por lo que el
enlace de hidrégeno es considerado como la interaccién intermolecular mas importante
de la Quimica Supramolecular. La seccién B se refiere a los aspectos mas relevantes
del reconocimiento molecular, adicionalmente dentro de la seccién B existe un apartado
dedicado a los diferentes mecanismos de respuesta que pueden observarse en el
disefio de quimiosensores luminiscentes para aniones, una justificacion de este
apartado radica en el extenso arsenal de receptores artificiales para detectar aniones a
través de alguno de los cuatro mecanismos basicos en estos sistemas, uno de estos
mecanismos de respuesta, el mas popular, reside en la interaccién directa entre el
“anion (huésped)” y el “receptor (anfitrion)” que generalmente posee grupos
fluorogénicos capaces de transducir una sefial 6ptica que es monitoreada por métodos

convencionales de analisis.
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SECCION A. NATURALEZA DE LAS INTERACCIONES NO
COVALENTES

1 Interacciones No Covalentes.

Las especies supramoleculares se mantienen unidas mediante una gran variedad de
interacciones no covalentes. En términos generales estas son de menor fuerza
comparandolas con un enlace covalente alcanzando valores de enlace entre 2-300KJ
mol™, mientras los enlaces covalentes se encuentran entre 150-450KJmol™. Este grupo
de interacciones no covalentes o también mencionadas en algunas ocasiones como
interacciones supramoleculares fueron reconocidas por primera vez por van der Waals
en el siglo XIX. En la Tabla 1.1 se muestran las principales interacciones y fuerzas de

enlace que presentan.

. . . 5
Tabla 1.1 Resumen de interacciones no covalentes con respectivas fuerzas de enlace.

Interaccion Fuerza (KJ mol ™)
[6n-I6n 200-300
I6n -Dipolo 50-200
Dipolo -Dipolo 5-50
Enlace de Hidrégeno 4-120
Cation -m 5-80
Apilamiento Tr-1T 0-50
van d er Waals <5
Relacionada con la
Efecto Hidrofébico energia de interaccion
del solvente.

1.1 Interacciones Electrostéticas (Pares I6nicos).

Las interacciones electrostaticas estan fundamentadas en la ley de Coulomb y abarcan
las interacciones iGn-idn, ién-dipolo y dipolo-dipolo. La atraccién entre cargas de signo
opuesto puede considerarse como el mayor componente de las fuerzas
intermoleculares. Se considera que la interaccion entre dos especies es calculada como
la suma de las interacciones entre los pares de cargas puntuales, lo cual viene

planteado en la ecuacidon que se presenta a continuacion.

V:i%qiqj ............................................. [1]

i=1 j=1 477€orij
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Donde Na y Ng son las cargas puntuales de las moléculas (A 'y B), giy g; son las cargas
de los atomos de cada molécula, €, es la constante de permitividad eléctrica en el vacio

y rjes la distancia entre las moléculas (Ay B).°

Las interacciones electrostaticas son consideradas de gran importancia a nivel
bioldgico, estas son fuertemente dependientes de la distancia, en el caso de
interacciones por par i6nico depende del inverso de esta (1/r) y no muestran
dependencia de la direccionalidad, es decir, éstas pueden ocurrir independientemente
de la orientacion de las especies participantes. Una descripcion clasica de par iénico
proviene de las ecuaciones de Bjerrum y Fouss las cuales consideran la distancia entre
los 4tomos, la constante dieléctrica y las cargas permanentes del anién y el cation.®” En
Quimica Supramolecular existen muchos sistemas que forman complejos estables

mediante estas interacciones.

1.2 Apilamiento .

El apilamiento -1 es una interaccion débil que ocurre entre anillos arométicos. Estas
son de gran importancia en diferentes niveles y ejemplo de ello son las observadas en
diferentes procesos biolégicos como el plegamiento de proteinas y la estructura
tridimensional del ADN. Se considera que existen dos tipos de orientaciones o
conformaciones que generan un apilamiento favorable entre anillos arométicos: un tipo
de apilamiento se denomina cara-cara (Esquema 1.1), y un segundo tipo es conocido

como cara-borde.

N

-----T

71N 7 1N

Esquema 1.1 Apilamientos presentes en el dimero del benceno. a) Cara-Cara y b) Cara-Borde.”

~
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Estas interacciones son débiles, por ejemplo la interaccién de un par de moléculas de

benceno ha sido calculada en 2.2 KJ/mol.°

Los sistemas heteroaromaticos (O, N y S incorporados en la estructura) son mas
propensos a presentar estas interacciones, debido a que se observa un incremento en
la deslocalizacion de electrones en el sistema y se favorecen las conformaciones
desplazadas; de igual forma las cargas netas presentes en estos sistemas influyen en

su geometria y energia.®”®

En un sistema n-nt la densidad de carga negativa de la nube de electrones n puede
provocar repulsion entre anillos en el acomodo cara-cara, sin embargo, cuando las
unidades aromaticas estan desplazadas de tal forma que las cargas positivas de estas
gueden en posicidn correcta, se puede ejercer una fuerza atractiva con el sistema n.
(Ver Esquema 1.1-a) La literatura ofrece numerosos ejemplos de receptores que

interactian con nucleétidos por apilamiento r.***?

1.3 Fuerzas de van der Waals.

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

de la distancia es expresada como 1/r°.

Cuando las moléculas que estan interactuando a cierta distancia poseen dipolos
permanentes y alinean esos dipolos de forma atractiva se conocen como interacciones
de Keesom. Por otro lado, cuando una molécula con un dipolo permanente induce un
dipolo en otra cercana se conocen como interaccion de Debye y por ultimo la
interaccion entre dos moléculas no polares pero polarizables es conocida como
interaccion de London. En la Quimica Supramolecular, especificamente en sistemas

Anfitrion-Huésped, estas interacciones juegan roles importantes.
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1.4 Enlace de Hidrégeno.

Los enlaces de hidrégeno son interacciones no covalentes de suma importancia en la
naturaleza y en los materiales. La versatilidad de esta interaccion se refleja en la gran
cantidad de estructuras cristalinas que se han descrito hasta ahora. Un enlace de
hidrogeno se forma cuando la electronegatividad de D con relacion al atomo de
hidrogeno H es suficiente como para atraer la densidad electrénica que forma parte del
enlace covalente D-H y dejar al &tomo H parcialmente desprotegido. Para que el
aceptor A interactle con el donador D este debe tener un par de electrones no

compartidos o electrones polarizables n. (Esquema 1.2).

R + — R R + — R

N o0 o n A o n

J0 D—H----A o) 5/N—H----O o

R R R R
a) b)

Esquema 1.2. a) Representacion clasica de enlace de hidrogeno. b) Enlace de hidrogeno establecido

entre un grupo carbonilo (aceptor) y un grupo amino (donador).5

Las estructuras cristalinas ofrecen un excelente medio para estudiar los enlaces de
hidrégeno. La gran cantidad de estructuras encontradas en la Cambridge Structural
Database son una fuente abundante de informacion. El Esquema 1.3 muestra las

representaciones de las geometrias observadas en los enlaces de hidrégeno.

Esquema 1.3. Geometrias presentes en enlaces de hidrégeno. a) Lineal. b) Doblada. ¢) Donador

bifurcado. d) Aceptor bifurcado. e) Trifurcado. f) Triple centro bifurcado.’
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Los investigadores que estudian al enlace de hidrogeno por Espectroscopia de
Infrarrojo, Espectroscopia Raman y Espectroscopia de Microondas, pueden dar una
definicion con base a sus efectos sobre las vibraciones moleculares. Los
espectroscopistas de RMN observa un desplazamiento de la sefial quimica provocada
por el cambio en el ambiente electrénico alrededor del protdn. En Difraccion de Rayos X
o de Neutrones se observan caracteristicas geométricas de los enlaces, como angulos
y distancias. Los termodinamicos miden energias de enlace de hidrégeno, las calculan
tedricamente y determinan las configuraciones asociadas con la misma energia. Todas
estas propiedades proveen criterios para clasificar los enlaces de hidrégeno tal y como

se muestra en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Propiedades del enlace de hidrogeno fuerte, moderado y débil.

Fuerte Moderado Débil
Interaccion D-H A U Mayorltarla’m_ente Electrostatico
covalente electrostéatico
Longitud de Enlace D-H = How A D-H < HewA D-H << HewvA
HwwA (A) ~1.2-1.5 ~1.5-2.2 2.2-3.2
DA (A) 2.2-25 2.5-3.2 3.2-4.0
Angulo de Enlace (°) 175-180 130-180 90-150
Energia de Enlace 14-40 4-15 <4
(Kcal/mol)
Desplazamiento Relativo 0 o o
en Bandade IR v s 02 =L
: x 1
Desplazam|en§o sefial "H 1292 <12 i
a campo bajo (ppm)
-Dimeros en fase -Acidos.
gas con acidos o -Alcoholes. -Dimeros en fase
bases fuertes. gas con acidos o
Ejemplo i “Fenoles. bases débiles
AEEPE0E -Todas las '
protones. moléculas -C-H~~~0OIN
-Complejos con HF. biolégicas.

El entendimiento de la naturaleza de los enlaces de hidrégeno ha permitido disefar
receptores para una amplia gama de moléculas de importancia bioldgica. Por lo que el
enlace de hidrégeno es considerado como la interaccion intermolecular mas importante

de la Quimica Supramolecular.

10
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SECCION B. RECONOCIMIENTO MOLECULAR

1 Sistemas Anfitribn-Huésped.

El reconocimiento molecular es una de las grandes areas que conciernen a la Quimica
Supramolecular. La forma en que un anfitriébn y un huésped se asocian generalmente
esta mediada por las interacciones no covalentes que participan simultineamente en
ese proceso.? El principio llave-cerradura propuesto por Fisher describe los factores
esenciales en el proceso de reconocimiento molecular, uno de ellos es el ajuste
geométrico perfecto que debe existir entre ambas especies.*® Por otro lado, y algo que
va de la mano con lo anterior es la existencia de los sitios necesarios de union entre
ambas especies, es decir, que estos sitios de union en el anfitrion sean
complementarios en el huésped. Cuando un anfitrion muestra preferencia hacia un
determinado huésped se conoce como selectividad, y surge de los factores
mencionados anteriormente. El ejemplo mas utilizado para describir este principio es el
de los sistemas enzimaticos. Koshland propuso que el mecanismo de unién de estos
sistemas es mas de un proceso activo, donde la enzima cambia de forma durante el
enlace con la finalidad de unirse con el sustrato, esto se conoce como ajuste inducido.
Cuando un anfitribn esta preorganizado, este no debe sufrir grandes cambios
conformacionales para unir al huésped, de tal forma que son energéticamente mas

favorables (Figura 1.1).

/ ‘ O -[ 4
_—
( { ii’ ’ li /
(b) ( ’ ' \ . ~ t \
\u/ \H/
Figura 1.1 a) La molécula no preorganizada sufre cambios conformacionales con la finalidad de unir a un

huésped. b) Una molécula que posee una estructura preorganizada no necesita cambios

. . e . . . . 5
conformacionales significativos al momento de unir a determinado huésped.

11
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2 Complejos Anfitrion-Huésped por Enlaces de Hidrég eno.

El reconocimiento molecular es la base del procesamiento de la informacién a nivel
supramolecular. Este puede dar lugar a cambios en las propiedades electrénicas,
ibnicas, opticas o conformacionales de una especie supramolecular, generando con
esto una sefial.’® Dentro de este campo, los enlaces de hidrégeno contribuyen en gran
manera a la afinidad y selectividad en reconocimiento molecular, ya que resultan
esenciales en algunos sistemas quimicos y biol6gicos para mantener su forma y funcion
asi como para explicar fenémenos biolégicos tan complejos a nivel molecular como los
procesos de asociacion enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo, replicacion, transcripcion
y traduccion del material genético, etc. Aunque un enlace clasico de hidrégeno
individual es relativamente débil (1-6Kcal/mol), colectivamente pueden tener una gran
fuerza, influyendo en la obtencion de una conformacién preferente mediante la

formacioén de una estructura tridimensional rigida.*®™*’

El entendimiento de la naturaleza de los enlaces de hidrégeno, ha permitido disefar
receptores para una amplia gama de moléculas de importancia bioldgica.’®*’ La
mayoria de los receptores tienen como propésito primordial servir como mimetizadores
de procesos bioldgicos basados en el reconocimiento molecular mediado por enlaces
de hidrégeno utilizando sistemas simples. Podemos citar como ejemplo la
hexadeciltetrametilsapfirina diprotonada, cuyo ndcleo esta constituido por un macrociclo
con 5 atomos de nitrdgeno. Este compuesto es muy selectivo a F frente al resto de

haluros. Se encuentra formando enlaces de hidrégeno con los grupos NH.*®

Esquema 1.4 Hexadeciltetrametilsapfirina diprotonada y su respectivo complejo supramolecular con

18
fluoruro.

