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RESUMEN

Se sintetizd el complejo Eu[cyp], a partir del ligante tipo ciclofano 2,12-dioxa-4,7,10-
tris(carboximetil)-1,4,7,10,13-pentaaza-15,30(1,4-fenilenbismetilenoxi)[13.10]orto-

ciclofano, (cyp)Hs, sintetizado previamente en el Departamento de Investigacion en
Polimeros y Materiales (DIPM) y la sal del lantanido EuCls. Se obtuvo monocristal del
complejo y se caracteriz6 mediante analisis de rayos X de monocristal y distintas
técnicas convencionales. El complejo presenta una geometria de coordinacién de
nueve, con centro metalico en el Eu(lll), unido a tres atomos de nitrégeno amino, tres
atomos de oxigeno carbonilo, dos atomos de oxigeno amida y un atomo de oxigeno
de una molécula de agua. La celda unitaria tiene un sistema cristalino monoclinico
con un grupo espacial P21/n con cuatro moléculas de quelato por celda, formando
dimeros en estado sdlido. El ciclofano (cyp)Hs, contiene en su estructura tres anillos
aromaticos, lo que le proporciona rigidez a la molécula, ademas, tres grupos amino,
dos amida y dos oxo, asi como tres brazos carboxilicos; grupos con atomos
donadores con diferentes habilidades de coordinacidn, asi como un tamano suficiente
para encapsular huéspedes metalicos y moléculas bioldgicas. Este trabajo se centra
en estudiar si ambas especies pueden reconocer a la glucosamina ya que este
compuesto tiene gran importancia biolégica pues esta presente en procesos de
regeneracion de tejido, asi como en procesos tumorales. Mediante estudios por UV-
vis, RMN y modelado molecular, se logré elucidar que existe reconocimiento
molecular del carbohidrato glucosamina (GIcN) con el ligante tipo ciclofano, no siendo
asi, con su complejo de lantanido Eu[cyp]. Mediante calculo de Jobs se determind la
estequiometria 1:1 cyp:GIcN, con titulaciones por RMN 'H se pudieron elucidar
interacciones entre cyp-GIcN tipo CH-1T entre el anillo central del receptor y el H en
posicion BCH(1) del carbohidrato y por modelado molecular se proponen otras
interacciones como; una interaccién entre un grupo OH (glucosamina) y un atomo de
oxigeno tipo éter; otra entre un grupo NHs* (glucosamina) y un grupo COO"y dos
interacciones, una entre un grupo COO-y un grupo OH de la glucosamina y otra entre

este mismo grupo COO-y un grupo NH del ciclofano.



ABSTRACT

The Eu[cyp] complex was synthesized from the cyclophane-type ligand 2,12-dioxa-
4,7,10-tris (carboxymethyl) -1,4,7,10,13-pentaaza-15,30 (1, 4-
phenylenebismethyleneoxy) [13.10] ortho-cyclophane, (cyp)Hs, previously
synthesized in the Department of Research in Polymers and Materials (DIPM) and the
lanthanide salt EuCls. The complex was monocrystallized and characterized by single
crystal X-ray analysis and various conventional techniques. The complex has a
coordination geometry of nine, with a metallic center at Eu(lll), attached to three amino
nitrogen atoms, three carbonyl oxygen atoms, two amide oxygen atoms and one
oxygen atom of a water molecule. The unit cell has a monoclinic crystal system with
a P21/n spatial with four chelate molecules per cell, forming dimers in solid state. The
cyclophane (cyp)Hs, contains in its structure three aromatic rings, which provides
rigidity to the molecule, in addition, three amino groups, two amide and two oxo, as
well as three carboxylic arms; clusters with donor atoms with different coordination
abilities, as well as large enough to encapsulate metallic hosts and biological
molecules. This work focuses on studying whether both species can recognize
glucosamine since this compound has great biological importance since it is present
in tissue regeneration processes, as well as in tumor processes. Through UV-vis, 'H
NMR and molecular modeling studies, it was possible to elucidate that there is
molecular recognition of glucosamine carbohydrate (GIcN) with the cyclophane-type
ligand, but not with its lanthanide complex Eu[cyp]. By means of Jobs calculation, the
1:1 cyp:GlIcN stoichiometry was determined, with '"H NMR titrations interactions
between cyp-GlcN type CH-11 between the central ring of the receptor and the H in
position BCH(1) of the carbohydrate and by molecular modeling other interactions are
proposed such as; an interaction between an OH group (glucosamine) and an ether-
type oxygen atom; another between an NH3* group (glucosamine) and a COO- group
and two interactions, one between a COO- group and an OH group of glucosamine

and another between this same COO- group and an NH group of cyclophane.



