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Capitulo 5: Preparacion de supramoléculas de Pt y Pd con ligando etilendiamina

5-1- INTRODUCCION

Uno de los objetivos mas destacados de este trabajo, ademas de la sintesis de
metalosupramoléculas via autoensamblaje, era su aplicacion como receptores o
anfitriones de otras moléculas especificas (huéspedes) en solucion, mediante el proceso
denominado reconocimiento molecular.

Este fendmeno es basico en quimica supramolecular y fue introducido por primera
vez por J. M. Lehn para referirse a la tendencia de los éteres corona y ciertos criptatos a
coordinar selectivamente iones alcalinos y alcalinotérreos (receptor y substrato) (figura
5-1). Desde entonces, el principal desafio de la quimica supramolecular consiste en
reproducir hechos biologicos que tienen lugar desde hace millones de afios. En este
contexto, las asociaciones entre anfitriones y huéspedes desempefian un papel crucial en
muchos sistemas biologicos, tales como interacciones enzima-substrato, replicacion de
los acidos nucleicos, transporte a través de la membrana celular, biosintesis de
proteinas, reconocimiento antigeno-anticuerpo, etc.

A partir de sus experimentos, J. M. Lehn defini6 el reconocimiento molecular
como la energia y la informacion involucrada en ¢l enlace y la seleccion del substrato

(s) por una molécula receptora concreta, que a su vez debe incorporar una funcion

especifica’.
K\ O/\‘ M\
O O O O
O O o o
Eter corona + cation metélico Criptato + cation metalico

Figura 5-1: Eter corona y criptato como receptores de cationes metalicos
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Desde los afos 70, se han desarrollado una gran variedad de complejos
supramoleculares sintéticos, no solamente como imitacion de sistemas bioldgicos, sino
también como sustancias interesantes en ciencia de materiales.

De manera analoga a las supramoléculas organicas, las supramoléculas basadas en
enlaces de coordinaciéon metal-ligando son capaces de participar en procesos de
reconocimiento molecular mediante interacciones con especies introducidas en sus
cavidades. La diversidad de cargas, las posibles interacciones débiles del metal con los
huéspedes, la direccionabilidad de los enlaces de los metales de transicion y el
comportamiento redox, entre otros, proporcionan a las metalosupramoléculas
caracteristicas especiales que no existen en los sistemas puramente organicos.

Las interacciones mas comunes que se establecen entre las metalosupramoléculas

; (s 234 . (s 2.4
y los huéspedes pueden ser: electrostaticas™ *>°  hidrofobicas™*>®, enlaces de

9,10,11 12,13

hidrégen07’8, acido-base de Lewis , metal-meta112’13, n-m stacking 7, o una
combinacion entre algunas de ellas.

Asi, la quimica de coordinacion se ha utilizado con éxito para construir estructuras

995,6,14,19-21 914,22

discretas tales como: macrociclos'*'>>'%, hélices'*'"'®, “cajas y “barras
de gran interés por su uso como receptores en procesos de reconocimiento molecular.

En particular y puesto que la construccion de cuadrados moleculares proporciona
facilmente cavidades de tamafios variables, se puede realizar una complejacion selectiva
de una amplia gama de moléculas orgénicas e iones por dichos cuadrados. En concreto,
el cuadrado descrito por Fujita**, formado mediante el ensamblaje espontaneo de la
arista 4,4’-bipiridina y la esquina [Pd(NOs),(en)], es capaz de encapsular dentro de su
cavidad a huéspedes ricos en electrones, tales como, 1,3,5-trimetoxibenceno, p-
dimetoxibenceno y m-dimetoxibenceno. Las constantes de asociacion de estos procesos
son de 750 M, 330 M y 580 M respectivamente y su origen se atribuye a una
combinacion de interacciones electrostaticas e hidrofobicas. De manera similar, el
cuadrado catiénico sintetizado por Stang'°, con el ligando auxiliar dppp y la misma
arista (4,4 -bipiridina), reconoce al 1,5-dihidroxinaftaleno en metanol deuterado.
Aparentemente esta union se debe a interacciones electrostaticas.

Por otro lado, la introduccién de grupos acetileno en el esqueleto del macrociclo

.y . . . + . ..
anfitrion permite el reconocimiento de iones Ag mediante el establecimiento de
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interacciones del tipo acido-base de Lewis’>'®

para dar lugar a un complejo anfitrion-
huésped, cuya estabilidad en solucién es considerable. El complejo de asociacion
obtenido, por su parte, actiia como receptor frente a huéspedes del tipo base de Lewis
como la fenazina, la 4,4’-bipiridilcetona o la pirazina, especies con el tamafio adecuado
para actuar de puente entre los dos cationes Ag' m-asociados al cuadrado (esquema 5-

1).

4+
PPhy — PEtz 4 (OTf ) Pth — PEts 4 (OTf ) Pth — PEtz_|4 (OTf")
[+<\j \ \

N- 1: PEt; Ph,P— Pt i N\ N Pt PEt; Ph,P— Pt i \ N'Pt PEt;
A ____ ____
|| | P 2AgOTf AgOTf fenazma AgO
=z
| I TOAg-=-{] TfOAg----
I I
| i/ | 2 |
Et3P—ITt—N\:\>%II’t_Pth Et3P Pt—N \ =—Pt PPh2 Et;P Pt— \ —=—Pt PPh2
PEt; PhyP, PEt3 thP PEt3 thP

Esquema 5-1: Reconocimiento molecular mediante interacciones del tipo acido-base de

Lewis.

Como se puede observar en la esquema 5-1, es crucial que la forma y el tamafio
del huésped sean adecuados a la cavidad del anfitrion. En este sentido se ha publicado
un estudio muy interesante sobre la relacion de la dimension de la cavidad de un
anfitrion tipo “caja” con la seleccion de los huéspedes apropiados en funcion de la
forma y dimension de los mismos’. Asi, para huéspedes de pequefio tamafio respecto a
la cavidad, se forman complejos anfitrion-huésped con una relacion de asociacion 1:4,
para huéspedes de dimension media, se observa la formacion de complejos 1:2,
mientras que para huéspedes de dimensién mayor, se obtienen complejos 1:1°.

A menudo, las interacciones anfitrion-huésped son de vital importancia para la
sintesis de los macrociclos receptores. Por ejemplo, el autoensamblaje del compuesto
3,5-bis(3-piridil)-1-(3,5-pirimidil)-benceno con cuatro posiciones dadoras y la esquina
[PA(NO;)(en)] (Es) esta condicionado por la naturaleza del huésped utilizado®*. Asi, en
presencia de huéspedes de tamafio grande como el 1,2-difenildiona, se favorece la

formacion de una estructura de pirdmide truncada de base cuadrada, mientras que el
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mismo ensamblaje en presencia de huéspedes tetraédricos de tamafio pequefio, como el

CBry4, conduce a la formacion de una estructura tetraédrica cerrada (esquema 5-2).

g+ M

NN

Esquema 5-2: Influencia del huésped sobre el resultado del autoensamblaje.

Por otro lado, la adicion de huéspedes puede controlar la composicion de un
equilibrio en soluciéon entre dos especies (cuadrado y triangulo moleculares)®” de
manera que, normalmente, el equilibrio se desplaza hacia la formaciéon de la especie
triangular en presencia de huéspedes de tamafo pequefo, mientras que huéspedes de

gran tamafo inducen a la formacion de la especie cuadrada.

5-2- PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS SUPRAMOLECULAS
DE Pt Y Pd CON LIGANDO ETILENDIAMINA: ANFITRIONES

Tal y como se ha descrito en el capitulo anterior, el uso de metalociclos con
ligandos auxiliares del tipo difosfina no llevo a los resultados esperados en procesos de

reconocimiento molecular de moléculas organicas ricas en electrones. Por ello, se penso
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en la sintesis de nuevas metalosupramoléculas solubles en agua, cuyas cavidades,
ademads de deficientes en electrones, fueran hidrofobicas de forma que se favoreciera la
interaccidon con compuestos organicos neutros. Para ello, se combinaron las esquinas

solubles en agua de tipo I [M(NOs),(en)] con la arista fluorada A;.
5-2-1- Preparacién del metalociclo [Pd(en)(A1)]4(NO3)s: Cs

La combinacion del complejo [PA(NOs),(en)] (Eg) con la arista A; en cantidades

equimolares dio lugar a la formacién del metalociclo Cg (esquema 5-3):

_‘ 8+
2

N 8(NO3)
NH, /ON02 F
\ + N - >
NH2 “oNo, EtOH :MeOH
Eg Al
H,N— Pd N \ s P(li NH,
\/NH2 H2N~/

Cs

Esquema 5-3: Reaccion de obtencion del cuadrado molecular Cg.