12
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3 Mecanismos de Respuesta en Quimiosensores Fluores  centes.

Un sensor quimico o quimiosensor es cualquier dispositivo capaz de transformar

informacién quimica en una sefial analitica.’®

Gran parte del trabajo en Quimica
Supramolecular estd enfocado, desde hace unas décadas, al estudio y uso de los
quimiosensores sintéticos como un medio de mimetizar los receptores naturales.
Recientemente, la demanda de sensores sintéticos se ha incrementado rapidamente
debido a sus interesantes aplicaciones para usos analiticos. Es un campo para el que

se prevé un crecimiento rapido.?

En reconocimiento molecular para que un receptor pueda funcionar como quimiosensor,
debe emitir una sefial macroscépica que sera inducida por la interaccion del huésped y
gue tiene que poder medirse facilmente. En este proceso, la informacion a nivel
molecular, como la presencia o ausencia de determinadas especies en disolucion se
amplifica a nivel macroscépico, permitiendo por tanto su determinacién cualitativa o

cuantitativa.

Los sensores fluorescentes tienen la capacidad de interactuar selectiva y
reversiblemente al sustrato con un cambio simultdneo en la fluorescencia. Existen
cuatro mecanismos generales de respuesta fluorescente (ver Figura 1.2) que se
presentan en la interaccion del sensor (Anfitrién) y el sustrato (Huésped).”** De
acuerdo a la Figura 1.2 proseguimos a describir cada uno de los mecanismos de

respuesta:

a) Estos sensores pueden ser de dos tipos. Aquellos en los que la union del sustrato
produce una disminucién en la emision de fluorescencia (Tipo CEQ. Del inglés
Chelation Enhancement of Quenching) o aquellos en los que se produce un
incremento en la emision de fluorescencia (Tipo CEF. Del inglés Chelation
Enhancement of Fluorescence). La unidad fluorescente esta unida covalentemente
al sitio donde se coordina el sustrato.

b) Sensores en los cuales se da un amortiguamiento (Quenching) de la emision de
fluorescencia como consecuencia de la colision directa del sustrato con la unidad
fluorescente. Al igual que el disefio (a) la unidad fluorescente se encuentra unida

covalentemente a la unidad receptora.

13
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c) Sensores donde la unidad receptora y la unidad fluorescente se encuentran
formando un asociado molecular. Cuando se afiade un determinado sustrato a la
disolucién de este conjunto, se produce una reaccién de desplazamiento por lo que
la unidad receptora pasa a formar un complejo con el sustrato, desplazando a la
unidad fluorescente hacia la disolucion y recuperando ésta su comportamiento
espectroscopico no coordinado.

d) Sensores que actian como dosimetros, donde el sustrato le confiere determinadas
propiedades cuando se mantiene unido al receptor y que son activadas una vez que
el complejo molecular se separa dejando libre al sustrato y dosificando fluorescencia
por parte del receptor.

_Aumento o Disminucion

~= deFl ia, i
uorescencia ® Unidad Fluorescente

' Unidad Receptora

."I
Yy W Sustrato (Huésped)
|
'| /’ Indicador Fluorescente
F - ( " Aumento o Disminucion
i 2 (.»"'-" de Fluorescencia.

¥

Figura 1.2 Mecanismos de respuesta fluorescente presentes en la interacciéon sensor-sustrato.
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

El reconocimiento molecular de aniones es un &rea de gran interés dentro de la
Quimica Supramolecular, esto debido a que las especies aniénicas (halogenuros,
nucleotidos, cofactores y sustratos de enzimas) juegan un papel importante en los
procesos bioquimicos y ambientales.??% Al respecto, a la fecha se han sintetizado
muchos sistemas que han mostrado ser capaces de unir selectivamente y con buena
afinidad a este tipo de huéspedes. Cabe mencionar que el conocimiento generado de
estas investigaciones es la base del desarrollo de sensores y/o transportadores de

estas especies con aplicaciones en analisis y separacion.

Un area que ha recibido gran atencion es el reconocimiento dirigido hacia nucleétidos y
sus derivados. Existen un gran numero de sistemas capaces de unir mediante
interacciones no covalentes este tipo de huéspedes, es por ello que este capitulo
recopila aquellos receptores mas sobresalientes en el reconocimiento de nucledétidos.
Cabe resaltar que existe abundante investigacion cientifica dirigida al reconocimiento de
este tipo de huéspedes, sin embargo, es limitado el nUmero de reportes dirigido a la
quimiodeteccién en medios proticos y aun es mas reducida la cifra en medio
Unicamente acuoso, de esta manera logramos centrarnos en un determinado tipo de
sensores que pueden detectar nucledtidos en solucion acuosa o en una mezcla de

disolventes proticos.

El capitulo esté dividido en cinco apartados, cada uno describe determinado tipo de
receptores en funcién a los grupos funcionales o fragmentos que tienen el rol de ser
unidades fluorescentes o unidades receptoras. Los apartados comprenden a receptores
basados en dicarboxiamidas, derivados del antraceno, derivados de pireno, derivados

de acridina, fenantrolina, fenantridina y basados en flavonas.
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SECCION A. RECEPTORES ARTIFICIALES PARA NUCLEOTIDOS .

1. Receptores Basados en Dicarboxiamidas.
Los derivados de amidas secundarias son utilizados como grupos donadores de
enlaces de hidrégeno, en receptores para aniones. Las amidas y sus derivados se usan
debido a que presentan una conformacién rigida y &tomos de hidrégeno acidos. El
fragmento de piridin-2,6-dicarboxiamida es comunmente utilizado para reconocer
aniones. Los receptores | y Il son moléculas fluorescentes que reconocen
eficientemente nucledtidos en agua a pH=6.5 mostrando una mayor afinidad con ATP y
GTP. La extincidn de la fluorescencia tanto de | y Il en presencia de estos nucleotidos
se ajusta a un mecanismo dinamico (colisiones) y estatico (asociacién huésped-
sensor).?

=z X
Ao oA A _o

N N
— = = P
®N | N® ®N Ng
I I | I |

6

O

Esquema 2.1 Receptores para nucleétidos basados en dicarboxiamidas.?

Los valore de Kass Y Ky de los receptores | y Il se encuentran recopilados en la Tabla
2.1. de acuerdo a los valores calculados para | y Il corroboramos que existe una alta
selectividad por GTP para | y de ATP para Il. Se observa también que la afinidad de
estos receptores es mayor para aquellos nucle6tidos que poseen bases nitrogenadas

derivadas de la purina como lo es la guanina y la adenina.

Tabla 2.1 Constantes de asociacion y de Stern-Volmer para l y Il. (M'l)26

Nucleétido
ass KSV Kass KSV
GTP 5500 160 4700 200
CTP 2100 36 1900 21
ATP 5400 130 6000 190
ADP 1600 150 4800 570
AMP - 470 1600 380
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2. Receptores Basados en Antraceno.

Los grupos naftaleno y antraceno son moléculas fluorogénicas que son ampliamente
utilizadas en el disefio de nuevos sensores para el reconocimiento de muchos cationes
y aniones. Los receptores basados en estas moléculas aromaticas se encuentran por lo
regular enlazados a través de un espaciador alifatico que une la unidad fluorescente de
la unidad receptora. El desarrollo de Il fue enfocado al reconocimiento del i6n
pirofosfato, P,O;* (PPi) en un medio 100% acuoso. Ill se une al pirofosfato 2000 veces
mas fuertemente que al fosfato, la unién provoca un incremento en la intensidad de
fluorescencia. El complejo 1:1 presenta una K=2.9x10°® M a pH=7 (0.05 M HEPES).?’

@ @ ®
s NH3 HaN—g NH3 HaN—25
g D QUKD
P
® ® ~ /
HN \

Cr, a0 .y

Low Fluorescence High Fluorescence
Esquema 2.2 Receptores basados en antraceno para detectar pirofosfato.27

Yoon ha informado de una nueva serie de sensores fluorescentes basados en
antraceno, IV puede efectivamente y selectivamente reconocer GTP sobre ATP, ADP,
AMP, pirofosfato, dihidrégeno fosfato, fluoruro y cloruro. EI compuesto IV al
interaccionar con GTP disminuye notablemente la intensidad de fluorescencia a pH=7.4
(10 mM HEPES). A las mismas condiciones V resulto ser mas selectivo para ATP que

GTP, mientras que el compuesto VI resulto ser selectivo para AMP.?®

Tabla 2.2 Constantes de asociacion para IV, V, VI y VII.

Compuesto GTP ATP ADP AMP
% 87000 15000 614 121
K. (M) \Y 24000 51000 - -
VI 4100 7700 2300 2000
Vi 6200 5200 4800 13000
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\N/ N
® > —&

v
Wl ~\W\le
L(@ @jj
N N\ B(OH),
VI VII

Esquema 2.3 Receptores basados en antraceno para detectar nucleétidos.?®

Recientemente Ramaiah ha reportado un ciclofano que puede reconocer
selectivamente ATP y GTP. El compuesto VIII presenta dos unidades de antraceno
enlazadas a grupos piridinio, la cavidad es lo suficientemente grande para alojar la base
nitrogenada de adenina o guanina a través de apilamiento 1T y los grupos piridinio
interaccionan electrostaticamente con el grupo fosfato terminal. A condiciones
fisiologicas el ciclofano enlaza primeramente un indicador fluorescente (HPTS) que
apaga completamente la emision de la fluorescencia, posteriormente el complejo VIII-
HPTS reacciona con el nucle6tido desplazando al indicador fluorescente, promoviendo
que este Ultimo recobre su naturaleza fluorescente.?
Vil GTP

= g =

HPTS VIII-HPTS VII-GTP
Fluorescence ON OFF oM

Figura 2.1 Visualizacién del mecanismo de reconocimiento de VIII con GTP.%
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N® NaO;S OH
N7 \ v :

(_BN \ / \ / N(.B NaO3S SOsNa
Vil HPTS
Esquema 2.4 Receptor sintetizado por Ramaiah para detectar nucledsidos trifosfato. >

3. Receptores Basados en Pireno.

El pireno es una molécula que al igual que muchas estructuras aroméaticas presenta
fluorescencia, es por ello que se han sintetizado un gran nimero de receptores basados
en esta molécula. Inouye y colaboradores sintetizaron una serie de pirenofanos y
encontraron que IX puede reconocer nucleétidos. La habilidad para reconocer decrece
en el orden de trifostatos > difosfatos > monofostatos. Con ATP como ejemplo, la
emision de fluorescencia de IX es reducida con la adicion de ATP. El mecanismo de
interaccion es a través de apilamiento 1T entre la nucle6 base y los fluoréforos de pireno

e interacciones electrostaticas entre las diazoniacoronas con grupos fosfato.*

<> o o
- QQQ

g OR

RO o)
<2 o
o QQQ
— \
o o)
IX < >
R=~ \/\/QNMe MeNZ-Bn

o o/ 2T

Esquema 2.5 Receptor basado en pireno. Disefiado para reconocer nucleétidos. >
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Yoon ha disefiado un receptor fluorescente soluble en agua basado en pireno y grupos
imidazolio. EI compuesto X reconoce eficientemente ATP sobre otras estructuras
similares como GTP, CTP etc. a pH=7.4.31

N

!

©
SOILAD®

Esquema 2.6 Receptor disefiado por Yoon para detectar ATP.3

Yoon postula que el nlcleo base de guanina, citosina, timina o uracilo interaccionan
reciprocamente desde el exterior con el dimero pireno-pireno que se encuentra
estabilizado a través de apilamiento 1 y por ello no existe un cambio notable en la
emision de la fluorescencia. Por otro lado, la adenina puede estar entre los dos grupos
pireno, provocando una separacion que da lugar a la fluorescencia del monémero de
pireno.

/_Q—\ aBr /‘Q_\ 4Br /—Q_\ 4Br
N: oo N N; ,

Esquema 2.7 Propuesta del modo de enlace de X con ATP y cTP.®
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4. Receptores Basados en Acridina, Fenantridinay F  enantrolina.

La estructura quimica de la acridina, la fenantrolina y fenantridina consta de tres anillos
planos unidos entre si. Las moléculas son aromaticas y empiricamente se cree que la
rigidez de sus anillos favorece a la fluorescencia provocando que el rendimiento
cuantico sea mayor. Existen receptores artificiales especializados en detectar
nucleétidos usando derivados de algunos de estos compuestos. Lehn ha sintetizado
ciclofanos bis-intercalados basados en acridina. El ciclofano Xl exhibe una interaccion
fuerte con moléculas como AMP y adenosina. La espectroscopia de absorciéon indica
una estequiometria 1:1 para la formacién de AMP- XI.%?