INTRODUCCION

La 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (D-glucosamina, GIcN) es un carbohidrato
abundante entre los polisacaridos y glicoconjugados presentes en la naturaleza, ya
que desempena un papel importante en las superficies de las células, pues es un
componente de muchas glucoproteinas celulares, glucolipidos y glicosaminoglicanos
[1]. La GIcN se ha utilizado ampliamente como un régimen alternativo para las
enfermedades relacionadas con las articulaciones, como la artritis reumatoide (AR) y
la osteoartritis (OA) [2]. El envejecimiento de la poblacion y el incremento en la
esperanza de vida son factores contribuyentes; sin embargo, también hay una alta
incidencia de OA en personas de edad mas joven. Un tratamiento 6ptimo para la OA
idealmente proporcionaria alivio de los sintomas y la preservacién de la funcion, seria
seguro y retrasaria el dafio de la estructura articular. Los compuestos de GIcN
apropiados pueden ser buenos candidatos para este desafio terapéutico [3] ya que
desempena un papel en la via biosintética, siendo un precursor en la biosintesis de
glicoaminoglucanos, una sustancia necesaria para la construccion del cartilago de
control de las articulaciones. Debido a sus grupos reactivos hidroxilo y amino, la GIcN
se ha utilizado para generar muchas moléculas importantes desde el punto de vista
medicinal y material utilizando reacciones quimicas y enzimaticas. Estos derivados
de glucosamina sintéticos han demostrado una potente actividad bioldgica y se usan
en investigaciones medicinales [1]. Ademas, se ha comprobado la capacidad litica
que posee este monosacarido en células tumorales actuando sin influir en las células
sanas [1-4], pues es toxica para lineas celulares malignas in vitro, y un agente litico
eficaz para varios tipos de tumores trasplantados in vivo, con poca toxicidad para los
tejidos sanos del huésped [4,5]. La actividad anticancerigena de la GIcN se demostro
por primera vez hace mas de 50 afios [4]. Sin embargo, los mecanismos moleculares
subyacentes a la actividad anticancerigena de la glucosamina aun no se conocen
bien.

Elucidar los mecanismos de accién de la glucosamina sobre células tumorales
supone un gran reto dentro de la comunidad cientifica, pues de conocerse, el uso de

este carbohidrato como tratamiento anticancerigeno seria mas efectivo.



A mediados de la década de 1980, surgid el concepto de quimica
supramolecular, o mejor conocida, como "quimica mas alla de la molécula", gracias
a Jean-Marie Lehn [6]. Esta rama de la quimica se ocupa del estudio de entidades
organizadas de una alta complejidad que resultan de la asociacion de dos o mas
especies quimicas unidas por interacciones de tipo no covalente. Esta disciplina ha
encontrado aplicaciones en areas diversas como la quimica medicinal y analitica [7],
pues su principio se basa en las interacciones que suceden en sistemas bioldgicos.

Los componentes de una especie supramolecular llevan por nombre sustrato
y receptor molecular. Los receptores moleculares envuelven al sustrato y establecen
numerosas interacciones de enlace no covalentes que pueden ser del tipo de
interacciones débiles, por ejemplo, fuerzas de Van der Walls, el enlace de hidrégeno
o las atracciones dipolo-dipolo. Estas entidades pueden contener espacios libres
dentro de la molécula en las cuales se puede acomodar el sustrato.