Para realizar la sintesis, se sigui6 el método general descrito en la bibliografia por
Fujita y col."**. Se disolvi6 el compuesto esquina [Pd(NOs)(en)] en H,O vy se le
anadid una suspension de la arista A; en MeOH-EtOH (1:1) (la arista es poco soluble en
disolventes organicos a temperatura ambiente). Se dejo la reaccion en agitacion hasta
que se observdO que no quedaba compuesto A; en suspension (4 horas
aproximadamente). A continuacidn, se obtuvo el producto tras la evaporacion de los
disolventes y se caracterizd por espectroscopia de IR, RMN, espectrometria de masas
(ESP(+)) y analisis elemental.

En el espectro de IR se observan las bandas del ligando A; (1619, 1475, 981, 822
cm™), de la etilendiamina (3437 cm™) y del i6n NO5™ (1384, 815 cm™).
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El espectro de RMN de 'H en D,O (figura 5-2) evidencia de forma clara que se
forma una especie simétrica, ya que aparecen solo dos tipos de sefiales de la piridina y
una sefal para la etilendiamina. Cabe resaltar que aunque la arista organica A; es
insoluble en agua, el espectro de RMN de 'H del macrociclo sintetizado muestra las
sefales de los protones o y B de la piridina, lo que indica que la arista ha pasado a

formar parte de un nuevo compuesto soluble en agua.

TMS

CH,(en)

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
(ppm)

Figura 5-2: Espectro de RMN de 'H del cuadrado molecular Cs.

En el espectro de RMN de '°F, solo hay una sefial que corresponde a los anillos
fluorados cuyos atomos de fltior son quimicamente equivalentes (figura 5-3).

Se hicieron pruebas variando la concentracion para detectar posibles equilibrios
entre diferentes especies, de forma andloga a lo que ocurre en reacciones donde las
esquinas poseen difosfinas (capitulo 4) o en nitrato-compuestos donde la arista es el
derivado no fluorado py-Ce¢Hs-py'’, pero no se produjo ningun cambio en el espectro,
resultado que coincide con el obtenido por Fujita y col. al combinar la arista 4,4’-
bipiridina con la misma esquina Eg'>**.

Gracias a la espectrometria de masas (ESP(+)) se pudo confirmar la naturaleza del

metalociclo simétrico formado, ya que se obtuvieron sefiales que corresponden a

pérdidas de grupos NO;s: [Cg- 7(NO;3).H]*, [Ce-6NO;]°" y [Cs-4NO5]*".
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Figura 5-3: Espectro de RMN de "°F del cuadrado molecular Cg.

5-2-2 Preparacion del metalociclo [Pt(en)(A1)]4(NO3)s: C7

El compuesto andlogo de Pt se intentd preparar de forma similar al derivado de Pd
que se acaba de describir. Asi, se disolvio el [Pt(NOs),(en)] (E7) en H,O y se anadid una
cantidad equimolar de A; en suspension en una mezcla de MeOH-EtOH (1:1). Después
de dejar la mezcla de reaccion 12h en agitacion y a temperatura ambiente, y a pesar de
que no se observd la disolucion total de la arista en suspension, se procedio a la
filtracion de la solucién de reaccion y el filtrado se concentrd a sequedad. Un RMN de
'H en D,0 del solido oscuro obtenido (figura 5-4 (a)) mostré que no se obtenia una
unica especie simétrica, sino que ademads, probablemente, se formaban oligdmeros y/o
un macrociclo simétrico que podria corresponder al triangulo molecular (esquema 5-4).
Este resultado esta de acuerdo con la mayor dificultad observada de forma general en la
obtencién de macrociclos de Pt, hecho que se atribuye a la menor labilidad del enlace

Pt-N"°.
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|:NH2 _ONO, F F
Pt o -
AR * N7 WA
NH, ONO
2 ? F F
E, A
H,0 + EtOH + MeOH

(1:3:3)

6+

+ Oligémeros
6(NO3)

Esquema 5-4: Reaccion de obtencion del cuadrado molecular Cs.

Con el objetivo de mejorar el rendimiento de la especie macrociclica y dada la
conveniencia de obtener una Unica especie para realizar los ensayos de reconocimiento
molecular, se repitié la reaccion en condiciones mas enérgicas (24h a reflujo o una
semana de reaccion a temperatura ambiente), pero no se consiguieron mejorar los
resultados, obteniéndose siempre una mezcla de productos (figura 5-4). De hecho, tras
el reflujo, se observo la precipitacion de platino, lo que fue indicativo de que se
producia descomposicion.

Asimismo, se probd la reaccion de autoensamblaje en CH,Cl,, pero sélo se

consigui6 recuperar los productos de partida inalterados.
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AN
<

O | W WL

10,0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
(ppm)
Figura 5-4: Seguimiento de la reaccion en solucion por RMN de 'H. (a) Reaccion 12h a
temperatura ambiente. (b) Reaccion 24h a reflujo. (c) Reaccion una semana a

temperatura ambiente. % oligomeros.

Ya que segln la bibliografia', un aumento de la polaridad del medio puede
favorecer la formacion de los macrociclos frente a otras especies, se afiadidé un exceso
de NaNOs (1M) a la solucién de reaccion. El espectro de RMN de 'H de control en D,0O
mostrd la desaparicion de las sefiales correspondientes a los oligébmeros, quedando

unicamente sefales asignables a dos especies simétricas (figura 5-5).
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9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4

Figura 5-5: Espectro de RMN de 'H de la solucion de reaccién en presencia de un

exceso de la sal NaNO; (1M).

La adicion de otras sales como NaClO4 o KPFg, produjo un efecto similar al del
NaNO; (espectros de RMN similares al de la figura 5-5). No obstante, no se pudieron
identificar por espectrometria de masas los posibles productos formados en presencia de
dichas sales ni tampoco se obtuvieron monocristales, a pesar de los multiples ensayos.

Durante el transcurso de este trabajo Otera y col.”® describieron la obtencion de
supramoléculas de Pt, gracias a una reaccion realizada en ausencia del disolvente. Por
ejemplo, en el caso de la reaccion de autoensamblaje entre la esquina [Pt(NOs)x(en)]
(E7) y la 4,4’-bipiridina, el tiempo de reaccioén al mezclar los reactivos a temperatura
ambiente en estado solido se reduce de 4 semanas a 100°C en solucion'® a 10 min®®. Por
ello en este trabajo, se penso en intentar la sintesis del compuesto de Pt mezclando
directamente el compuesto esquina E7 y la arista organica en un mortero de agata. El
resultado fue sorprendente ya que se obtuvo el cuadrado deseado con alto rendimiento y
en un corto espacio de tiempo.

Concretamente, se mezclaron cantidades equimolares de la esquina E; y la arista
Aj, en un mortero de agata y se trituraron para poner en contacto intimo ambos so6lidos.
Transcurridos 20 min, la mezcla resultante mostré un evidente cambio en su textura y
color (de amarillento a marrén). Para mejorar la conversion de la reaccion se aplico

durante 10 min una presion de 500 MPa al residuo obtenido.
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La figura 5-6 muestra los espectros de RMN de 'H del producto obtenido en
estado so6lido en comparacion con el registrado de la misma reaccion en solucion (12

horas a temperatura ambiente).

|l Jm

o L e @
o) e

R L N aGRamma i R o R
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0
(ppm)

Figura 5-6: a) Reaccion en solucion, b) RMN de control de la reaccion en estado solido
tras triturar la mezcla de reaccion 20 min, ¢) RMN de control de la reaccion en estado
solido tras triturar la mezcla de reaccion 20 min en el mortero y aplicar presion 10 min.

oligémeros.

El producto obtenido se caracterizdé mediante analisis elemental, espectroscopia de
IR, RMN multinuclear y espectrometria de masas.

El espectro de IR muestra las sefales caracteristicas de la arista fluorada (1623,
1478, 980, 819 cm™) y del ién NO53™ (1384, 815 cm™).

El espectro de masas (ESP(+)) muestra picos correspondientes a la formacion del
cuadrado molecular con pérdidas de NO;: [C7-7NO;s]"™", [C7-6NO3.H]™", [C7-6NO5]*" y
[C7-3NOs.H]*".

Segun se ve en la figura 5-7, el espectro de RMN de 'H en D,O del producto
obtenido muestra unas sefiales muy minoritarias que no se pudieron eliminar por

recristalizacion, y que probablemente corresponden a oligémeros (simbolo %* en figura
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5-7). Por otro lado, la variacion de la concentracidon no llevo a cambios significativos en

la relacion entre las sefiales del cuadrado C7 y los oligémeros.

CH,(en)

%
M | \

I L o e L e e L e e
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
(ppm)

Figura 5-7: Espectro de RMN de 'H en D,0 del cuadrado C; obtenido por reaccion en

estado solido.

Tal y como se esperaba, el espectro de RMN de '°F muestra una unica sefial que
corresponde a los 12 a&tomos de fluor que son quimicamente equivalentes.