Por otra parte Later disefido dos ciclofanos (XII-XIIl) usando acridinas puenteadas por
poliaminas cargadas. El ciclofano XIII exhibe un complejo estequiométrico 1:2
(huésped-anfitrion) con nucledsidos monofosfato, mientras que con nucledsidos
difosfato y trifosfato exhibe una estequiometria 1:1. El inusual modo de unién entre un
par de nucleésidos monofosfato y la cavidad del ciclofano no solo es atribuido a las
interacciones basicas de apilamiento 1T e hidrofobicidad, también se basa en la
estabilidad adicional que se genera por los enlaces de hidrégeno entre los dos nucleo

base que se encuentran dentro del complejo supramolecular.®

NHy
)
|
M o
I 7
N
@NH:
Q.-—-‘NH H O
=
Xl 4X

Xi
Esquema 2.8 Xl receptor sintetizado por Lehn que quimiodetecta AMP.32 x11-x111 receptores sintetizados

por Leter para quimiotetectar nucleétidos. >
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Esquema 2.9 Representacion del complejo 2:1 formando entre el ciclofano XllIl y dos nucledsidos

monofosfato.33

El macrobiciclo XIV contiene tres unidades de acridina, fue sintetizado por Lehn, en
solucién acuosa forma complejos altamente estables con nucleétidos que presentan
bases derivadas de la purina. Las principales interacciones no covalentes en la
formacion de los complejos es atribuido al apilamiento 1 entre las unidades de acridina

y las bases nitrogenadas derivadas de la purina.®*
¥
2 g = e H
_a-“
F N

@ “‘“; s

N
XV

Esquema 2.10 Receptor basado en tres grupos acridina.3*
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Los ciclofanos basados en fenantridina XV-XVI contienen puentes flexibles y rigidos en
la posicion 6,6’ de la fenantridina y puentes rigidos bis(acetilénico) en las posiciones
8,8-amino. Estos sistemas ciclicos mostraron diferencias pronunciadas en los
espectros de absorcion y emision de fluorescencia, indicando la existencia de fuertes
interacciones de apilamiento intramolecular. Los estudios de interaccion de varios
nucleotidos como ATP, ADP, AMP, GMP, CMP, UMP, TMP con XV o XVI muestran una
extincion en la emision de la fluorescencia. Las constantes de estabilidad de los
complejos receptor-nucleodtido fueron calculadas a partir de datos de titulaciones
fluorimétricas, estas se encuentran en el orden de 10°-10° dm®mol con una

estequiometria 1:1.%°

<>

3
~w

® XV R=(CHy),

XVI R=(CHy)s

N>

N
@Y 2HSO,

Esquema 2.11 Receptores derivados de fenantridina para reconocer nucléotidos.®
Later Schneider ha disefiado un ciclofano rigido que puentea a través de grupos amino
bis(acetilénico) de longitud corta dos unidades de fenantridina. Se observé que este
ciclofano interacciona fuertemente con AMP con un incremento en la intensidad de

fluorescencia significativo comparado con GMP y UMP.*®

XVl

Esquema 2.12 Reconocimiento selectivo de AMP usando xvii. ¢
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El macrociclo XVIII es un derivado de la fenantrolina, fue disefiado por Bencini et al.
puede reconocer selectivamente ATP entre GTP, TTP, CTP, ADP y AMP a pH=6 a
través de un mecanismo de apagamiento en la emision de fluorescencia. EI compuesto
XVIII puede facilmente protonarse en solucion acuosa para asi obtener una especie
hexacationica a pH < 7. Esta especie policationica puede formar complejos con

nucleotidos monofosfato, difosfato y polifosfato.®’

NH HN
XVIII

Esquema 2.13 Receptor sintetizado por Bencini que puede reconocer selectivamente ATP entre GTP,

TTP, CTP, ADP y AMP a pH=6.%

La adicion de ATP a XVIII hexaprotonada (proporcion molar 1:1) puede completamente
extinguir la fluorescencia de XVIII, mientras que para ADP, AMP o algun otro nucledsido
trifosfato induce a un decrecimiento de la fluorescencia muy pequefio. El apagamiento
de la fluorescencia es atribuido a interacciones electrostaticas de tipo ion-ion y enlaces
de hidrégeno entre los grupos fosfato y los grupos amonio. El apilamiento 1 entre la

ndcleo base y la fenantrolina contribuyen también con la extincion de la fluorescencia.
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5. Receptores Basados en Flavonas.

Los flavonoides son moleculas hidrosolubles, fluorogénicas y cromogénicas de origen
natural. La mayor parte de los flavonoides son derivados de la cromona (1,4-
benzopirona). Dentro del grupo de los flavonoides se encuentra el grupo de las
flavonas, que debido a sus propiedades fotoquimicas, se han buscado sintetizar
compuestos que se deriven de estas con el propésito de funcionar como receptores

tanto colorimétricos como fluorescentes que pudieran mimetizar procesos bioldgicos.

Existe reportes de flavonas artificiales que pueden reconocer determinado tipo de
aniones, como lo es 3-Hidroxi-4’-(dimetilamino)flavona XIX que puede formar complejos
con ATP que llevan a un incremento de intensidad de fluorescencia y aun
desplazamiento considerable a rojo de la de la excitacion de la longitud de onda de XIX.
Este cambio no sucede en presencia de algun otro nucleétido, por lo que el uso de XIX
en pruebas in vitro ha sido estudiado, un ejemplo representativo es la deteccién de ATP
en mitocondrias, donde se corrobora la especificidad de XIX para reconocer ATP, por lo

que es posible realizar estudios in vivo para ATP.*

O

OH

XIX

Esquema 2.14 Receptor artificial constituido por un grupo flavonoide capaz de formar complejos con ATP

gue llevan a un incremento de intensidad en la emisién de fluorescencia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disefiar, sintetizar y evaluar nuevos quimiosensores fluorescentes para nucleétidos
(ATP, GTP, CTP, ADP, AMP) y aniones con importancia biol6gica (halogenuros,
pirofosfato) que compitan en afinidad y/o selectividad con los receptores informados
hasta la fecha, esto mediante la insercién de cargas positivas en su estructura quimica

y el uso de grupos fluorogénicos.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar dos sensores quimicos derivados de piridin-2,6-dicarboxamida con grupos
N-alquil y N-bencil quinolinio insertados en el fragmento de los grupos amida.

2. Caracterizar los nuevos compuestos por técnicas Espectroscdpicas y por Difraccion
de Rayos-X de Monocristal.

3. Realizar estudios de reconocimiento molecular en medios acuosos por titulaciones
espectroscopicas (RMN, UV-Vis y Fluorescencia de Emision).

4. Calcular las constantes de asociacion a través de datos experimentales entre los

guimiosensores y los nucle6tidos propuestos para este estudio.

HIPOTESIS

Se demostrard que compuestos catidnicos basados en N,N’-Bis(quinolin)piridin-2,6-
dicarboxamida con grupos N-bencilados o N-alquilados seran quimiosensores
fluorescentes para nucleétidos como ATP, GTP, CTP, ADP, AMP y aniones inorganicos

en medios acuosos.




JUSTIFICACION

El proyecto propuesto explora uno de los retos modernos de la Quimica, que es el
desarrollo y estudio de nuevos sistemas Receptor-Huésped con selectividad y afinidad
gue mimetizan los procesos bioldgicos. El proyecto ataca el disefio de nuevos
guimiosensores, su sintesis quimica y estudio de asociacién con moléculas que tienen

relevancia biolégica en enfermedades, procesos bioquimicos y Quimica Medicinal.

Se ha reportado en la bibliografia un gran arsenal de sensores para nucleétidos, sin
embargo muy pocos realizan el estudio de reconocimiento a pH fisiolégico y en medios
préticos como lo es el agua, ya que en muchos casos el agua compite con los sitios de
asociacion que comunmente son enlaces de hidrogeno, en este contexto la presente
investigacion realiza todo el estudio de reconocimiento molecular de nucleétidos en
solucion acuosa y pH cercano al fisiolégico (6.5) con la finalidad de potencializar sus

aplicaciones como quimiosensores.

Sintéticamente hablando los sensores quimicos para nucleétidos reportados a la fecha
resultan ser moléculas complejas y multifuncionalizadas que practicamente hacen
laborioso, costoso y complicado el proceso de sintesis y por ello el presente estudio
aborda la sintesis de quimiosensores partiendo de moléculas sencillas y baratas como
el dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo que a través de una simple reaccion de sustitucion
nucleofilica unimolecular con dos equivalentes de 3-aminoquinolina se obtiene el
fragmento de interés “Piridin-2,6-Dicarboxiamida” y en consecuencia de esto la ruta de
sintesis resulta ser mas sustentable. Por otra parte los quimiosensores son técnicas
analiticas poderosas que requieran poco equipo especializado (por ejemplo un
Espectrofotometro de UV-Vis o de Fluorescencia de Emisién) y pueden ser aplicados
confiablemente por personal no especializado en quimica, lo cual convierte a este
proyecto en incluyente con la sociedad y sectores fundamentales para México como

son el sector salud, clinico, etc.
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CAPITULO 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se desarroll6 en el laboratorio de Quimica
Organica del Centro Conjunto de Investigacibn en Quimica Sustentable de la
Universidad Auténoma del Estado de México y la Universidad Nacional Auténoma de
México, los estudios de fluorescencia se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.

El capitulo detalla todo el proceso metodolégico llevado a cabo a lo largo de esta

investigacion. Este fue dividido en tres secciones:
1. Seccibén A. Condiciones generales de Instrumentacion.

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

procedimiento técnico de andlisis, uso de materiales, disolventes y reactivos.
2. Seccion B. Sintesis y Caracterizacion.

Seccién dedicada al procedimiento de sintesis, purificacion y caracterizacion de

cada uno de los receptores empleados en este estudio.
3. Seccion C. Estudios de Reconocimiento Molecular.

Seccion encargada de detallar la metodologia de cada uno de los experimentos de
titulacion iniciando con la preparacion de soluciones stock y procesos de dilucion,

hasta terminar con el procedimiento de determinacién de constantes de acidez.

Adicionalmente en el apartado de anexos se puede observar cada uno de los espectros

de resonancia magnética nuclear, infrarrojos, masas y datos cristalograficos.
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SECCION A. CONDICIONES GENERALES DE INSTRUMENTACION

1 Disolventes y Reactivos.

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

algunos fueron secados por técnicas convencionales.

Tabla 3.1 Disolventes y reactivos utilizados en este estudio.

Disolventes y Reactivos Método de Purificacion
Metanol -
Tolueno Secado por 24h con CaH, /destilacion simple.
Acetona Secado por 1h con Na,SO,/ffiltracién por gravedad.
Dimetilformamida -
Eter Dietilico -

Agua D esionizada -
Dimetil Sulfoxido =
Dimetil Sulfoxido H exadeuterado -
Oxido de D euterio =
Dicloruro de P iridin -2,6-dicarbonilo -
3-aminoquinolina =
Cloruro de B enzoilo -
Bromoacetato de E tilo -
Bromuro de B encilo -
Trifluorometilsulfonato de P lata Secado a 70°C por 3h.
Cloruro de S odio -
Bromuro de S odio -
Bicarbonato de S odio -
Hidréxido de Sodio -
Acido T rifluoroacetico -
Adenosin T rifosfato de Sodio -
Adenosin D ifosfato de Sodio -
Adenosin Mono fosfato de Sodio -
Guanosin T rifosfato de Sodio -
Citosin T rifosfato de Sodio -
Pirofosfato de S odio -
Acido 3 -(N-mofolin)propanosulfonico -
Acido C iclohexilaminoetanosulfonico -
Acido 2-(N-morfolin)etanosulfonico -
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2 Instrumentacion.
Los estudios de asociacion, identificacion y caracterizaciéon de los productos se
realizaron a través de Métodos Cristalograficos, Espectroscopicos, Espectrométricos y

Potenciométricos como Rayos X, IR, RMN, EM, UV-Vis y Fluorescencia.

2.1 Métodos Potenciométricos.

Los experimentos Potenciometricos fueron realizados con un Potenciémetro MeterLab
modelo PHM210 con una precision de +0.005 unidades de pH y electrodos de vidrio
marca BOECO.

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

nimero de onda (cm™) contra el por ciento de transmitancia (%T).

Los espectros de RMN de *H, *C y *!P, se realizaron utilizando TMS como referencia y
como disolvente deuterado DMSO-ds y/o D,O, para 'H el equipo operé a 300MHz, *C a
75MHz y *P a 121.46MHz. Equipo Bruker Advanced 300MHz. Los desplazamientos

quimicos (8) se expresan en ppm.

Los espectros de masas fueron obtenidos usando un Espectrometro de Masas marca
Jeol modelo JMS AX-505 HA, las muestras se analizaron por inyeccion directa y el

modo de ionizacién en algunos casos fue por El o FAB.

Los experimentos por Espectrofotometria de UV-Visible fueron hechos con un
Espectrofotometro de arreglo de diodos, Perkin Elmer modelo Lambda 25, con
resolucién de 2nm con una precision de longitud de onda <+ 0.5nm y una precision
fotométrica <+0.005A a 1.2, acoplados a un controlador de temperatura a 25°C. Las

celdas utilizadas son de cuarzo (Paso 6ptico [1cm], Volumen [3mL]).

Los experimentos por Espectroscopia de Fluorescencia fueron realizados con un
Espectroflurometro Varian modelo Cary Eclipse (ventana espectral de 200 a 800nm),
con una exactitud de longitud de onda de +0.5 nm y una relacion sefal ruido 550/1. Las

celdas utilizadas son de cuarzo (Paso 6ptico [1cm], Volumen [3mL]).
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2.3 Difraccion de Rayos X de Monocristal.

Los estudios por Difraccion de Rayos X fueron realizados con un Difractbmetro de
Monocristal Bruker-APEX con un detector de drea CCD y un monocromador de grafito
(Amoke= 0.71073A). Los datos fueron colectados a T= 100K. Las intensidades medidas
fueron reducidas a F? y correlacionadas por absorcion con SADABS (SAINT-NT). Las
estructuras fueron resueltas por métodos directos y refinadas usando el software
SHELXTL-NT. Los atomos diferentes al hidrégeno fueron refinados anisotropicamente.
Los &tomos de hidrégeno del tipo CH fueron localizados en posiciones
geométricamente calculadas usando un modelo rigido. Los atomos de hidrégeno del
tipo OH y NH fueron localizados por mapas diferenciales de Fourier y refinados
mediante modelo rigido, fijando las longitudes de enlace a 0.84A y 0.86A,
respectivamente. Las figuras fueron creadas con SHELXTL-NT, MERCURY 1.4. Las

interacciones de enlace de hidrogeno fueron calculadas con el programa WINGX.
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SECCION B. SINTESIS Y CARACTERIZACION

1 Sintesis de Receptores Basados en Piridin-2,6-d  icarboxamida.

El Esquema 3.1 representa de manera generalizada la ruta sintética de cada uno de los
compuestos empleados en este estudio. A través de las sales de triflato se realizaron
los estudios de reconocimiento molecular. La caracterizacion de los compuestos fue
realizada por Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *C, Espectrometria de Masas
(FABJ/EI), Espectroscopia de Infrarrojo (ATR) y Difraccion de Rayos X de Monocristal.

Los datos cristalograficos y los espectros se encuentran en la seccion de Anexos.

A ‘ x
N 20 T NH2 | Tolueno seco / Reflujo 24n o o BQ3
cl cl SN Il. NaHCO3 10% ~NH N

) 4_6

|. DMF/Acetona (2:8 v/v) / Reflujo 2dias |. DMF Anhidra/ Agitacién 2dias a 90°C
15 eq. Br/YOV 2eq. Cl
O
Il. AGCF 3S05 (2.1eq.) / CH3OH Il. AGCF 3S05 (2.1eq.) / CH3OH
A AN
Y ]
| R
2 CF3SOy N~ 2 CF3S05°

o k{o

/
NH § ~NH
N =N

O O
[~ BQSRTf ] BQ3BZT

|. DMF/Acetona (2:8 v/v) CF3SO3

Reflujo 2dias
O,
Q I. Tolueno seco >/® 10 eq. Br/\(OV O@

NH
©)\CI+® 2 Reflujo 24h ~NH 0 > ~NH
Y Il. NaHCO3 10% ‘N/ Il. AgCF 3SO3 (2.1eq.) / CH3OH @/ 77%
92% A o})

MQ3 (O MQ3RTf

Esquema 3.1 Ruta sintética de los receptores de piridin-2,6-dicarboxiamida (BQ3RTf, BQ3BzTf) y la
respectiva N-quinolin benzamida de BQ3RTH.
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1.1 Receptor Dicatiénico BQ3RTf.

Trifluorometilsulfonato de N,N’-Di(3-N"-etilacetatoquinolinio)piridin-2,6-dicarboxiamida.

| N 2 CF3SO5
OO
~NH HN(\/@
L .
N®D ®N
0 0

Una mezcla de 3-aminoquinolina (1.5g) y dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo (1.06g) en
50mL de tolueno seco se coloc6 a reflujo por 24 horas. De la mezcla de reaccion se
obtuvo un precipitado amarillo que fue colectado por filtracién a vacio, lavado con
acetona y neutralizado con una solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 15% para
asi obtener un polvo blanco correspondiente al compuesto N,N’-bis(3-quinolin)piridin-
2,6-dicarboxiamida (BQ3) en un rendimiento de 95%. Este compuesto se hizo
reaccionar con 15 equivalentes de bromoacetato de etilo en DMF/Acetona (2:8 vlv,
30mL) por 2 dias. El precipitado amarillo fue separado por filtracion y lavado con
metanol frio para obtener el bromuro de N,N’-Di(3-N"-etilacetatoquinolinio)piridin-2,6-
dicarboxiamida (BQ3RBr). La sal de bromuro fue disuelta en 500mL de metanol caliente
y posteriormente se adicionaron dos equivalentes de triflato de plata. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 4 horas a 80°C. El precipitado gris
correspondiente al bromuro de plata fue filtrado por gravedad a 80°C vy el filtrado se dejo
en reposo para obtener a través de evaporacion lenta cristales de BQ3RTf adecuados

para la Difraccion de Rayos X. BQ3RTf se obtuvo en un rendimiento del 62%.

'H NMR (300MHz, DMSO-ds)  11.93 (s, 2H), 10.19(s, 2H), 9.64 (s, 2H), 8.58 (m, 4H), 8.42 (m, 3H), 8.23
(d, J=6Hz, 2H), 8.09 (d, J=7.3Hz, 2H), 6.28 (s, 4H), 4.26 (g, J=7.08Hz, 4H), 1.30 (t, J=7.10Hz, 6H).

3C NMR (75MHz, DMSO-dg) & 166.25, 162.72, 147.57, 145.55, 141.31, 137.24, 135.97, 135.22, 132.61,
130.82, 130.40, 129.50, 126.73, 118.97, 63.25, 58.32, 13.88.

IR (ATR) cm™ 3254.87, 3088.52, 1752.94, 1691.36, 1542.24, 1256.36, 1152.36. Masas FAB" [M+Tf] 742.
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1.2 Receptor Dicatiénico BQ3BzTHf.

Trifluorometilsulfonato de N,N’-Di(3N"-bencilquinolinio)piridin-2,6-dicarboxiamida.

‘ ~
O N C° 2 CFSOy
~NH \(\/Q
? R

En 50mL de tolueno seco se disolvié una mezcla de 3-aminoquinolina (1.5g) y dicloruro
de piridin-2,6-dicarbonilo (1.069g), esta reaccion se monté a reflujo durante 24 horas. El
precipitado amarillo que se formo fue colectado por filtraciébn a vacio, lavado con
acetona y neutralizado con una solucion acuosa de bicarbonato de sodio al 15%, de
esta manera se obtuvo un polvo blanco correspondiente al compuesto N,N’-bis(3-
quinolin)piridin-2,6-dicarboxiamida (BQ3) en un rendimiento de 95%. Este compuesto
se hizo reaccionar con 2 equivalentes de bromuro de bencilo en DMF anhidra (7mL) por
2 dias. El precipitado que se formo fue separado por filtracién y lavado con metanol frio
para obtener el bromuro de N,N’-Di(3-N"-bencilquinolinio)piridin-2,6-dicarboxiamida
(BQ3BzBr). La sal de bromuro fue disuelta en 400mL de metanol caliente y
posteriormente se adicionaron dos equivalentes de triflato de plata. La mezcla de
reaccién se mantuvo en agitacion constante durante 4 horas a 80°C. El precipitado gris
correspondiente al bromuro de plata fue filtrado por gravedad a 80°C y el agua madre
se dejo en reposo para obtener a través de evaporacién lenta cristales de BQ3BzTf

adecuados para la Difraccion de Rayos X. BQ3BzTf se obtuvo en un rendimiento del
84%.

'H NMR (300MHz, DMSO-dg) & 11.93 (s, 2H), 10.27 (s, 2H), 9.66 (s, 2H), 8.57 (g, J= 8.5Hz, 7H), 8.17 (m,
2H), 8.04 (t, J= 7.9Hz, 2H), 7.48 (m, 4H), 7.39 (m, 6H), 6.46 (s, 4H).

*C NMR (75MHz, DMSO-dg) 5 162.70, 147.57, 144.73, 141.31, 135.82, 135.22, 134.66, 133.67, 132.82,
130.63, 130.53, 130.06, 129.36, 129.20, 127.74, 126.69, 119.38, 63.16.

IR (ATR) cm™ 3294.93, 1684.91, 1544.20, 1223.95, 1165.51. Masas FAB* [M+Tf] 750.
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1.3 Receptor Monocationico MQ3RTH.

Trifluorometilsulfonato de N-(3-N’-etilacetatoquinolinio)benzamida.

CF3SOg

Daray
O>_/l\é§ H
0

Una mezcla de 3-aminoquinolina (1.0g) y cloruro de benzoilo (0.8mL) en 50mL de
tolueno seco se coloco a reflujo por 24 horas. De la mezcla de reaccidén se obtuvo un
precipitado amarillo que fue colectado por filtracibn a vacio, lavado con acetona y
neutralizado con una solucion acuosa de bicarbonato de sodio al 15% para asi obtener
un polvo beige correspondiente al compuesto N-(3-quinolin)benzamida (MQ3) en un
rendimiento del 92%. Posteriormente MQ3 se hizo reaccionar con 10 equivalentes de
bromoacetato de etilo en DMF/Acetona (2:8 v/v 20mL) por 2 dias. Posteriormente a la
mezcla de reaccion se adiciono éter etilico frio (40mL) para precipitar el compuesto
correspondiente a la sal de bromuro (MQ3RBr). El precipitado de MQ3RBr fue separado
por filtracién y lavado con éter etilico frio. La sal de bromuro fue disuelta en 500mL de
metanol caliente y posteriormente se adiciono un equivalente de ftriflato de plata. La
mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion constante durante 4 horas a 80°C. El
precipitado gris correspondiente al bromuro de plata fue filtrado por gravedad a 80°C y
el agua madre se dejé en reposo para obtener a través de evaporacion lenta cristales
de MQS3RTf adecuados para la Difraccion de Rayos X. MQ3RTf se obtuvo en un

rendimiento del 77%.

'H NMR (300MHz, DMSO-dg) & 11.43 (s, 1H), 10.03 (d, J= 2.2Hz, 1H), 9.44 (s,1H), 8.50 (d, J= 8.0Hz,
1H), 8.40 (d, J= 9.0Hz, 1H), 8.18 (t, J= 7.9Hz, 1H), 8.07 (m, 3H), 7.69 (m, 3H), 6.23 (s, 2H), 4.25 (q, J=
7.1Hz, 2H), 1.26 (t, J= 7.1Hz, 3H).

®C NMR (75MHz, DMSO-ds) 5 166.22, 166.04, 145.42, 136.50, 136.49, 135.41, 134.55, 133.40, 132.83,
130.31, 130.18, 129.25, 128.82, 127.88, 118.62, 62.50, 57.97, 13.88.

IR (ATR) cm™ 3329.92, 3097.34, 1748.91, 1681.05, 1516.71, 1255.49, 1152.67. Masas FAB' [M+Tf] 335
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SECCION C. ESTUDIOS DE ASOCIACION MOLECULAR

1 Titulaciones Espectrofluorimétricas.

Las titulaciones fluorimétricas , fueron realizadas de la siguiente manera. Se prepararon
soluciones stock de cada uno de las sales de triflato de los receptores y se usaron para
obtener mas diluidas directamente en las celdas de fluorescencia, se grabaron los
espectros de emision con una longitud de onda de excitacién de 350nm y se adiciono
alicuotas de soluciones concentradas de los aniones. Los espectros fueron grabados
por duplicado después de agitar y esperar un par de minutos. Las concentraciones de

las soluciones utilizadas en los experimentos se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Concentraciones usadas en las titulaciones fluorimétricas.

] [Receptor] [Receptor] [Huésped] [MOPS]
Receptor Huésped
Stock (M) celda (M) Stock (M) Stock (M)
ATP
ADP
AMP 0.08
GTP 8.6x10°
BQ3R 7.0x10™
CTP
HsP,O; 0.15
cr
0.3
Br 17.3x10°
ATP 0.04
ADP 7.5x10°
AMP 0.08
GTP 23.3x10°
MQ3 9.4x10™*
CTP 7.5x10°
HsP,0; 0.15
cr 23.3x10°
Br 0.3
BQ3Bz cr 7.11x10* 20x10°®
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2 Titulaciones Espectrofotométricas por UV-Vis.