Tanto para el macrociclo de Pd como el de Pt, no ha sido posible obtener
monocristales adecuados para identificar sin ambigiiedades la naturaleza de los
productos simétricos obtenidos, a pesar de haber utilizado varios contraiones, tales

como el ClO4 o el PF¢, que podian favorecer la cristalizacion.
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5-3- RECONOCIMIENTO MOLECULAR

Una vez sintetizados y caracterizados los cuadrados moleculares del tipo
[M(en)(A1)]4(NO3)s (M = Pt (C7) o Pd (Cg)), se pas6 a abordar el estudio de su
participacion en procesos de reconocimiento molecular.

Los huéspedes elegidos fueron los compuestos organicos ricos en electrones que

se muestran en la figura 5-8.

( \
OMe COO Na*
MeO OMe
OMe OMe Me
H, Hy H.
OH
COO™ Na* H, ¢H2
HO-C NH,
(.
OH
Hqg He
N\ J

Figura 5-8: Compuestos organicos utilizados como huéspedes en estudios de

reconocimiento molecular.

Las pruebas preliminares destinadas a detectar posibles interacciones se llevaron a
cabo en un tubo de RMN utilizando soluciones en D,O de anfitrion y de huésped con
una concentracion de SmM para ambos ([anfitrion] = [huésped] = 5 mM). Una hora
después de la preparacion de las mezclas, se registraron los espectros de RMN de 'H
para detectar los posibles cambios en la forma de las sefiales y/o la variacion en los
desplazamientos quimicos del huésped y/o del anfitrion.

En todos los sistemas huésped-anfitrion ensayados, solo se observo variacion de la

forma de las senales de los protones que pertenecen a los huéspedes, asi como una
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variacion de los desplazamientos quimicos de dichos protones hacia campos altos
(excepto para el huésped He). Un efecto similar se observa en sistemas analogos™>"** y
se puede atribuir a la encapsulacion de los huéspedes dentro de la cavidad del cuadrado
molecular, ya que este ultimo se puede considerar como un “canal” debido a la muy
probable disposicion casi perpendicular de los anillos piridina, tal y como se aprecia en
la estructura optimizada del cuadrado molecular Cg que se llevdé a cabo mediante

calculos empleando el campo de fuerzas universal (UFF) con el programa Cerius2

(figura 5-9).

Figura 5-9: Estructura optimizada del cuadrado molecular Cg (15,27 A x 15,24 A)

mediante calculos con el campo de fuerzas universal (UFF) con el programa Cerius2.

La variacion de desplazamiento quimico observada, se puede atribuir al hecho de
que el huésped se encuentra apantallado del campo magnético por los anillos aromaticos
del cuadrado y por tanto, sus protones resuenan a campos mas altos que cuando se halla

fuera de la cavidad?®.
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5-3-1- Ensayos sobre el sistema Cg:huésped

En la figura 5-10 se encuentra indicada la variacion de los desplazamientos
quimicos (Ad en ppm) de cada proton del huésped (el signo negativo indica una

variacion hacia campos altos).

( N\
QMe oM COO" Na*
0,09ppm  MeO © -0,16 ppm
-0,41 ppm -0,29 ppm
OMe -0,09 ppm OMe -033 ppm Me -0,32 ppm
Ha, Hp He
" N -0,14 ppm (RMN a 85°C) (l)H
* COO" Na* H, {H
HO-C NH,
* % CH2
]
* * OH
Hyg He
|\ J

Figura 5-10: Variacion del desplazamiento quimico de los protones de los huéspedes
estudiados en el sistema Cg: H (H = Ha, Hp, He, Ha), [Cs] = [H] =5 mM. (* protones

no identificados en el espectro)

Asi, los cambios mas significativos se registraron para el huésped H, con una
variacion maxima de -0,41 ppm para los protones aromaticos. Sin embargo, el huésped
similar p-dimetoxibenceno (Ha) s6lo mostrd una variacion del -0,09 ppm para cada uno
de sus dos tipos de protones.

En el caso del huésped ionico, 4-metilbenzoato de sodio (Hc), el valor de la
variacion de desplazamiento quimico aumenta a medida que los protones se encuentran
mas alejados del grupo COO™ (Ad = -0,16 ppm para los protones aromaticos o respecto
al grupo carboxilato, -0,29 ppm para los protones B y -0,32 ppm para CHs). Esta

tendencia se puede explicar perfectamente por la disposicion del huésped dentro de la
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cavidad hidrofébica del anfitrion. Dado que el grupo COO™ es un grupo hidrofilico, se
encontraria dirigido hacia la exterior de la cavidad, mientras que el grupo metilo que es
hidrofébico, se dispondria hacia el interior de la cavidad, lo cual se traduce en una
variacion mayor del desplazamiento quimico para el metilo (-0,32 ppm). Un efecto
similar se ha observado en estructuras tipo caja descritas por Fujita y col.>®, susceptibles
de interaccionar con huéspedes que también poseen simultdneamente grupos
hidrofilicos e hidrofobicos.

En el estudio realizado con la sal sodica del acido 2-naftilacético (Hg), se observan
sefiales de RMN de 'H muy anchas y dificiles de asignar (las sefiales de los protones
aromaticos salen solapadas). Por ello, se realiz6 un estudio de RMN de 'H a
temperatura variable (entre 5 y 85°C) en D,0. Para las sefiales aromaticas no se aprecio
ninguna mejora, mientras que la sefial correspondiente al CH, resultdé mas fina a
temperatura alta, con una variacioén de desplazamiento quimico de -0,14 ppm respecto al
huésped libre (figura 5-11). Por analogia con el huésped anionico Hc, el grupo CH,-
COO, se encontraria dirigido hacia el exterior de la cavidad y por tanto, los protones de

CH; se ven poco afectados por la interaccion con la misma.

Har de Hd

e
.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
(ppm)

Figura 5-11: Espectro de RMN de "H a 358 K del sistema Cg:Hg en D,O ([Cs]=[Hd] =
5 mM).
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Una de las interacciones mas habituales entre receptores y sustratos se produce
gracias a la formacion de enlaces de hidrogeno’’. Como el cuadrado Cg posee enlaces
C-F dirigidos hacia el interior de la cavidad (figura 5-9 de la pagina 130), se penso en
elegir un huésped capaz de formar enlaces de hidrégeno con los 4&tomos de fluor. Asi, se
utilizé el compuesto He (HOCH;);CNH;), que posee 4 grupos susceptibles de formar
enlaces de hidroégeno. Se prepard una solucion del sistema anfitrion-huésped ([anfitrion]
= [huésped] = 5 mM) en D,0 a temperatura ambiente y después de 15 min en agitacion,
la solucion de reaccion mostré un sélido en suspension. El espectro de RMN de 'H
(figura 5-12) de la solucion filtrada mostrd las sefiales del cuadrado, sefiales debidas a
la etilendiamina libre y otra sefial a 3,7 ppm que corresponde a un grupo CH; (simbolo
x de la figura 5-12) segin se dedujo del espectro de RMN 2D de correlacion proton-
carbono (gHSQC editado) que se realizd, y que muy probablemente se debe a un
compuesto de Pd donde la nueva base He (pH de su disolucion es 9,12) sustituye a la
etilendiamina. Asi, la adiciéon de tris(hidroximetil)Jaminometano (H¢) provocd la
descomposicion parcial del cuadrado molecular, liberando la arista insoluble, y muy

probablemente la formaciéon de un compuesto de Pd con la nueva base He.

TMS

en(Cs)

Hu-py HB-py

en(libre)

JJ& A

i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
(ppm)

Figura 5-12: Espectro de RMN de 'H del sistema Cg:He ([Cg] = [He] = 5SmM) en D-O.
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5-3-2- Ensayos sobre el sistema C;:huésped

En el estudio realizado con el cuadrado de Pt (C7) como anfitrion, se observé una
variacion en las sefales de los protones de los huéspedes utilizados similar a la descrita
para el cuadrado de Pd (Cg). Sin embargo, segun se observa en la figura 5-13, las

variaciones de los desplazamientos quimicos son menores.

( )
OMe COO™ Na*
-0,07 ppm MeO OMe *
-0,21 ppm -0,25 ppm
OMe -0,07 ppm OMe -0,16 ppm Me -0,29 ppm
Ha Hp He
*
% %
* COO" Na*
*
k
* *
Hqg
. J

Figura 5-13: Variacion del desplazamiento quimico de los protones de los huéspedes

estudiados en el sistema C7:H (H = Ha, Hp, He y Hy), [C7] = [H] =5 mM.