La titulacién espectrofotométrica fue hecha siguiendo la siguiente metodologia. Se
preparé una solucion stock concentrada, 7.0x10™“M del receptor en MeOH vy a partir de
esta solucién se tom6 una alicuota que fue diluida con una solucién buffer, 0.04M de
MOPS en una celda de cuarzo hasta obtener una concentracién de 9.6x10°M,
posteriormente se tomd el espectro de absorcion y directamente en la celda se

adicionaron alicuotas de una solucién stock concentrada, 0.08M de ATP.

Los espectros de absorcion para cada una de las adiciones del nucleétido se tomaron
por duplicado después de 1min. Los datos experimentales fueron utilizados para

determinar la constante de asociacion.

3 Titulaciones Espectroscépicas por RMN.
El estudio de asociacion por RMN, fue hecho para el receptor BQ3R y el nucle6tido ATP
debido a que posee una alta afinidad con respecto a otros nucleétidos o aniones

inorganicos empleados en este estudio.

3.1 Titulacién por ‘H RMN.

La titulacién se realizé directamente en un tubo de resonancia, se pesaron 5mg de
BQ3RTf que se disolvieron en 700uL de una mezcla de D,O y DMSO-ds en una relacién
1:1, se grabo el espectro y posteriormente en un tubo de resonancia diferente se
agregaron 5mg de ATP disueltos en una mezcla 1:1 de D,O y DMSO-dg, el espectro se
grabd. En un tercer tubo de resonancia se mezclaron 5mg de BQ3RTf y 5mg de ATP a
la misma relacién de disolventes deuterados. Después de un minuto de agitacion se

grabo el espectro.

3.2 Titulacién por 3P RMN.

La titulacién se realiz6 directamente en un tubo de resonancia, se pesaron 5mg de ATP
que se disolvieron en 700uL de una mezcla de D,O y DMSO-dg en una relacién 1:1, se
grabd el espectro y posteriormente en un tubo de resonancia diferente se agreg6 una
mezcla de 5mg de ATP con 5mg de BQ3RTf disueltos en una mezcla 1:1 de D,O y

DMSO-ds. Después de un minuto de agitacion se grabé el espectro.®?
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4 Determinacion Potenciométrica de Constantes de Ac  idez (pKa) de
Receptores Dicationicos.
Para determinar las constantes de acidez de los receptores dicationicos se hicieron
experimentos tipicos de perfiles de pH contra emisién de fluorescencia en solucion
acuosa. Los experimentos consistieron en preparar soluciones stock de los receptores
BQ3RTf y BQ3BzTf. Para ambos receptores se realizé6 una dilucion hasta una
concentracion de 8.12x10°M en un volumen de 35ml, en presencia de una mezcla
buffer 0.04m de MOPS, MES y CAPS, se llev6 la solucion hasta pH 2.5 con acido
trifluoroacético y se comenzd a titular con una solucion 0.5m de NaOH, tomando pH y

espectro de emisién después de cada adicion.?
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mas sobresalientes de este trabajo enfocados a la sintesis quimica de
los receptores asi como también a los estudios de sus estructuras cristalinas y al
reconocimiento molecular con nucle6tidos y aniones inorganicos mediado por técnicas
espectroscopicas se muestran a continuacién. El capitulo estd dividido en dos
secciones: la seccién A describe la sintesis y el andlisis estructural de cinco
compuestos, estos corresponden a tres sales de triflato de los receptores MQ3R, BQ3R
y BQ3Bz, a una sal mixta de triflato-cloruro de BQ3Bz y a la sal de bromuro de BQ3R.
El estudio incluye el andlisis estructural y estudio de las interacciones receptor-anion
presentes en estado sdélido. Por lo tanto la Difraccion de Rayos X de Monocristal juega
un rol interesante e igual de importante comparandolo con la Espectroscopia de
Fluorescencia de Emisién, gracias a las estructuras cristalinas de los sistemas
estudiados se pueden analizar todas aquellas interacciones intermoleculares entre el
anion y el receptor. La seccion B engloba todo el estudio relacionado al reconocimiento
molecular de los nucle6tidos y de algunos aniones inorgénicos (cloruro, bromuro y
pirofosfato) con receptores basados en piridin-2,6-dicarboxiamida en agua, en especial
con la sal de triflato de BQ3R. Los estudios van desde fendmenos fluorescentes hasta
fendmenos magnéticos que involucran el desplazamiento de sefales en Espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear. La primer parte de la seccién B esta enfocada a los
estudios de asociacidon receptor-nucleétido llevados a cabo por titulaciones
fluorimétricas para los receptores N-alquilados sintetizados en este estudio. La segunda
parte involucra el célculo de constantes de acidez Unicamente para los receptores
dicatiénicos. La tercera y cuarta parte discuten la titulacion espectrofotométrica UV-Vis
y la titulacién espectroscépica de RMN (*H y *'P) entre el receptor BQ3R y ATP, la
razon por la que Unicamente se hizo el estudio del sistema BQ3R-ATP incurre en el
elevado valor de su constante de asociacion obtenida por Espectroscopia de

Fluorescencia de Emision frente al resto de los demas huéspedes.
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SECCION A. ESTRUCTURAS CRISTALINAS

1 Monocristales Obtenidos de Las Diferentes Sales d e Los
Receptores.

Cristales adecuados para Difraccion de Rayos-X de Monocristal fueron obtenidos para
los compuestos de la Tabla 4.1. La estructura cristalina de los compuestos corresponde
a tres sales de triflato (BQ3RTf, BQ3BzTf, MQ3RTf), una sal de bromuro (BQ3RBr) y
una sal mixta de triflato-cloruro (BQ3BzCITf).

Tabla 4.1 Receptores de piridin-2,6-dicarboxiamida (BQ3R, BQ3Bz) y la respectiva N-quinolin benzamida
de BQ3R.

Receptor catiénico Anién omenclatura del compuesto

\
O | = O

N Triflato BQ3BzTf
(e IO

BQ3B
NS N

Cloruro
O) © Cloruro BQ3BzCITf
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Los compuestos fueron obtenidos por la reaccién de dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo
con dos equivalentes de 3-aminoquinolina en tolueno seco seguido por un tratamiento
con un agente alquilante (bromoacetato de etilo) para BQ3RTf o un agente bencilante
(bromuro de bencilo) para BQ3BzTf en DMF-Acetona. Las sales de triflato de los
compuestos fueron obtenidas por intercambio con triflato de plata en CH30H-H,O. El
compuesto MQ3RT(f fue preparado por la misma ruta sintética pero utilizando bromuro
de benzoilo en lugar de dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo. (Ver Capitulo 3; Seccién B;
Pagina32).

En la Tabla 4.2 se enlistan los compuestos de los que se obtuvieron monocristales

adecuados para Difraccion de Rayos X.

Tabla 4.2 Nomenclatura utilizada de las diferentes estructuras cristalinas de los receptores con diferentes

aniones.

Compuesto  Disolvente de Cristalizacion

BQ3RTf H,O
BQ3RBr CH3OH-H,0
MQ3RTf H,O
BQ3BzTf CH5OH
BQ3BzCI Tf CH3OH-H,0

2 Receptores Basados en Piridin-2,6-dicarboxiamida.

2.1 Receptor BQ3R.

2.1.1 Compuesto BQ3RTT.
La evaporacién lenta de una solucién acuosa saturada del complejo BQ3RTf produce

cristales rectangulares e incoloros adecuados para Difraccién de Rayos X.

La Figura 4.1 muestra la estructura cristalina de la sl de triflato de BQ3R y las
interacciones receptor-anion encontradas en el cristal. El receptor es practicamente
plano, los angulos diedros entre los anillos de quinolina y el anillo central de piridina son
18.79° y 13.56°. Los grupos N-alifaticos de las quinolinas se encuentran en posicion
antiperiplanar. Un anion triflato estd posicionado por debajo del plano del anillo central

de piridina, la distancia entre el atomo de oxigeno (O7) y el plano es de 0.936A.
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El cristal muestra que los enlaces NH de los grupos amida se encuentran orientados en
forma convergente hacia el &tomo de oxigeno formando dos enlaces de hidrégeno del
tipo N-H””O. Las distancias y angulos se resumen en la Tabla 4.3 Una interaccion

MMM

adicional ocurre a través de dos enlaces de hidrégeno del tipo C-H””0O con grupos CH
arométicos que estan en la posicion dos con respecto a los atomos de nitrégeno de los

grupos quinolinio.

Figura 4.1 Perspectiva de la estructura cristalina de la sal de triflato de BQ3R. Los elipsoides térmicos se

muestran con una probabilidad del 50%.

El segundo anién triflato se localiza fuera de la cavidad. Las distancias y angulos se
muestran en la Tabla 4.3 Los atomos de oxigeno (010, Ol1l, O12) se encuentran
interaccionando con grupos CH alifaticos proximos al atomo de nitrdgeno de las

NN

guinolinas formando enlaces de hidrogeno del tipo C-H™”0O, adicionalmente también el
atomo de oxigeno (010) se encuentra formando un enlace de hidrégeno con un grupo
CH aromatico que esta en la posicion dos con respecto al atomo de nitrégeno de una

de las quinolinas.

Enfocandonos a la conformacion del receptor, se esperaria que el modo de asociacién
con el anién triflato y con otros aniones tetraédricos como fosfato sea similar tanto en

estado s6lido como en solucién.
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La distancia entre los grupos NH de las amidas convergentes es de NH”””HN, 3.0834 A,
y entre los grupos CH que estan en la posicion dos con respecto a los 4&tomos de
nitrégeno de las quinolinas, que también forman la cavidad es de CH””HC, 4.3871 A.

Tabla 4.3 Enlaces de hidrogeno seleccionados dentro de la estructura cristalina de la sal de triflato del
receptor BQ3R.

Compuesto Enlace-H D-H[A] H”A[A] D™A[A] «DHA [°] Simetria
C4-H4A™”012 0.970(6) 2408  3.489(9) 149.54)  xy.z
C4-HAA™’010 0.970(6)  2.43  3.272(8) 148.0(4)  xy,z

C5-H5””010  0.930(5) 2554  3.108(8) 129.7(4)  xy.z

C30-H30B”011 0.970(4) 2.618  3.086(9) 114.6(3)  xy.z

C22-H22””09  0.929(5) 2.127  2.939(6) 110.6(4) -1+xy.z
C5-H5””08  0.930(5) 2.183  2.981(8) 113.3(3) -1+x.z
N2-H2”07 0.859(4) 2.488 3.009(4) 158.5(3) -1+x,y,2
N4-H4”07  0.860(3) 2.48  2.943(6) 160.7(3) -1+xy.z

BQ3RTf

El arreglo cristalino del compuesto BQ3RTf se muestra en la Figura 4.2 y consiste en
capas alternadas de iones triflato y unidades de receptor. Los cationes interactian con

dos aniones triflato los cuales se encuentran en lados opuestos del receptor.

Figura 4.2 Arreglo cristalino de la sal de triflato de BQ3R.
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2.1.2 Compuesto BQ3RBr.
La recristalizacion en metanol-agua del bromuro de BQ3 produjo por evaporacién lenta

cristales color amarrillo adecuados para Difraccion de Rayos X. (Ver Figura 4.3).

El receptor posee los dos grupos amida en forma convergente, la distancia NH””HN y
CH””HC es de 3.139 A y 4.545 A respectivamente, a diferencia de la sal de triflato este
compuesto tiene una molécula de agua dentro de la cavidad. Las distancias y angulos

para enlaces de hidrégeno seleccionados se muestran en la Tabla 4.4

Tabla 4.4 Enlaces de hidrégeno seleccionados dentro de la estructura cristalina del compuesto BQ3RBr.

Compuesto Enlace-H D-H[A] H”A[A] D”A[A] <«DHA [°] Simetria
C15-H1577031 0.950(7) 2508  3.25(1) 1345(4)  xy.z
C18-H1877031 0.950(6) 2.430  3.22(1)  141.055)  xy.z
N2-H2””031  0.86(5)  2.02  2.847(8)  160(5) XY,z
N4-H4”031 0.85(5)  2.05  2.898(9)  170(6) XY,z

BQ3RBr

La molécula de agua interactia con el receptor a través de enlaces de hidrogeno del
tipo N-H””OH,, C-H””OH,. Dos atomos de bromo interaccionan por enlaces de

hidrégeno con la molécula de agua hospedada en la cavidad.

Figura 4.3 Perspectiva de la estructura molecular de la sal de bromuro de BQ3R. Los elipsoides térmicos

se muestran en una probabilidad del 50%.
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2.2 Receptor BQ3Bz.

2.2.1 Compuesto BQ3BzTHf.
Cristales adecuados para la Difraccién de Rayos X se formaron a partir de una solucion
saturada en metanol. La evaporacion lenta produce cristales incoloros en forma
cuadrada. La estructura cristalina del compuesto BQ3BzTf junto con las interacciones
receptor-anion se muestran en la Figura 4.4 El receptor es practicamente plano, los
grupos NH de las amidas se encuentran orientados en forma convergente hacia la
cavidad y los grupos N-bencilo de las quinolinas se encuentran en posicion
antiperiplanar. La Tabla 4.5 muestra distancias intermoleculares y angulos para los

enlaces de hidrogeno seleccionados.

Figura 4.4 Perspectiva de la estructura molecular de la sal de triflato de BQ3Bz. Los elipsoides térmicos

se muestran con una probabilidad del 50%.

Los dos anillos de quinolina y la piridina central estan practicamente en el mismo plano,

las quinolinas N-benciladas se encuentran rotadas a 3.41° con respecto al anillo central

NN

de piridina. La distancia N”>”’N entre los grupos amida es de 3.38A.
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Dos aniones triflato estan enlazados al receptor a través de interacciones del tipo
N-H””0O, C-H™”0O y CH””F. Ambos aniones son equivalentes ya que presentan los
mismos enlaces de hidrégeno, uno esta interaccionando por la parte superior de la

cavidad y el otro esta posicionado en la parte inferior de la cavidad.

Tabla 4.5 Enlaces de hidrogeno seleccionados dentro de la estructura cristalina del compuesto BQ3BzTf.

Compuesto Enlace-H D-H[A] H”A[A] D”A[A] «DHA [?] Simetria
C20-H20°”F1 0.950(2) 2.583  3.106(2) 114.7(1)  xy.z
C19-H19”F1 0.950(2) 2.583  3.101(3)  114.6(1) X,Y,Z
C6-H6™ 02  0.950(2) 2.369  2.970(2) 120.8(1)  xy.z

C6-H6™”04  0.950(2) 2.667  2.898(2)  94.3(1) X,Y,Z
BOABZTH N2-H2””02  0.84(2) 2189  2.891(2)  141(2) XY,z
C6-H6™"04" 0.950(2) 2.667  2.898(2)  94.3(1) XY,z

C6-H6™"02" 0.950(2) 2.369  2.970(2) 120.8(1) -xy,1/2-z
N2-H2””02"  0.84(2)  2.189  3.106(2)  141(2)  -xy,1/2-z
C20-H20™”F1’ 0.950(2) 2.583  3.101(3) 114.7(1) -xy.1/2-z
C19-H19™”F1’ 0.950(2) 2.583  2.891(2) 114.6(1) -xy,1/2-z

La Figura 4.5 muestra la estructura tridimensional del compuesto BQ3BzTf. La red

tridimensional se extiende con dicatiénes y triflatos alternados en los tres ejes.

Figura 4.5 Empaquetamiento cristalino del compuesto BQ3BzTf.
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2.2.2 Compuesto BQ3BzCITf.
La cristalizacion de una mezcla 1:1 de la sal de triflato de BQ3Bz con NaCl en metanol-
agua produce cristales cubicos e incoloros de la sal mixta adecuados para la Difraccion
de Rayos X. La Tabla 4.6 muestra las distancias y angulos para enlaces de hidrégeno

seleccionados representados en la estructura cristalina de Figura 4.6.

Tabla 4.6 Enlaces de hidrégeno seleccionados dentro de la estructura cristalina del compuesto
BQ3BzCLTf.

Compuesto Enlace-H D-H[A] H”A[A] D”™A[A] <«DHA [] Simetria
N2-H2””03  085(3) 2.15(3) 2.950(3)  157(3) v
N4-H4”03  0.81(3) 2.28(3) 3.020(3)  153(3) XY,z

C25-H25”°03 0.949(3) 2.500(2) 3.258(3) 136.82)  xy.z
C9-H9””03 0.950(3) 2.535(2) 3.245(3) 131.6(2) X,z

BQ3BzCITf

La Figura 4.6 muestra la estructura cristalina de la sal mixta de BQ3Bz. El ion triflato no
se encuentra interaccionando directamente en la cavidad del receptor, la cavidad se
encuentra ocupada por una molécula de agua que forma puentes de hidrégeno del tipo
N-H””OH,, C-H””OH,. Los grupos N-bencilo de las quinolinas se encuentran en

posicién synperiplanar.

Figura 4.6 Perspectiva de la estructura molecular de la sal mixta de triflato y cloruro de BQ3Bz. Los

elipsoides térmicos se muestran con una probabilidad del 50%.
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3 Receptor Basado en N-quinolin Benzamida.

3.1 Receptor MQ3R.

3.1.1 Compuesto MQ3RTH.
El propdsito de sintetizar y obtener la estructura cristalina de este compuesto se justifica
con el fin de estudiar y comparar el efecto de la cavidad que poseen los receptores
basados en piridin-2,6-dicarboxiamida (BQ3R Y BQ3Bz). La ausencia de la cavidad o la
presencia de esta nos permite estudiar y comparar el modo de asociacién entre
receptor-anion, y de esta manera saber si la cavidad influye en la selectividad con los
aniones de estudio. Para esto se preparé la analoga N-quinolin benzamida de BQ3R,
de la cual se obtuvieron cristales incoloros a partir de la evaporacion lenta de una
solucion acuosa saturada de la sal de triflato (MQ3RTf). El receptor es monocationico y
se encuentra interaccionando con un ion triflato. Como se puede observar en la Figura
4.7, el receptor esta interaccionando con un atomo de oxigeno (O6) del el ion triflato a
través de tres enlaces de hidrégeno, dos del tipo C-H””O y un del tipo N-H””O. La
Tabla 4.7 muestra distancias intermoleculares y &angulos para los enlaces de hidrégeno

seleccionados.

Figura 4.7 Perspectiva de la estructura molecular de la sal de triflato de MQ3R. Los elipsoides térmicos

se muestran con una probabilidad del 50%.
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El grupo quinolinio y la benzamida estan practicamente en el mismo plano, el grupo
quinolinio N-alquilado esta rotado a 8.18° con respecto al anillo de la benzamida. La
estructura cristalina de MQ3RTf manifiesta interacciones del tipo CH””X”””HC, ambos
son arométicos, un grupo CH pertenece al anillo de la quinolina y esta situado en la
posicion cuatro con respecto a su atomo de nitrdgeno, el segundo grupo CH se
encuentra posicionado en el anillo de la benzamida. El grupo amida contribuye

directamente con un enlace de hidrégeno.

Tabla 4.7 Enlaces de hidrégeno seleccionados dentro de la estructura cristalina del compuesto MQ3RTH.

Compuesto Enlace-H D-H[A] H”™AI[A] D”™A[A] <«DHA [°] Simetria
C6-H6””06 0.950(2) 2.596  3.477(2) 154.41)  xy.z
MQ3RTf  C15-H15””06 0.950(2) 2.514  3.217(2) 130.9(1)  xy.z
N1-H1”’06 0.83(3) 212  2.903(2)  159(2) XY,z

La estructura tridimensional del compuesto MQ3RTf se muestra en la Figura 4.8 y

consiste en capas alternadas de iones triflato y unidades de receptor.

Figura 4.8 Empaquetamiento cristalino del compuesto MQ3RTH.
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4 Analisis Estructural de los Receptores.

Las estructuras cristalinas correspondientes a las sales de triflato de BQ3R y BQ3Bz
muestran que el anion esta posicionado en la cavidad del receptor, a través de enlaces

))»»X-))»))

de hidrégeno del tipo NH HC, similar a lo descrito en la literatura para algunos
receptores con grupos amino o ureidopiridinio.*® La estructura cristalina correspondiente
a la sal de triflato de MQ3R manifiesta interacciones del tipo CH””X™””HC y NH””X", un
grupo CH pertenece al anillo de la quinolina y esta situado en la posicion cuatro con
respecto a su atomo de nitrdgeno, el segundo grupo CH se encuentra posicionado en el
anillo de la benzamida, el grupo NH corresponde a la amida y este contribuye

directamente con un enlace de hidrégeno.

Los resultados de las estructuras sdlidas descritas en este capitulo muestran que la
conformacion de BQ3R y BQ3Bz esta pre-organizada para hospedar debido a que los
grupos NH de las amidas se encuentran orientados dentro de la cavidad, similar a los
receptores de piridin-2,6-dicarboxiamida que se han informado.* En la Figura 4.9 el
receptor MQ3R presenta en estado sélido dos interacciones adicionales ademas de las
tres que se han descrito, sin embargo son interacciones que suceden con otra unidad
de receptor, por lo que se esperaria que las interacciones entre receptor y anién en
solucion acuosa apaguen la fluorescencia mayoritariamente por un mecanismo
dinamico provocado por colisiones entre anidn-receptor que por una asociacion formal
receptor-anion, por lo tanto la presencia de una cavidad en el receptor contribuye en

gran medida a que el anién se encuentre asociado formalmente.

Figura 4.9 Interacciones intermoleculares entre un anion triflato y dos unidades de receptor MQ3R.
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Para los casos BQ3RTfy BQ3BzTf los grupos amida son practicamente coplanares con
el anillo de la piridina central, la mayor desviacién se observa para el triflato de BQ3Bz,
donde los grupos amida estan rotados 17.78° en direcciones opuestas con respecto al
plano de la piridina central. Los grupos amida del compuesto BQ3RTf presenta angulos
de rotacion diferentes con respecto al plano de la piridina central, ambos angulos estan
rotados en direcciones opuestas con respecto al mismo plano de la piridina central. (Ver
Tabla 4.8).

Tabla 4.8 Rotacién de grupos amida con respecto al anillo de piridina central en receptores basados en

piridin-2,6-dicarboxiamida empleados en este estudio.

Compuesto <« Rotacion [°]

7.13
BQ3RTf 8.65
BQ3BzTf 17.78

En las estructuras cristalinas de BQ3RTf y BQ3BzTf (Ver Figura 4.1 y 4.4) observamos
que el anion tetraédrico de triflato se encuentra formalmente asociado a través de
enlaces de hidrégeno situados en la cavidad del receptor, por lo que se intuiria que
aniones tetraédricos como SO, 2, HSO,, PO,4*, H3P,07 o bien la cadena secuencial de

tres grupos fosfato en los nucle6tidos sea similar.

Enfocandonos a la conformacion de las sales de triflato de los receptores BQ3R vy
BQ3Bz, observamos que los grupos NH de amida se encuentran orientados en forma
convergente hacia al centro de la cavidad y estos estan formando enlaces de hidrogeno
con los atomos de oxigeno de dos iones triflato, adicionalmente dos enlaces de
hidrégeno del tipo CH aromaticos también se encuentran interaccionando de la misma
manera, por lo tanto para fines de este estudio con nucledtidos y de acuerdo a los
resultados en estado sdlido y solucién se esperaria que la cavidad sea un sitio de
interaccion con los grupos fosfato y los grupos quinolinio sean sitios para interactuar
con las bases de purina (ATP, GTP) o pirimidina (CTP) a través de apilamiento T, tal

como lo propone la referencia 26.
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SECCION B. RECONOCIMIENTO MOLECULAR

1 Estudios por Espectroscopia de Fluorescencia.

Las sales de triflato de los compuestos sintetizados fueron probadas como
quimiosensores para aniones con relevancia biolégica los cuales incluyen especies
inorganicas (CI, H3P,07) y sales de sodio de nucleétidos (ATP, GTP, CTP, ADP y
AMP). En general la adicion de alicuotas de aniones extingue la fluorescencia de
soluciones acuosas de los quimiosensores MQ3RTf, BQ3RTf y BQ3BzTf a pH= 6.5
(MOPS, 40 mM). Los perfiles de Stern-Volmer (lo/l vs [Q]; lo= Intensidad fluorescente del
receptor, I= Intensidad después de cada adicion de alicuotas de aniones, [Q]=
Concentracién del receptor) obtenidos de titulaciones fluorimétricas proporcionan
informacion acerca del proceso de extincién de la fluorescencia del receptor BQ3RTf.

En general se pueden observar tres procesos:**>*

1. Apagamiento dinamico, donde el proceso de extincion de la emision fluorescente es
por colisiones aleatorias entre el sensor y el anion, tipicamente el perfil se observa
como una linea recta donde la pendiente corresponde a la contante de Stern-Volmer

y los datos pueden ser ajustados a la siguiente ecuacion:

Este comportamiento se observa comUnmente para halogenuros y aniones

inorganicos gque no presentan asociacion con los sensores.