Ademas, en los experimentos realizados con Cy, los espectros de RMN de 'H
mostraron sefiales muy anchas para los protones del huésped, en comparacién con el
sistema Cg:H a la misma concentracion (figura 5-14). Después de dejar las soluciones
durante 24h, no se obtuvo mejora en la resolucion de las sefiales y se observo la
formacion de un precipitado, que probablemente corresponde al complejo de asociacion
anfitrion-huésped, que resulta ser insoluble en agua. Este hecho se observo en todos los
sistemas anfitrion-huésped estudiados, e incluso en algunos casos se aprecioé la
formacion lenta de geles, lo que apoyaria la posibilidad de que exista una asociacion

importante. Efectos similares se han descrito en la bibliografia para sistemas analogos'®.
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Figura 5-14: Espectro de RMN de 'H del sistema C7:Hp, ([C7] = [Hp] = 5SmM) en D,0

5-3-3- Determinacién de la estequiometria de la asociacion

El fendmeno de la complejacion en quimica supramolecular puede ser estudiado
por varios métodos fisicos. Estos métodos ofrecen nuevos conocimientos sobre las
funciones supramoleculares y resultan eficaces para disefiar nuevas supramoléculas.
Asi, la resonancia magnética nuclear, la espectroscopia ultravioleta-visible, medidas de
fluorescencia, el dicroismo circular y la espectroscopia de infrarrojo son métodos
espectroscopicos ampliamente utilizados.

Dada la variacion observada en los desplazamientos quimicos de las moléculas
empleadas como huéspedes al interaccionar con los macrociclos, parecié apropiado
utilizar la resonancia magnética nuclear para el estudio cuantitativo del fendémeno
observado. Este se llevo a cabo en los casos en los que se habian obtenido sefales finas
y una variacion suficiente de desplazamiento quimico debida a la asociacion, es decir

para Cg:H (H = Hy, H¢).
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Antes de abordar el estudio de la determinacion de la constante de asociacion, es
primordial la determinacion de la estequiometria de la asociacion entre el anfitrion y el
huésped (1:1, 1:2, 2:1, 1:3,...). Para ello, se utilizé el método de Job (o de la variacién

. ., 1 , . . .,
continua)’ y el de la relacion molar’'. Estos dos métodos se explican a continuacion.

5-3-3-1- Método de Job (o de la variacion Continua)30

Para un equilibrio (intercambio rapido)** donde se forma un complejo AnH, entre

un anfitrion A y un huésped H:

mA + nH —= A H,

la representacion grafica de la concentracion del complejo [A,Hn] (o cualquier funcion

lineal que dependa de [AH,]) en funcion de x (fraccion molar del huésped) da lugar a

M,

. . 1 .
una curva con un maximo situado a: ———, siendo x = [H]

n+1 A

Por consiguiente, cuando se trata de una complejacion 1:1 el maximo aparece a x
=0,5(m=n=1),enel casode 1:2 (m=1, n=2) el maximo esta a x = 0,67, etc.

Este método, sin embargo, resulta inadecuado para relaciones huésped-anfitrion
elevadas (n>>m), debido a que las diferentes estequiometrias poseen valores muy
proximos de fraccion molar {1:4 (x=0,800), 1:5 (x=0,833), 1:6 (x=0,857), ...}, por lo
que para estos casos se utiliza preferentemente el método de la relacion molar’'.

Desde un punto de vista experimental se monitoriza la propiedad fisica de eleccion
(en nuestro caso el desplazamiento quimico de los protones del huésped) de una serie de
soluciones en las que la concentracion molar total es constante ([A]; + [H]; = cte = M),
mientras la relacion [H]/[A]; varia ligeramente. Con este fin, se mezclan diferentes
volumenes de disoluciones de la misma concentracion de los dos componentes de

manera que el volumen total se mantenga constante.
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5-3-3-1-1- Aplicacion al sistema Cg:H (H = Hp, Hc)

Se prepararon una serie de disoluciones con una concentracion total constante de 4

mM ([Cg] + [Hp] = cte = 4 mM) pero con diferentes proporciones de anfitrion (Cg) y

huésped (Hp), v se registraron los correspondientes espectros de RMN de 'H en D-O.

La figura 5-15 muestra la representacion del producto de la variacion del

desplazamiento quimico de los protones del huésped Ao por la fraccion molar del

mismo (x(Hp)) en funcién de dicha fraccion molar. El maximo de la curva se encuentra

situado a x = 0,5, lo que indica que la estequiometria de asociacion para este sistema es

1:1.

0,030 ~

0,025 +

0,020 +

0,015 +

AS . x(Hp)

0,010 +

0,005 +

0,000

*

0,0

04

0,6

Fraccion molar de Hj,

0,8

1,0

MeO OMe

OMe

Figura 5-15: Grafica de Job para el sistema Cg:Hp. El maximo de la curva esta a x=0,5.

Cuando el mismo estudio se realizdo para el huésped Hc, se determind una

estequiometria de asociacion 1:2 tal y como se deduce de la grafica de Job representada

en la figura 5-16 donde el maximo se sitia a una fraccion molar del huésped de 0,67.
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0,09 -
0,08 - . K
0,07 - '
0,06 -
0,05 - .
0,04 - . .
0,03 - E
0,02 - .
0,01 -
0,00 ‘ ‘ : ‘
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0

COO" Na*

AS . x(Hc)

*

Fraccion molar de He

Figura 5-16: Grafica de Job para el sistema Cg:H.. El maximo de la curva esta a

x=0,67.

5-3-3-2- Método de la relacién molar’’

Para la determinacion de la estequiometria de asociacion por este método en
primer lugar se representa graficamente la variacion de la propiedad fisica considerada,
(la variacion del desplazamiento quimico), en funcion de la relacion molar [H]/[A]:. El
valor de esta relacion para el que se produce una discontinuidad o cambio notable de la
pendiente de la grafica corresponde a la relacion estequiométrica.

Desde un punto de vista experimental, las soluciones que se preparan deben tener
una concentracion total del anfitrion [A]; constante, mientras que la concentracion total

del huésped varia.
5-3-3-2-1-Aplicacién al sistema Cg:H (H = Hy, Hc)
El método de la relacion molar aplicado a los resultados de RMN para especies en

régimen de intercambio rapido confirmo los resultados obtenidos por el método de Job

para los huéspedes estudiados Hp y He.
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En la figura 5-17 se representan los valores del desplazamiento quimico del grupo

metilo de Hyp (Ome) en funcion de la relacion molar [Hp]/[Cs].

3,66 -
3,64 -
3,62 - ¢
3,60 -| . MeO OMe
3,58 -
3,56 -
3,54 -
3,52 - Hp
3,50 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

4

e (Ppm)

OMe

Figura 5-17: Representacion grafica del desplazamiento quimico dye en funcion de

[Hp)/[Cs] (método de la relacion molar).

Tal y como se muestra a partir de la extrapolacion de las partes lineales, se pudo
determinar la relacién de complejacion (punto de interseccion), que corresponde a la
formacion de la especie Cg:Hp y por tanto la estequiometria de asociacion resulta ser
1:1.

El mismo método se utilizd para confirmar la formacion de la especie Cg:(Hc)z.
Asi, el resultado obtenido se muestra en la figura 5-18, donde se aprecia que la
interseccion de las extrapolaciones de las partes lineales de la curva indica que se trata

de una estequiometria 1:2 ([H¢])/[Cg] = 2).
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2,20 1 Z/;/"
215 | —
I’
COO Na*
T 2,10 -
o
&
& 2,05
Me
2,00 A
v Hc
1,95 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
[H/[A]

Figura 5-18: Representacion grafica del desplazamiento quimico éy(Me) en funcion de

[Hc]/[Cs] (método de la relacion molar)
5-3-4- Determinacioén de la constante de asociacion K

Si se considera el equilibrio de asociacion siguiente:

K
A+H —— AH
(1)
El valor de la constante de asociacion se expresa como sigue:
<o vl o
[Alx[H]

Donde [A], [H] y [AH] son las concentraciones en el equilibrio para A, H y el

complejo AH respectivamente.

El desplazamiento quimico de H varia al formar el complejo AH y cuando existe
un intercambio rapido entre H y AH, el desplazamiento quimico observado se puede

expresar de acuerdo con la ecuacion (3):

dobs = XH OH T XAH OAH (3)
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Donde:
On = desplazamiento quimico de H libre
dan = desplazamiento quimico de H en el complejo
x = fraccion molar, de forma que xy + Xan = 1

Asi, dops se puede escribir como:

[AH] ](SAH _SH) (4)

S =8,
bs H+[A]+[AH

o)

Si las concentraciones totales de Ay H son [A];y [H]¢:
[A] =[A]+[AH] (5)
[H] =[R]+[AH] (6)

A partir de la ecuacion (4) y la ecuacion (5), se obtiene:

A ]z[H]t(5obs—5H)=[H]{%j 7

(SAH - 8H ) ASmax
Por otro lado, la ecuacion (2) se puede escribir utilizando [A]; y [H]; de forma que:
ol N

(Al - [AHNH] - [AH)

Y finalmente se obtiene:

[AH]

_ : ©)
[ALIR] - [AR][A] +[H])+[AH]
La ecuacion 9 se puede reorganizar para dar:
AT =([A) + i)+ Jar] (AL =0 10)
De modo que [AH] se obtiene de solucionar la ecuacion 10.
ot o 1 ) -
[AH]= (11)

2

Sustituyendo el valor de [AH] hallado en la ecuacion (11) dentro de la ecuacion

(7) se obtiene una expresion para la diferencia de desplazamiento observado Adgps en

funciéon de [A], [H]i, Ky Admax (Admax corresponde a la variacion de desplazamiento

quimico maximo del huésped cuando la complejacion es completa).
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A6y, = A0 {[A]t A+ L \/([A]t )| -4 [H]t} (12)

>3]

Las valoraciones experimentales facilitan una serie de datos ([H]i, [A]t ¥ Adebs)
mientras que los parametros incognita de la ecuacion (12) son K y Admax. Estos se
determinan mediante un ajuste no lineal por minimos cuadrados.