2. Apagamiento dinAmico y estatico, en este caso el fluoroforo (sensor) y el apagador
(anién) forman un complejo supramolecular estable no fluorescente. En este
contexto el pagamiento es una mezcla del dinamico con estéatico (asociacion). El
perfil (Io/l vs [Q] se caracteriza por una pendiente y los datos pueden ser ajustado a

la ecuacion:

IIO =1+ K QN+ K, [Q]) i 3]

Donde K;ss representa la constante de asociacion entre el sensor-huésped.
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3. Apagamiento dinamico y estatico con un aducto fluorescente, en este caso el
apagador (anion) se une al sensor y forman un complejo supramolecular que
todavia es fluorescente (la emisién del sistema sensor-anion no es apagada
completamente). Los perfiles de Stern-Volmer se observan como una parabola y los

datos pueden ajustarse a la siguiente ecuacion:

(L+ Ky [QNA+KG[QD [4]
1+ K [Q))

lo
I

Donde p es definida como la fluorescencia residual del complejo supramolecular.

En este contexto fueron realizados experimentos para los tres sensores. El compuesto
BQ3RTf y su derivado de benzamida MQ3RTf son solubles en concentraciones
micromolares en agua pura conteniendo un buffer MOPS (40 mM) a pH = 6.5. Sus
espectros de emisién (Aex= 350 nm) son mostrados en la Figura 4.10. Los maximos de

emision son 416 nm y 415 nm para BQ3RTf y MQ3RTf respectivamente.

BQ3RTf (—)
MQ3RTF (---)

. 600 -+

400 -+

200 -

Intensidad Fluorescente u.a

400 500 600

Figura 4.10 Espectros de emision fluorescente (Ax=350 nm) para los receptores BQ3RTf (10uM) y
MQ3RTf (10pM) a pH=6.5 (MOPS, 40mM) en agua.

53



[CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION] BaEellosin = aio8 o) 01 EYe

En el caso de BQ3RTf la adicién de los nucleétidos genera una fuerte respuesta de
apagamiento de sus soluciones acuosas, sin modificacion del maximo. La Figura 4.11

muestran las titulaciones fluorimétricas para ATP (0-3.5 mM) y GTP (0-3.0 mM).

Intensidad Fluorescente u.a.

Intensidad Fluorescente u.a.

Figura 4.11 Titulaciones fluorimétricas (Aex= 350 nm) de BQ3RTf (10 uM) a pH = 6.5 (MOPS, 40 mM) con
adiciones de sales de sodio de ATP y GTP.
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La Figura 4.12 muestra los perfiles de Stern-Volmer de BQ3RTf con una serie de

nucleétidos en las condiciones experimentales de la Figura 4.11.

ATP
31 .
. GTP
. _ ADP
.
~ ‘
~° 2~ n . l- P
. - = ' =
-l. w " .- b
g
L' &
e

T T T T T

0 2 4
[nucledtido] mM

Figura 4.12 Perfiles de las titulaciones fluorescentes de BQ3RTf con nucleétidos.

Para todos los nucleétidos los perfiles muestran un comportamiento parabdlico que
puede ser bien ajustado para un apagamiento dinamico-estatico con asociacién sensor-
nucleétido que todavia tiene emisién fluorescente (caso 3). Este comportamiento es
esperado debido a que el receptor BQ3RTf tiene en su estructura quimica un sitio de
asociacion para aniones formado por grupos amida acidificados. La estructura cristalina
muestra que los grupos amida estan convergentes hacia la cavidad del receptor. (Ver
Figura 4.1, Capitulo 4; Seccion A). Estudios previos en nuestro grupo de investigacion
han demostrado que aniones inorganicos pueden alojarse en esta cavidad en solucion.
La tabla 4.9 resume los valores calculados de las constantes de Stern-Volmer y las
constantes de asociacion para BQ3RTf y MQ3RTf con los aniones. La afinidad del
receptor por los nucleétidos estudiados tiene la siguiente tendencia ATP > GTP > ADP
> CTP > AMP > Pirofosfato. Esta tendencia se encuentra correlacionada con la

respuesta al apagamiento de la emision fluorescente por los aniones.
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Pirofosfato interacciona con el receptor BQ3RTf con una constante de asociacion
considerable de 239 M™ pero con un apagamiento débil Kg,= 10.0 (0.5). En este contexto
se espera que los grupos fosfato de los nucle6tidos sean el sitio de asociacién con la
cavidad del receptor BQ3RTf. Los aniones cloruro, bromuro y pirofosfato dan un
apagamiento mas débil que los nucledtidos, cloruro y bromuro tienen perfiles (lo/l vs
[anién]) con un comportamiento lineal que es tipico para procesos dinamicos. Los

valores se ajustan perfectamente a este proceso y a la ecuacion presentada para el

caso 1.
204 Br
Cl
. H3PEO?
151 A . 2
&y L ]
“‘6 . s e
& " i'.
L .l
o0’
104
0 5 10 15 20 25

[huésped] mM

Figura 4.13 Perfiles de las titulaciones fluorescentes de BQ3RTf con cloruro, bromuro y pirofosfato.

Estructuralmente MQ3RTf es un andlogo de BQ3RTf que solo contiene un grupo
guinolinio cuaternizado y no contiene una cavidad o sitio de asociacion que pudiera
alojar algun anion, este solo presenta un grupo amida acidificado. En este contexto se
espera que los aniones no se asocien con MQ3RTf en medio acuoso, ya que las
moléculas de agua compiten fuertemente por el sitio de asociacién y por lo tanto su

perfil de Stern-Volmer solo presenta un apagamiento dinamico por colisiones aleatorias.
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Las adiciones de ATP y GTP presentan asociacion débil con MQ3RTf (Kass = 356 y 803
M" respectivamente) comparada con el sensor BQ3RTf. En todos los casos las
constantes de Stern-Volmer también son menores que su derivado que contiene una
cavidad (BQ3RTf). La presencia de un sitio de asociacion en forma de una cavidad
aumenta considerablemente la asociacion con los aniones. La Figura 4.14 Muestra una

comparacion de las constantes de asociacion calculadas entre BQ3RTf y MQ3RTH.

Figura 4.14 Contantes de asociacion calculadas de BQ3RTf y MQ3RTTf con nucleétidos y pirofosfato a

pH = 6.5 en agua.
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Tabla 4.9 Constantes de asociacion, de Stern-Volmer y p de BQ3RTF y MQ3Tf con nucledtidos y aniones

inorganicos.
Nucleétido/ BQ3RTI MQ3RTF
Anion Inorganico Kiace Ke, o Koce Ke, o
ATP 1759(70) 105(2) 040 356(63)  28(2) 08
ADP 731(43)  83(3) 0.45 - 29(0.3) -
AMP 284(121) 45136§r1n 0.5 - 17(0.6) -
GTP 1129(19) 143116%]) 0.45 803 4 0.9
CTP 455(60) 90(5) 0.6 - - i
PPi 239(20) 121%&?? 0.7 368.9(63) ifz(oriﬁn) 0.85
o ] 420.6) ] 11.9(0.3)
416nm 412 nm
- ; 83(1) ; 18.36(0.3)
416 nm 412 nm

El receptor BQ3BzTf es insoluble en agua inclusive a concentraciones micromolares,
por lo que resultd dificil realizar los experimentos de reconocimiento molecular con
aniones inorganicos y nucledétidos. La preparacion de una solucién stock de BQ3BzTf
10mM agua-metanol 4:1 basta para solubilizar por completo al receptor, sin embargo al
momento de realizar las titulaciones con soluciones de nucle6tidos usando un buffer
100% acuoso de (MOPS), la disolucion presenta turbidez debido a que precipita el
receptor. Una soluciéon stock de BQ3BzTf 10mM en DMSO de igual manera basta para
solubilizar al receptor, sin embargo al momento de realizar las titulaciones se observa
una disminucion en la intensidad de fluorescencia de BQ3BzTf, este fendmeno puede
ser atribuido al efecto del disolvente, es decir, el DMSO manifiesta un fuerte efecto
apagador de la fluorescencia del receptor BQ3BzTf. El pH del buffer de MOPS es 6.5y
las constantes de acidez de BQ3BzTf (pKai= 4.04, pkay= 6.73) indican que el receptor
se encuentra practicamente desprotonado, al no existir un sitio de asociacion (atomos
de hidrégeno) el sustrato no puede ser reconocido, ademas de que la especie
desprotonada presenta un efecto electronico conocido como PET (Photoinduced
Electron Transfer) que origina un apagamiento casi completo de la fluorescencia, por

estos motivos no se realizaron estudios de reconocimiento con el receptor BQ3BzTf.
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2 Determinacion de Constantes de Acidez.
Para determinar las constantes de acidez de los receptores dicationicos se hicieron
experimentos tipicos de perfiles de pH contra emisiéon de fluorescencia en solucion

acuosa utilizando la siguiente ecuacion:

| _03l,, +(| lahh _O'5Iah) D]-O(pKl_pH) + lia =054, #0351, g (5]

Total ~ 1+10PaPH) 1+10PePH)

Donde Iix es la absorbancia de la especie desprotonada, Iiah €s la absorbancia de la

especie monoprotonada, liann €s la absorbancia de la especie diprotonada y Itotar €S la

suma de cada una de las absorciones de cada especie.”®

Los valores de las constante de acidez de los receptores ofrecen informacioén util que
ayuda a saber si a pH=6.5 (pH de trabajo) los grupo amida de BQ3RTf y BQ3BzTf se
encuentran protonados, monoprotonados o totalmente desprotonados al momento de
realizar las titulaciones fluorescentes, espectrofotométricas y espectrométricas de RMN
con los huéspedes de estudio, esto debido a que los atomos de hidréogeno de los
grupos amida son el sitio de asociacion, si no existen estos sitios de asociacion no

puede haber reconocimiento molecular entre el receptor y el huésped.

La Figura 4.15 representa la titulacion de BQ3BzTf utilizando una solucién 0.5m de

NaOH como titulante.

Intensidad Fluorescente u.a

400 500 600
A Nm

Figura 4.15 Titulacion de una solucién 8.12x10°M de BQ3BzT; buffer MOPS, MES y CAPS [0.04m].
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Como se puede observar en la Figura 4.15 correspondiente a la titulacion de BQ3BzTf
con NaOH, el espectro de fluorescencia del receptor BQ3BzTf disminuye en su
intensidad a medida que se va afiadiendo hidréxido de sodio, esta tendencia es de
esperarse ya que la concentracion del receptor diprotonado va disminuyendo conforme
se afiade el titulante, llega un momento donde practicamenete al tener un exceso de
agente titulante el receptor deja de fluorescer, esto nos dice que la especie
desprotonada presenta un efecto electronico conocido como PET (Photoinduced

Electron Transfer) que origina un apagamiento casi completo de la fluorescencia.

Las figuras 4.16-4.17 representan la curva de titulacion del receptor BQ3BzTf y BQ3RTf
obtenidas de la ecuacion descrita con anterioridad, donde los valores de las constantes

de acidez se representan en la Tabla 4.10.

Como se puede observar en Figura 4.16 que representa el perfil de intensidad de
fluorescencia contra el pH del receptor BQ3BzTf, observamos que la intensidad
disminuye conforme el pH aumenta. Se pueden observar dos puntos de inflexion que

corresponden a los pKa del receptor, la Tabla 4.10 presenta los valores de estos pKa.

40 .
~t 20' -.
...-I
By My g g -
0
2 4 6 8 10 12

pH

Figura 4.16 Perfil Ir vs pH de una titulacién de BQ3BzTf con NaOH; buffer MOPS, MES y CAPS [0.04m].
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La Figura 4.17 correspondiente al receptor BQ3RTf representa el perfil de intensidad de
fluorescencia contra el pH, se puede observar que la intensidad de fluorescencia
disminuye conforme el pH aumenta. Se pueden observar dos puntos de inflexion que

corresponden a los pKa del receptor, la Tabla 4.10 presenta los valores de estos pKa.

200 +

150 4

u
== 100

50

T T T T T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11

pH

Figura 4.17 Peffil I vs pH de una titulacion de BQ3RTf con NaOH; buffer MOPS, MES y CAPS [0.04m].

Tanto en la Figura 4.16 como en la Figura 4.17 se observan dos puntos de inflexion que
corresponden a cada uno de los pKa de los grupos amida presentes en los receptores.
En ambas graficas el primer punto de inflexion correspondiente al pKa; de los
receptores y este es muy notorio, sin embargo el segundo punto de inflexién es muy
pequefio lo que indica que a medida que el receptor se hace mas débil, el punto de

inflexion correspondiente al pKa, se hace menos definido.

Tabla 4.10 Constantes de acidez de los receptores dicationicos.

Sensor | Intensidad de emision de fluorescencia (u.a ) | pKa, | pKa,

BQ3RTf 610 (416nm) 7.76 | 9.52

BQ3BzTf 50 (410nm) 4.04 | 6.73
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3 Estudios por Resonancia Magnética Nuclear de  'Hy *P.