En el caso de que la asociacion sea del tipo 1:2, se han de tener en cuenta dos
ecuaciones de equilibrio (13 y 14).

K,

A+H — AH (13)
K,
Entonces las constantes de asociacion se expresan como:
- "
[Alx[H]
« __|AH,] (16)
" [AR]x[H]
AH = anfitrion con un huésped asociado
AH, = anfitrion con dos huéspedes asociados
Entonces, el desplazamiento quimico observado para el huésped resulta ser:
Oobs = XH OH + XAH OAH T XAH2 OAH2 (17)
Y las concentraciones totales de Ay H:
Al =[A]+[AH]+[AH,] (18)
[H] =[R]+ [AR]+ [AH,] (19)
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Estimaciones iniciales de K;, K5, y el uso de programas de calculo por ordenador
permiten la determinacion de las constantes de asociacion K; y K, y los
desplazamientos correspondientes a los complejos [AH] y [AH2].

Para el calculo de las incognitas, se han utilizado dos programas: ChemEqui’’
(Estimation of stability constants and related quantities from different techniques) y
WinEQNMR?** (A program for the calculation of equilibrium constants from NMR
chemical shift data).

5-3-4-1-Aplicacidn al sistema Cg:H (H = Hp, He)

Se prepara una solucion de huésped en un tubo de RMN (500 pul, 2 mM), y se
registra su espectro de RMN de 'H para determinar el desplazamiento quimico del
huésped libre (djibre). A continuacion se afiaden alicuotas (10 pl inicialmente, luego 20 —
30 pl) de una solucidon mas concentrada del anfitrion (10 mM). Después de cada nueva
adicion se registra el espectro de RMN de 'H y se obtienen aproximadamente 11 datos
experimentales. La formacion del complejo implica una variacion en el desplazamiento
quimico de los protones del huésped. Una vez se detecta que los valores de
desplazamientos quimicos resultan practicamente constantes (normalmente después de
la adicion de 5 a 10 equivalentes del valorante Cg), se para la adicion.

Asi, para hallar el valor de la constante de asociacion correspondiente a Cg:Hp, se
realizaron valoraciones mediante RMN en agua deuterada a 298K. La adicion
progresiva del anfitrion Cg sobre una solucion del huésped Hyp (2 mM, D,0), da lugar a
variaciones de los desplazamientos quimicos de los protones del huésped Hy hacia
campos altos (variacion hasta 0,13 ppm (Me) y 0,16 ppm (H,y)) y ademads se observa un
ensanchamiento de las bandas (figura 5-19). Este ultimo efecto, que se produce como
consecuencia de la complejacion, estd también relacionado con la influencia del metal

sobre el tiempo de relajacion de los protones del huésped.
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[Cal/[Hp]=1

H,, libre jL

‘ SRR
3630 3B 3N A% 3E0 3% 3N 36
(7o

Figura 5-19: Evolucion de la sefial del Me (Hp) durante la valoracion con Cg.

En la tabla 5-1, se encuentran los datos experimentales de la valoracion del

huésped Hy, con el anfitrion Cs.

Volumen de Cg [Cslo (mM) [Hp]o (mM) Ome (ppm) Adyme (Hz)
(ul)

0 - 2,000 3,660 -
10 0,196 1,961 3,646 3,50
20 0,385 1,923 3,637 5,75
40 0,741 1,852 3,624 9,00
70 1,228 1,754 3,607 13,26
100 1,667 1,667 3,591 17,26
130 2,063 1,587 3,576 21,01
160 2,424 1,515 3,563 24,26
190 2,754 1,449 3,551 27,26
220 3,055 1,389 3,534 31,52

Tabla 5-1: Concentraciones iniciales del huésped Hy, y del anfitrion Cg y la variacion de

desplazamiento quimico (Adme = Adobs) correspondiente a cada volumen afiadido de la

disolucion de Csg.
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La aplicacion de los programas de ajuste a estos datos tiene como resultado una
serie de valores cuya concordancia con los datos experimentales se muestra en la curva
de la figura 5-20. Como se puede observar, ésta muestra una buena correspondencia

entre los datos observados y los valores calculados.

3,66 -
3,64
3,62
3,60 -

3,58 -

dme de Hy (ppm)

3,56 -

3,54 - *

3,52 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Volumen afiadido de Cg (ml)

Figura 5-20: Valoracion por RMN de 'H. Valores de desplazamiento quimico del
proton del metilo de Hy ([Hp]o = 2 mM) en funcién del volumen de la disolucion de Cg
afladido. La linea continua corresponde a la curva del ajuste calculada mediante

minimos cuadrados con el programa ChemEqui.

El valor que resulta para la constante de asociacion mediante los dos programas de
calculo utilizados es de K = 38 M™ (error <10%), considerablemente inferior al
calculado por Fujita para el cuadrado resultante del autoensamblaje entre la arista 4,4’-
bipiridina y la esquina Eg y el huésped Hp (K = 750 M™")"°. Este resultado podria
atribuirse al gran tamafo relativo de la cavidad (15,27A x 15,24A, figura 5-9 de la
pagina 130) respecto al huésped, en comparacion con el cuadrado de Fujita®~° cuyas
aristas poseen un anillo aromatico menos.

Del mismo modo, para obtener informacion sobre las constantes de asociacion que

caracterizan al autoensamblaje Cg:(Hc),, se llevaron a cabo valoraciones mediante RMN

de 'H en D,0 y a 298K. Se obtuvieron variaciones de los desplazamientos quimicos de
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los protones del huésped H. (variacion hasta 0,22 ppm para el proton del Me) hacia

campos altos (figura 5-21).

[Cel/[Hc]=2,5
WMWMW

[Cel/[Hc]=1

H. libre

1.442.402.362.322.282.242.202.162.122.082.042.001.961.921.88
(ppm)

Figura 5-21: Evolucion de la senal del Me (Hc) durante la valoracion con Cg.

En la tabla 5-2, se encuentran los datos experimentales de la valoracion del

huésped Hc con el anfitrién Cg.

Volumen de Cg [Cslo (mM) [Hc]o (mM) Ome (ppm) Adye (Hz)

()

0 - 2 2,222 -
10 0,196 1,961 2,189 8,25
20 0,385 1,923 2,166 14,01
40 0,741 1,852 2,131 22,76
70 1,228 1,754 2,099 30,76
100 1,667 1,667 2,068 38,52
130 2,063 1,587 2,049 43,27
160 2,424 1,515 2,041 45,27
190 2,754 1,449 2,018 51,03
220 3,055 1,389 2,007 52,78
250 3,333 1,333 1,999 55,78

Tabla 5-2: Concentraciones iniciales del huésped Hc y del anfitrion Cg y la variacion de
desplazamiento quimico (Adme = Adobs) correspondiente a cada volumen afiadido de la

disolucion de Csg.

146




Capitulo 5: Preparacion de supramoléculas de Pt y Pd con ligando etilendiamina

En este caso, los calculos realizados se basan sobre la hipotesis del

establecimiento de dos equilibrios consecutivos en solucion (a y b):

K,
a) Cg+ H, =——= (Cg:Hp)

K,
b) (Cg:Hp) + Hy === (Cg:(Hp)»)

K,
b) Cg + 2Hy=—= (Cg:(Hp),)

La grafica de la figura 5-22 muestra la buena correspondencia entre los datos

observados y los valores calculados.

2,25 ~
2,20 +
2,15 A
2,10 ~

2,05 - R

dme de He (ppm)

2,00 +

1,95 T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Volumen afiadido de Cg (ml)

Figura 5-22: Valoracién por RMN de 'H. Valores de desplazamiento quimico del
proton del metilo de H¢ ([Hc]o = 2 mM) en funcién del volumen de la disolucion de Cg
anadido. La linea continua corresponde a la curva del ajuste calculado mediante

minimos cuadrados mediante el programa ChemEqui.
Los valores calculados mediante el programa ChemEqui resultan ser K; = 42 M

(error < 30%) y Ky* = 73282 M (error < 1%). El valor de K, se deduce a partir de K; y
K’ y resulta ser de 1746 M. El valor de K, es superior que el valor de K, lo que
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indica muy probablemente que el complejo Cg:H, atin posee espacio en su cavidad, y su
estabilidad aumenta al incorporar una molécula adicional de huésped. Un efecto similar
se ha descrito en la bibliografia para otros sistemas® =",

Lamentablemente, no se pudieron realizar los mismos estudios para los otros
huéspedes con el anfitrion Cg, ya que o bien presentaron una variacion insuficiente de

los desplazamientos quimicos (Ha) o bien se obtuvieron espectros de gran complejidad

(Ha).
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5-4-ESTUDIO BIOLOGICO

5-4-1- Introduccién

Debido al conocido papel determinante del DNA en la replicacion celular y la
transmision genética, los 4cidos nucleicos son generalmente el primer objetivo en el
estudio de la accion de los farmacos. Se conocen muchos compuestos capaces de
interaccionar con el DNA: los que modifican covalentemente las bases, los que son
capaces de introducirse entre las cadenas del DNA o producen uniones anormales, los
antimetabolitos, los inhibidores de precursores de nucleodtidos, o los inhibidores de
enzimas como las topoisomerasas, necesarias para los cambios conformacionales que
requiere el DNA en su replicacion™.