De acuerdo a los experimentos de reconocimiento molecular llevados a cabo por
titulaciones fluorimétricas entre los receptores y nucleétidos se logra observar que para
el sistema BQ3RTf-ATP se observa un importante apagamiento de la fluorescencia, es
decir que el receptor BQ3RTf presenta cierta selectividad por asociarse con ATP y por
lo tanto el complejo BQ3RTf-ATP posee una constante de asociacion alta (Kass), por
este motivo se decidio realizar Unicamente para el receptor BQ3RTf una titulacion
espectroscopica de RMN utilizando como sustrato al ATP. El experimento consiste en
obtener primeramente los espectros individuales de *H y *'P de ATP (0.5mg, 700uL de
D,O-DMSO-ds 1:1) y posteriormente se obtiene un espectro de *H y *'P de la mezcla
BQ3RTf-ATP (0.5mg BQ3RTf, 0.5mg ATP 700uL de D,O-DMSO-ds 1:1), este sencillo
experimento nos permite averiguar que atomos de la molécula de ATP se encuentran
interaccionando con el receptor BQ3RTf, el desplazamiento a campos altos o bajos de
ciertas sefiales en el ATP indican una interaccién supramolecular, es decir que ciertos
atomos interaccionan directamente con el receptor para formar un complejo Receptor-
Huésped.®® La Figura 4.18 representa el experimento de titulacion de RMN llevado a
cabo de acuerdo a las condiciones descritas con anterioridad, donde se puede observar
que las sefiales (1,2,3) de *H de ATP se desplazan a campos altos (Ver Tabla 4.11) lo
que indica una interaccion donde los ndcleos de hidrogeno se encuentran a favor del
campo magnético externo y por lo tanto se encuentran protegidos, esto es normal para
apilamiento T, donde se cree que la base purica del ATP se encuentra interaccionando
con alguno de los grupos quinolinio presentes en el receptor BQ3RTf. En los espectros
de *'P RMN de ATP se observan tres sefiales tipicas correspondientes a los tres
nucleos de fosforo presentes en la molécula, cuando se graba el espectro de ATP-
BQ3RTf se observa que todas las sefiales en 3P se desplazan pero gamma (Y)
presenta un desplazamiento mayor (Ver Tabla 4.11) lo que indica que este ndcleo de
fosforo esta interaccionando fuertemente con el receptor BQ3RTf, este fenémeno
puede ser explicado por el hecho de que el fosforo y representa el grupo fosfato
terminal en el ATP y se piensa que alguno de los atomos de oxigeno cargado
negativamente esta formalizando dos enlaces de hidrégeno con los grupos amida NH

presentes en la cavidad del receptor BQ3RTf (Ver Esquema 4.1).
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Tabla 4.11 Desplazamientos quimicos representativos en RMN de 'H y p correspondientes al ATP y a
una mezcla ATP-BQ3RTf. (D,O-DMSO-dg).

lH 31P
Sefal | ATP | ATP + BQ3RTf | Ad Sefial | ATP | ATP + BQ3RTf | Ad
1 8.56 8.42 0.14 a -10.35 -10.0 0.35
2 8.34 8.15 0.19 B -22.0 -22.4 0.4
3 6.08 5.84 0.24 % -0.88 -7.5 2.38
)
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Figura 4.18 Espectros de 'H RMN y *'P RMN de ATP (0.5mg, 700pL D,0-DMSO-dg 1:1, pH=6.5) y
espectros de '"H RMN y *'P RMN de una mezcla ATP+BQ3RTf (0.5mgBQ3RTf, 0.5mg ATP, 700pL D,0O-
DMSO-dg 1:1, pH=6.5).
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4 Estudios por Espectroscopia Ultravioleta-Visible.

La espectroscopia de UV-Visible ofrece un método confiable para determinar
constantes de asociacion (Kass) por lo tanto el uso de esta técnica resulta ser Util para
corroborar que efectivamente se lleva a cabo una asociacidon entre los receptores y
sustratos de estudio. Es por ello que se realizd una titulacion espectrofotométrica entre
el receptor BQ3RTf y ATP ya que de acuerdo a los experimentos por Espectroscopia de
Fluorescencia este sistema posee la constante de asociacion mas alta (Ksss). En
general la adicion de cantidades micromolares de ATP provocan un cambio de
absorbancia en el guimiosensor BQ3RTf a pH= 6.5 (MOPS, 40 mM). La Figura 4.19
ofrece el espectro de UV-Visible de BQ3RTf y su respectiva N-quinolin benzamida,
podemos observar que el receptor BQ3RTf absorbe mas fuerte que su respectiva N-
guinolin benzamida. La Figura 4.20 representa la titulacion entre BQ3RTf y ATP donde
se observar claramente la presencia de dos puntos isosbesticos en los 375 y 302 nm.
Estos puntos isosbesticos comprueban la presencia de dos especies en solucion, lo que
significa que irrefutablemente existe una especie supramolecular (asociacion del

receptor con ATP) ademas del receptor.

BQ3RTf (—)
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Figura 4.19 Espectros de UV-Visible de los receptores BQ3RTf y MQ3RTf a pH=6.5 (10mM).
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El perfil AA vs [ATP] muestra un comportamiento parabdlico (Figura 4.21) que se ajusta

a la siguiente ecuacion.

_ KBSk R}y +£4[R]:

A 1+ Kass[S]T

Donde A representa el cambio observado en la absorbancia, Kasss constante de
asociacion, [S]r concentracién total del sustrato, [R]r concentracion total del receptor,
Agg; coeficiente de absortividad molar del complejo supramolecular y € coeficiente de

absortividad molar del receptor.

El valor de la constante de asociacion calculada por espectroscopia de UV-Visible es de
384.58M", este valor es mucho méas pequefio comparandolo con el valor obtenido a
través de espectroscopia de fluorescencia (1759M), esto radica en la sensibilidad de la
técnica, es mucho mas sensible detectar un fenomeno de emisién fluorescente que un

fenomeno de absorcion en la region UV-Visible.

Absorbancia

300 330 360 390

r(nm)

Figura 4.20 Titulacidn espectrofotométrica entre BQ3RTfy ATP a pH= 6.5 (MOPS, 40 mM).
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Figura 4.21 Perfil AA vs [ATP] usando BQ3RTH.

5 Analisis de Constantes de Asociacion y Perspectiv as.

Una inspeccién a los valores de las constantes de asociacion colectadas en la Tabla 4.9
indican que el receptor dicatibnico BQ3RTf se asocia con aniones mucho mas fuerte
gue su analogo monocationico MQ3RTf. Este fendbmeno se repite para el caso de las
constantes de Stern-Volmer. Las constantes de Stern-Volmer (Kq, = 2 - 131) muestran
que los receptores pueden detectar concentraciones milimolares de nucleétidos y
aniones con una tendencia ATP > GTP > ADP > CTP > AMP > CI" > PPi.

Los perfiles de fluorescencia de BQ3RTf para cloruro y bromuro muestran una
tendencia que es tipica de estos aniones donde el mecanismo de extincion de la
emision de la fluorescencia describe a un Unico proceso de indole dindmico donde
colisiones aleatorias entre el sensor y el anién provoca que disminuya la emisién de la
fluorescencia, el perfil de este tipo de mecanismo tiende a la linealidad donde la
pendiente corresponde a la contante de Stern-Volmer. Para el caso del perfil de
fluorescencia de BQ3RTf-pirofosfato se observa un mecanismo de extincién de la
fluorescencia dindmico y estatico con un aducto fluorescente, los datos experimentales

se ajustan a la ecuacion del proceso tres (comportamiento parabdlico).
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Los perfiles de fluorescencia de BQ3RTf muestran asociacién con los nucleétidos
estudiados manifestando una selectividad para ATP (Kass = 175970 M1 Kgy = 105). Los
datos experimentales se ajustan a un mecanismo dindmico (colisiones) y estatico
(asociacion Huésped-Sensor) para la extincion de la fluorescencia de BQ3RTf. Este
mecanismo comprende un apagamiento dinamico y estatico con un aducto
fluorescente, en este caso el apagador (nucleétido) se une al sensor y forman un
complejo supramolecular donde la emision del sistema Huésped-Anfitribn no se
extingue por completo. Cabe notar que de acuerdo a los estudios de fluorescencia,
RMN y espectroscopia de UV-Visible resulta prometedora la selectividad que manifiesta
el receptor BQ3RTf con ATP frente a otros nucledtidos, por lo cual esto abre una
perspectiva donde el receptor BQ3RTf puede competir en afinidad y/o selectividad con
los receptores informados hasta la fecha que detectan ATP en solucion acuosa. Para
fines de este estudio con nucledtidos y de acuerdo a los resultados en estado sélido y
solucion se propone un modo de asociacion (Receptor-Nucleétido) donde la cavidad de
los receptores dicatidnicos funciona como un sitio de interaccion con los grupos fosfato,
mientras que los grupos quinolinio actian como sitios de interaccién con las bases de

purina (ATP, GTP) o pirimidina (CTP) a través de apilamiento .

Esquema 4.1 Propuesta del modo de enlace entre el receptor BQ3R y ATP.
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CONCLUSIONES

Se han disefiado y sintetizado tres nuevos quimiosensores fluorescentes para

nucleédtidos y aniones inorganicos con relevancia biolégica. Cada sensor quimico ha
sido caracterizado por técnicas Espectroscépicas y por Difraccion de Rayos X de
monocristal. Los sensores BQ3RTf y BQ3BzTf son derivados de piridin-2,6-
dicarboxamida con grupos N-alquil y N-bencil quinolinio insertados en el fragmento de
los grupos amida. Las constantes de Stern-Volmer (Ksy = 2 - 131) muestran que los
receptores pueden detectar concentraciones milimolares de nucleétidos y aniones con
una tendencia ATP > GTP > ADP > CTP > AMP > CI" > PPi. Los estudios en solucion
acuosa permitieron el analisis de los diferentes procesos que extinguen la emisién de la
fluorescencia en los sistemas Huésped-Anfitrién a partir de los perfiles de Stern-Volmer.
Los perfiles de fluorescencia de BQ3RTf muestran asociacién con los nucleétidos
estudiados manifestando una selectividad para ATP (Kass = 1759470 M Kgy = 105). Los
datos experimentales se ajustan a un mecanismo dinamico (colisiones) y estatico
(asociacién huésped-sensor) para la extincién de la fluorescencia de BQ3RTf. Por otra
parte los perfiles de fluorescencia de BQ3RTf para cloruro y bromuro muestran una
tendencia que es tipica de estos aniones donde el mecanismo de extincién de la
emision de la fluorescencia describe a un Unico proceso de indole dindmico donde
colisiones aleatorias entre el sensor y el anién provoca que disminuya la emisién de la
fluorescencia. Por otra parte las estructuras cristalinas de las sales de triflato de los
receptores dicationicos (BQ3RTf, BQ3BzTf) muestran una conformacion pre-organizada
para hospedar aniones debido a que los grupos NH de las amidas se encuentran
orientados dentro de la cavidad y estos forman dos enlaces de hidrégeno que
interaccionan con uno de los 4tomos de oxigeno que componen el anién triflato, por lo
que aniones tetraédricos como P,O;* o bien la cadena secuencial de tres grupos
fosfato en los nucleétidos sea similar. Combinando los estudios en estado sélido y en
solucion acuosa y en particular debido a la selectividad que manifestdé el receptor
BQ3RTf por ATP frente a otros nucleétidos alientan a abrir una perspectiva donde el
receptor BQ3RTf puede competir en afinidad y/o selectividad con los receptores

informados hasta la fecha que detectan ATP en solucion acuosa.
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ANEXOS

1. Fragmentrograma 1. EM BQ3 (FAB).

2. Fragmentograma 2. EM BQ3RTf (FAB) [M+Tf]
3. Espectro 1. 'H RMN BQ3RTf (DMSO-dg)

4. Espectro 2. **C RMN BQ3RTf (DMSO-dg)

5. Espectro 3. IR BQ3RTf (ATR).

6. Fragmentograma 3. EM BQ3BzTf (FAB) [M+Tf]
7. Espectro 4. 'H RMN BQ3BzTf (DMSO-ds).

8. Espectro 5. *C RMN BQ3BzTf (DMSO-ds).

9. Espectro 6. IR BQ3RTf (ATR).

10. Fragmentrograma 4. EM MQ3 (El).
11.Fragmentograma 5. EM MQ3RTf (FAB) [M+Tf]
12.Espectro 7. *H RMN MQ3RTf (DMSO-ds)

13. Espectro 8. *C RMN MQ3RTf (DMSO-ds)
14.Espectro 9. IR BQ3RTf (ATR).

15. Tabla A. Datos cristalograficos de las sales de triflato de los receptores sintetizados.
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Espectro 9. IR MQ3RTf (ATR).
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Tabla A. Datos cristalograficos de las sales de triflato de los receptores sintetizados.