Los compuestos metalicos pueden unirse al DNA de diversas formas. El cis-
diamminodicloroplatino (II) (conocido como cisplatino o CDP, cis-DDP, etc) es el
ejemplo mejor estudiado. Dicha asociacion se produce mediante la coordinacion del
atomo de Pt a las posiciones N7 de las bases guanina y adenina. Este compuesto es uno
de los farmacos mas utilizados actualmente en quimioterapia, y fue descubierto
casualmente por Rosemberg y col.* en la década de los 60. En 1972 se iniciaron los
primeros ensayos clinicos en humanos, y en 1978 se probo el empleo clinico del
farmaco en EE.UU., y mas tarde en Europa y Japon. El cisplatino es muy efectivo en el
tratamiento de cancer testicular y de ovarios, asi como en el tratamiento de carcinomas
cervicales, broncogénicos y orofaringeos, linfoma, osteoblastoma y neuroblastoma,
entre otros. Sin embargo, su uso esta limitado por algunos factores: espectro
relativamente estrecho de tumores contra los que presenta actividad, solubilidad
limitada en medio acuoso, efectos secundarios®', desarrollo de mecanismos de
resistencia que presentan algunos tumores después del tratamiento inicial®, etc.

Dadas las limitaciones del cisplatino, el reto desde los afios 80 ha consistido en
encontrar nuevos farmacos con actividad antitumoral parecida o superior y que, a su
vez, presenten menor toxicidad y un espectro mas amplio de aplicaciones. De esta

forma, han surgido los llamados derivados de segunda y tercera generacion.
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Antes de abordar los diferentes modos de union que pueden tener los complejos

metalicos y el DNA, es importante acercarse a la estructura del mismo.

5-4-2- Aspectos estructurales del DNA

El DNA (4cido desoxirribonucleico) es un polimero de nucledtidos que consta
de dos cadenas unidas entre si a través de las bases nitrogenadas orientadas
antiparalelamente formando una doble hélice. Los nucle6tidos se unen entre si mediante
un enlace éster entre el 16n fosfato y la desoxirribosa. Las bases nitrogenadas son
derivadas de anillos puricos o pirimidinicos y se unen a través de puentes de hidrogeno
de forma complementaria, de tal manera que la adenina siempre se une a la timina y la
guanina a la citosina.

Podemos hablar de tres niveles estructurales en el DNA: la estructura primaria,
la secundaria y la terciaria. La secuencia de nucledtidos posee individualidad y
constituye lo que se conoce como estructura primaria. La estructura secundaria se
refiere al plegamiento regular del DNA y la estructura terciaria, o superenrollamiento,
se refiere al plegamiento de orden superior de los elementos de la estructura
secundaria®’.

El DNA puede existir en diferentes conformaciones (A, B, C, Z,...) seglin sea la
estructura secundaria (figura 5-23), las cuales estan determinadas por tres factores
principales: el apilamiento de las bases, los enlaces de hidrégeno y la repulsion entre los
grupos fosfato. Estas conformaciones son interconvertibles y su estabilidad depende de
factores como la secuencia primaria, la humedad, la fuerza i6nica, el pH, etc, generando

. e . 4445
una estructura secundaria dinamica™~"".
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Figura 5-23: Conformaciones A, B y Z del DNA

La forma mas comun en el medio biologico es la B y consiste en una doble
hélice dextrogira con los fosfatos orientados hacia el exterior y las bases nitrogenadas
hacia el interior apiladas y aparejadas por enlaces de hidrogeno. El eje de la hélice esta
casi en el centro de gravedad ya que la union de la desoxirribosa con el fosfato se hace a
través de la posicion C2’ del azucar.

La forma C es muy similar a la forma B, de tal manera que se puede decir que
pertenece a la familia de la forma B pero presenta un menor empaquetamiento.

La forma A es también una hélice dextrogira y se encuentra en medios
bioldgicos donde la humedad se ha reducido por debajo del 75%. En este caso, el eje de
la hélice esta inclinado 20° respecto al centro de gravedad puesto que la unién al fosfato
se produce a través del C3’ del azucar.

La forma Z es una hélice levogira en forma de zig-zag, mas estrecha que las
otras formas y presenta las bases puricas y pirimidinicas alternadas. La union entre

fosfato y el azucar se produce a través del C3°.

5-4-3- Modos de interaccion complejo/DNA

Los posibles modos de union de los complejos metalicos con el DNA, se indican

a continuacion (figura 5-24):
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Intercalacién

Intracatenaria

Ruptura del filamento

Figura 5-24: Representacion esquematica de los modos de interaccion de los complejos

metalicos con el DNA.

- Interaccion mediante enlace covalente con las bases nitrogenadas,
principalmente con la guanina y en menor proporcion con la adenina. En el caso de ser
bifuncional, esta unidon se puede establecer entre bases de una misma cadena
(intracatenaria) o de cadenas diferentes (intercatenaria). Esta union es tipica de los
complejos de platino y en particular del cisplatino.

- Interaccion de esfera externa: son uniones de tipo electrostatico entre los
grupos fosfato del DNA y el complejo.

- Ruptura de la cadena: el complejo produce la ruptura de un enlace covalente,
normalmente la union entre al azticar y el fosfato o las uniones C-C dentro del azucar.

- Intercalacion: se produce una insercion del compuesto entre dos pares de
bases vecinas, estableciéndose una interaccion de tipo no-covalente. Dicha interaccion
fue sugerida por primera vez por Lerman® en la descripciéon de la unién del DNA a
varias moléculas aromaticas planas y grandes constituidas por anillos aromaticos
condensados*”***. Sin embargo, es también bien conocida la capacidad intercaladora
de algunos complejos metalicos™. La figura 5-25 muestra diversos complejos de Pt y

Pd que se han descrito en la bibliografia como intercaladores.

152



Capitulo 5: Preparacion de supramoléculas de Pt y Pd con ligando etilendiamina

7 N\
N\Pt/N_
- N/ AN
M =Pt, X = Cl, HET 2 NH,
M=Pd, X =Ci
/\ — —l 2+ _l 2+
_ N,
W
1
/7 \
N N AN NH

Figura 5-25: Ejemplos de complejos de platino o paladio con ligandos aromaticos

estudiados como intercaladores.

La estructura cristalina que se muestra en la figura 5-26, ilustra de forma clara
como el complejo de Pt [Pt(terpy)(HET)]" {terpy = 2,2°,2"’-terpiridina y HET = 2-

hidroxietanotiolato} se intercala entre las bases del dinucleétido dCpG”'.

c2'endo

C3'endo

Figura 5-26: Vista parcial del diagrama ORTEP del aducto formado entre dos unidades
dCpG y el complejo [Pt(terpy)(HET)]"
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Los complejos metélicos que se asocian al DNA por intercalacion se denominan,
metalointercaladores, y lo hacen a través de diversas interacciones tales como m-m
stacking o electrostaticas. Como resultado, las propiedades fisicas del DNA se ven
modificadas de forma que la insercion del cromoforo plano estabiliza, alarga, fija y
desenrolla la doble hélice*®">*>*,

Dadas las caracteristicas estructurales de los macrociclos sintetizados en este
trabajo (Pd o Pt, ligandos labiles nitrégeno dadores, anillos aromaticos, estructura
plana), pareci6 interesante investigar su capacidad de interaccionar con el DNA. Debido
a que en el medio bioldgico el agua es el disolvente por excelencia, s6lo se llevo a cabo

el estudio con los metalociclos derivados de la etilendiamina (C7 y Cg de la figura 5-27)

por ser los tnicos solubles en este disolvente.

8+
/\NH2 _ P N

H,N— M N / N—M—N
% % )
H2N—I\|/I—N _\ & _ N— M NH,
&/NHz F H2N\)
C,;:M=Pt
Cg: M =Pd

Figura 5-27: Macrociclos utilizados en el estudio biologico

Para ello, se llevaron a cabo estudios de dicroismo circular, electroforesis y
microscopia de fuerzas atdmicas. Después de comprobar que existia interaccion se
estudio la actividad antiproliferativa del derivado de Pt (Cy). Este estudio fue llevado a
cabo por la Dra. Julia Lorenzo Rivera del Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB)

de la Universitat Autonoma de Barcelona.
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5-4-4 Estudios de la interaccién de los macrociclos con el DNA

5-4-4-1- Estudio por dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular se basa en la interaccion de la luz polarizada
con moléculas opticamente activas y mide la relacion, respecto a la longitud de onda, de
la diferencia de absorcion de la luz polarizada circularmente a la derecha y a la
izquierda®.

En los espectros, se representa la elipticidad molar (0), frente a la longitud de
onda, de forma que 6 se relaciona con los coeficientes de extincidn molar para las ondas
polarizadas hacia la derecha (g;) y hacia la izquierda (g;) segun:

go_ D&
10xcxl1

Donde:
0 = elipticidad molar (grados x cm?® x dmol™)
Ag = g, - g (mgrados)
¢ = molaridad de la solucion

1 = camino 6ptico (cm)

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en los intervalos
comprendidos entre 250-350 nm (ultravioleta proximo) y 180-250 nm (ultravioleta
lejano) de la radiacion electromagnética, porque estas son las regiones que corresponden
a las transiciones electronicas del esqueleto de los péptidos, cadenas laterales de las
proteinas y las bases nitrogenadas del DNA.

La aplicacion de esta técnica a los acidos nucleicos permite establecer una
correlacion entre el espectro que observamos y la conformacion de la biomolécula
(cambio en la estructura secundaria del DNA)®, debido a que es muy sensible a los
pequetios cambios de orientacion de las bases que pueden provocar tanto la apertura
como el enrollamiento de la doble hélice’’. No obstante, no proporciona informacion

sobre la estructura absoluta del polinucledtido.
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Asi, cada una de las conformaciones del DNA presenta un espectro de dicroismo

circular caracteristico™, tal y como se muestra en la figura 5-28.

]

- -

clipticidad

T T T

I

260 260 260 A(nm)

Figura 5-28: Espectros de DC de las formas A, B y C del DNA.

5-4-4-1-1- Resultados y discusion

El DNA utilizado en los experimentos realizados ha sido el de Calf Thymus cuya
conformacioén en solucion es la B.

La preparacion de las muestras se describe en el capitulo 7. Se utilizaron tres
razones molares del metalomacrociclo r; = 0,1, 0,3 y 0,5, para poder observar la
modificacion que tiene lugar en funcion de la concentracion. Los tiempos de incubacion

fueron todos de 24h a una temperatura de 37°C.

a- Metalociclo Cg:

En la figura 5-29 se muestran los espectros de DC del metalociclo de Pd Cs.
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6000 |
4000 -
- —DNA
< _
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220°\\240 /260 280 300 320 ’
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-4000 -
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Longitud de onda

Figura 5-29: Espectros de DC del DNA de calf Thymus incubado con el metalociclo de
Pd (Cy).

En presencia del metalociclo de Pd (Cg), se aprecia una clara modificacion en
los espectros a medida que aumenta r;, lo cual demuestra que la perturbacion en la
molécula de DNA se debe al metalociclo. Se observa como la elipticidad disminuye
tanto en la banda positiva como en la negativa a medida que la concentracion del
metalociclo aumenta (tabla 5-3). Se ha descrito que la disminucion de la elipticidad de
la banda positiva es indicativa de una transformacion de la forma B a la C del DNA.
Este cambio esta producido por un desenrollamiento de la hélice debido a una rotacion

de las bases cuando el compuesto se une al DNA %,
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Compuestos 1 Omax Amax(nNm) Ormin” Amin(nm)
DNA -- 4850 274 -4480 245
Cs(Pd)-DNA 0,1 5570 276 -3830 246
0,3 4670 280 -3050 246
0,5 3900 283 -1670 248

Tabla 5-3: Valores de elipticidad y longitud de onda para el maximo y minimo de los
espectros de DC de DNA incubado con Cg(Pd)

b- Metalociclo Cy:

En la figura 5-30 se muestran los espectros de DC del metalociclo de Pt (Cy).

8000 -

6000 ~

4000 -

2000 -

Elipticidad

-2000 -

-4000 -

-6000 -

Longitud de onda

——DNA

—r1i=0,1
ri=0,3
ri=0,5

Figura 5-30: Espectros de DC del DNA de Calf Thymus incubado con el metalociclo de
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Compuestos T Omaxi | Amaxi(nm) Omin Amin(NM) | Omaxy | Amaxo(nm)
DNA - 4850 274 -4500 245 - -
C;(Pt)-DNA | 0,1 4140 276 -4480 245 1630 310
0,3 3030 273 -4620 246 3540 307
0,5 2230 275 -4880 248 5720 309

Tabla 5-4: Valores de elipticidad y longitud de onda para el maximo y minimo de los

espectros de DC de DNA incubado con C7 (Pt)

Tal y como se observa en la figura 5-30 y en la tabla 5-4, en presencia del
metalociclo C; los espectros muestran un aspecto diferente al descrito para el derivado
de paladio, ya que se ven dos bandas positivas, una a 270 nm y otra a 310 nm
aproximadamente y otra negativa alrededor de 250 nm. A medida que la concentracién
del compuesto aumenta, la elipticidad de la primera banda positiva disminuye, mientras
que la elipticidad de la segunda banda positiva aumenta. La elipticidad de la banda
negativa aumenta ligeramente a medida que se incrementa la concentracion. Un efecto
similar se ha observado en el sistema DNA/[Pt(terpy)(CHg)]Clm, donde las bandas
inducidas en el espectro de CD se producen tras el acoplamiento entre el momento de
dipolar de la transicion de las nucleobases y del fragmento aromatico del ligando, lo que
es indicativo de la existencia de una interaccion intercaladora entre el complejo de Pt(II)

y la doble hélice del acido nucleico®™.

5-4-4-2- Estudio por electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel es uno de los métodos mas usuales para estudiar el
DNA. Como el DNA es una macromolécula cargada negativamente, esta se somete a un
campo eléctrico de direccion y fuerza constantes de forma que se produce una
migracion diferencial de las moléculas o fragmentos de DNA en funcion de dos factores
fundamentales: el tamafio y el grado de superenrollamiento.

Para nuestros estudios de electroforesis se ha utilizado gel de agarosa y DNA

plasmido pBR322. Los plasmidos se definen como material genético extracromosdémico
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que aparece en bacterias™. Este tipo de DNA presenta una medida fija (4,36 Kbp) y las
moléculas se pueden encontrar mayoritariamente en dos formas: la forma circular
covalentemente cerrada (CCC o forma I), que presenta un cierto nimero de vueltas
superhelicoidales, y la forma circular abierta (OC o forma II) que es la forma relajada®.
Junto a estas dos formas, de las cuales el mayor porcentaje es de CCC, suele aparecer

una tercera forma muy minoritaria que es la forma lineal o forma III (figura 5-31).

;

3

Forma I (CCC) Forma II (OC) Forma III

Figura 5-31: Representacion esquematica de las formas del DNA estudiado.

La velocidad de migracion depende de muchos factores como la diferencia de
potencial aplicada, el tampon usado, la proporcidon de agarosa en el gel, el tamafio del
DNA, el nimero de vueltas superhelicoidales, etc. Sin embargo, para unas condiciones
fijadas, la velocidad de migracion pasa a depender tnicamente del nimero de vueltas
superhelicoidales, de modo que cuantas mas vueltas, mas compacta es la estructura, lo
cual aumenta su movilidad. Asi pues, la forma CCC (forma I) migra mas rapido que la
OC (forma IT)>>®. Esto quiere decir que, en principio, se pueden observar dos marcas,
una correspondiente a cada una de las dos formas mayoritarias del DNA. La forma III

(lineal) no se suele observar por ser muy minoritaria o porque frecuentemente corre

junto a la CCC?’.
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Los complejos metalicos pueden provocar tanto una disminucién del
superenrollamiento como una compactacion del DNA. Por tanto, se espera una
variacion en la movilidad electroforética de las diferentes formas, y como consecuencia,
esta técnica permite evaluar las modificaciones en la estructura terciaria del DNA

provocadas por dichos complejos®.

5-4-4-2-1- Resultados y discusion

Se han estudiado los cambios producidos en la movilidad electroforética del
DNA plasmido por los metalociclos de Pt (C7) y de Pd (Csg) incubados durante 24h a
37°Cyaunar =0,1y 0,3 para todos ellos. Para poder evaluar la modificacién causada
por los metalociclos sobre la movilidad electroforética del plasmido incubado en las
mismas condiciones se ha realizado un control negativo (plasmido solo).

En la figura 5-32 se muestran los resultados obtenidos. Las fotografias se
presentan de manera que la migracion de las diferentes formas que puede adoptar el
DNA se produce desde la parte superior a la parte inferior de la imagen. La ultima calle
(6) corresponde a un marcador que contiene diferentes fragmentos de DNA lineal de
tamaios diversos. Siempre la primera sefial corresponde a la forma OC, y la segunda a

la CCC.
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1- pPBR-C#(Pt), 1; = 0,3

2- pPBR-Cy(Pt), r; = 0,1

3- pPBR-Cg(Pd), r; = 0,3

4- pBR-Cg(Pd), r; = 0,1

5- DNA pBR322 incubado
6- Marcador

Figura 5-32: Patron de movilidad electroforética del DNA incubado con los

metalociclos

Tal y como se ve en la figura 5-32, los dos metalociclos provocan cambios
apreciables en la estructura terciaria del plasmido y, por tanto, son capaces de modificar
la movilidad electroforética del pBR322. El metalociclo de Pd a razén molar 0,1 (calle
4) provoca un ligero retraso en la movilidad electroforética de la forma CCC. En
cambio a r; = 0,3 (calle 3) la forma CCC migra a la misma velocidad que la OC, de
modo que se ve una sola banda ancha intermedia entre las dos formas, lo que indica que
la forma CCC ha sufrido un desenrollamiento y sufre un retraso a la hora de migrar
mientras que la forma OC parece que al interaccionar con el metalociclo de Pd, aumenta
su movilidad. Este efecto es similar al encontrado para el cisplatino, el cual interacciona
de forma cis-bifuncional provocando la torsion en la doble hélice, originando
micropliegues locales y por consiguiente, compactacion. Este hecho sugiere que en este
caso la interaccidon no es puramente intercalativa, tal y como parecen indicar también los
estudios de dicroismo circular.

En el caso del metalociclo de Pt (C7), a concentracion baja, se observa un efecto
similar al encontrado para el metalociclo de Pd, es decir un retraso en la migracion de la

forma CCC. Por el contrario a concentracion alta, so6lo aparece una banda que
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corresponde a la forma OC, lo que indica que toda la forma CCC ha sufrido un
desenrollamiento completo. Dado que la union intercalativa provoca un grado de
desenrollamiento de la superhélice mayor que el que se produce en una unioén covalente
cis-bifuncional®, este resultado coincide con el obtenido en dicroismo circular, que

apunta hacia una interaccion de tipo intercalativo para Cs.

5-4-4-3- Estudio por microscopia de fuerzas atdbmicas (AFM)

La microscopia de fuerzas atomicas (AFM) es una de las técnicas de la familia
de microscopia de sonda proxima (que incluye la microscopia del efecto tinel) que
actiia como un perfilometro nanométrico y determina la topografia de una superficie con
una resolucion atomica.

En esta técnica, una punta recorre la superficie de la muestra (como si se tratara
de la aguja de un tocadiscos) y mide los desplazamientos que se ve obligada a realizar
manteniendo una fuerza constante; de esta manera, construye una imagen a partir de las
diferentes alturas que presentan los componentes de la muestra observada.

Usando un microscopio de fuerzas atomicas comercial, en 1992 Bustamante y
col. pudieron publicar la primera imagen creible de DNA plasmido con una resolucion
similar a la de un microscopio electronico convencional®. Posteriormente se publicaron
imagenes similares a las obtenidas por Bustamante (Hansman y col., Henderson,

70,71

Lyubchenko y col., etc)"™" . Esto es posible gracias a la utilizacion de un sustrato como

la mica y la presencia en los tampones utilizados de cationes divalentes como el Mg*",
que incrementan la adhesion de DNA al sustrato de mica’*.

Dentro de toda la familia de técnicas que recoge el AFM, las mejores imagenes
de DNA plasmido se han obtenido gracias al modo TMAFM (tapping mode atomic
force microscopy), en el cual, el contacto entre la punta y la muestra es intermitente y
débil, minimizando las fuerzas laterales de manera que las muestras apenas se ven
dafiadas ni arrastradas’™. Se trata de una técnica potente para la investigacion de

estructuras bioldgicas que puede actuar en interfase aire-solido y liquido-sélido,

revelando el relieve topografico real”.
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Se han realizado numerosos estudios de AFM sobre las modificaciones que el
cisplatino provoca sobre el DNA®*®497376 y siempre se observa que las moléculas de
DNA se acortan y se compactan al platinarse gracias a la capacidad del platino para

entrecruzarse con las cadenas de DNA formando micropliegues.

5-4-4-3-1- Resultados y discusion

Se han estudiado mediante TMAFM las modificaciones que sufre el DNA
plasmido pBR322 al interaccionar con los metalociclos de Pt (C;) y de Pd (Cs)
incubados durante 24h a 37°C y aunar; = 0,3.

En la figura 5-33, se muestra la imagen del DNA libre. En las figuras 5-34 y 5-

35 se muestran los resultados obtenidos cuando se incuba del DNA con los metalociclos

de Pd (Cs) y de Pt (Cy) respectivamente.

3.0 nm

1.5 nm

0.0 nm

Figura 5-33: Imagenes de TMAFM del DNA pBR322 libre
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3.0 fm

1.5 nm

0.0 nm

5.0 nm

2.5 nm

0.9 nm

Figura 5-35: Imagenes de TMAFM del DNA incubado con el metalociclo de Pt (Cy).

Mientras que el DNA libre presenta una moderada relajacion (50%) (se puede
apreciar la forma ciclica OC y la superenrollada CCC cuando se incuba a 37°C durante
24 horas), cuando se incuba con el metalociclo de Pt (C;) se observan cambios drasticos

que provocan modificaciones en la estructura terciaria. Se torsiona la doble hélice, se
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forman nudos y puntos de unién entre diferentes filamentos, dando lugar a una
estructura compacta. Este efecto es mas pronunciado en el caso de Cg, ya que se

observan nudos mas grandes y por tanto una estructura mucho mas compacta.

5-4-5- Ensayos de la actividad antiproliferativa

Ya que los estudios que se acaban de exponer habian puesto de manifiesto que
los macrociclos eran capaces de interaccionar con el DNA, se pens6 en ensayar su
actividad antiproliferativa. Este estudio se realizd unicamente con el cuadrado de Pt
(C7) ya que los compuestos de este metal son los mas utilizados desde un punto de vista
farmacolégico.

Con los estudios que se presentan en este apartado, se pretende analizar la
capacidad de sobrevivir y reproducirse que tienen las células tumorales de un cultivo
que se han puesto en contacto con un determinado compuesto, comparada con la de un
cultivo de control (en ausencia del compuesto). El pardmetro que se evalua se denomina
porcentaje de supervivencia celular y se obtiene por comparacion de la capacidad de
proliferacion de las células en los cultivos tratados, con los compuestos y los cultivos de
control. En todos los casos, la proliferacion celular en los cultivos tratados con el
metalociclo de Pt (C7) se ha determinado mediante el método basado en el compuesto
MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio) como indicador de la
viabilidad celular (cromoéforo), el cual se reduce por las reductasas mitocondriales en el
interior de las células vivas. El producto de reduccion del MTT (formazan) es un so6lido
cristalino de color naranja-rojizo que se puede disolver y analizar por colorimetria’”’®
(los detalles del procedimiento se explican en la parte experimental). Este proceso de
reduccion requiere mitocondrias que quedarian inactivas al poco tiempo de iniciar la
muerte celular. Es por eso que este método constituye una herramienta util para
discriminar entre células vivas y muertas.

Los porcentajes de supervivencia celular obtenidos se representan graficamente
en funcion de la concentracion del compuesto administrado. De esta representacion
grafica se obtiene por interpolacion el parametro ICsy, que se define como la

concentracion del compuesto que se tiene que administrar para inhibir en un 50% el
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crecimiento de las células tumorales (o la concentracién que se necesita para obtener
una supervivencia del 50%)""*.

Los estudios de la actividad antiproliferativa que se presentan en este trabajo se
han llevado a cabo con la linea de células tumorales Leucemia humana HL-60.

Las células han sido expuestas continuadamente al cisplatino y a C; durante un
periodo de 24h o de 72h y después se ha examinado el crecimiento utilizando el método
del MTT.

En la tabla 5-5 se muestran los porcentajes de supervivencia celular para cada

uno de los casos estudiados.

Compuesto ICso (uM) 24h ICso (uM) 72h
C; (PY) 4,85+ 1,01 526+ 1,77
cisplatino 15,61 £ 1,15 2,153 £ 1,01

Tabla 5-5: Valores de ICs, para el metalociclo de Pt (C7) y el cisplatino para la linea
celular HL-60.

Tal y como se observa en la tabla 5-5, los bajos valores de ICsy para el
metalociclo de Pt preparado en esta memoria (C;) indican que este presenta, a corto
plazo, un efecto mejor que el cisplatino (mata a las células a dosis bajas), mientras que a
largo plazo el cisplatino es mas efectivo.

Todos estos resultados sugieren la conveniencia de desarrollar en un futuro un
estudio complementario, mediante la técnica de citometria de flujo, para analizar la

capacidad del macrociclo Cy para inducir apoptosis en las células de Leucemia HL-60.
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