La quimica supramolecular comprende el estudio de ligantes macrociclicos,
los cuales han atraido gran atencidn en consideracion a sus interesantes propiedades
como ligante para formar complejos con cationes, aniones y moléculas neutras. A lo
largo del desarrollo de la quimica supramolecular, se han logrado sintetizar varios
tipos de ligantes macrociclicos como los calixarenos, ciclodextrinas, éteres corona,
cavitandos y ciclofanos.

El estudio de los ciclofanos se ha desarrollado como una disciplina de
investigacion central con numerosos enlaces a otras areas. También se ha
demostrado que funcionan como plantillas supramoleculares versatiles para la
sintesis de diferentes materiales inorganicos y la encapsulacion de biomoléculas
activas. Cualidad relacionada con las caracteristicas estructurales inusuales de
muchos de estos compuestos, las cuales les permiten formar complejos con
diferentes sustratos. La incorporacion de iones metalicos en los sistemas
supramoleculares ciclicos permite el disefio de nuevos receptores. Los ligantes que
forman complejos con iones metalicos son capaces de unirse a bases de Lewis a
través de sitios de coordinacion disponibles presentes en diversas biomoléculas [6].

El grupo de investigaciéon en Quimica Supramolecular del DIPM-UNISON, ha

sintetizado una serie de ciclofanos derivados del acido etilendiaminotetracético



(EDTA) y del acido dietilentriaminopentaacético dianhidrido (DTPA) con diferentes
aminas. Estos ligantes de tipo ciclofano muestran propiedades muy interesantes,
como reconocimiento de sustratos catidnicos de gran importancia biologica entre ellas
algunos aminoacidos y neurotransmisores como: fenetilamina, histamina, serototina,
triptamina tiramina y dopamina [8], la formacion de complejos con metales de
transicion como Cu(ll) y Fe(ll) [9,10], ademas de la formacion de complejos con iones
lantanidos como Gd(lll) y Eu(lll) como posibles agentes de contraste para resonancia
magnética de imagen [11].

Los iones de los lantanidos(lll) pueden formar complejos con una amplia
variedad de ligantes. El interés en estos complejos ha aumentado, debido a su estado
de oxidacién 3, lo que le da una estabilidad que ningun otro conjunto de elementos
posee hasta ahora [12], permitiéndoles la formacién de complejos ternarios con
diferentes sustratos. Los complejos lantanidos han recibido una atencion importante
en las ultimas décadas, principalmente debido a sus aplicaciones en la biomedicina
[13].



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

En este proyecto se propone elucidar el tipo de interaccién que se lleva a cabo entre
el carbohidrato glucosamina (GIcN) y el receptor sintético 2,12-dioxa-4,7,10-
tris(carboximetil)-1,4,7,10,13-pentaaza-15,30(1,4-fenilenbismetilenoxi)[13.10]ortoci-

clofano, (cyp)Hs y su complejo Eu[cyp], con el fin de tratar de entender el tipo de
reacciones entre los distintos grupos funcionales.. Este nuevo conocimiento ayudaria

a entender algunos procesos biologicos.

Objetivo General
. Sintetizar y caracterizar el complejo del lantanido Eu(lll) con el ciclofano

(cyp)Hs y evaluar la capacidad de reconocer la glucosamina, tanto del complejo como

del ciclofano (cyp)Hs.

Objetivos Particulares
. Obtener el ciclofano (cyp)Hs, de acuerdo con la metodologia reportada por

Soberanes y colaboradores.
. Sintetizar el complejo Eu[cyp].

. Caracterizar el complejo mediante punto de fusion, solubilidad, masas y
distintas técnicas espectroscépicas como UV-vis, IR, RMN 'H y difraccion de rayos
X.

. Evaluar la capacidad del ciclofano y de su complejo de reconocer glucosamina

mediante titulaciones por UV-vis y RMN H.

. Simular teéricamente mediante modelado molecular la interaccidon del ciclofano

y su complejo con la glucosamina.



ANTECEDENTES

No es sorprendente que la biologia utilice los carbohidratos como algo mas que
bloques de construccion estructurales o fuentes de combustible bioquimico [14].
Ademas de la evidente y bien conocida funcion como fuente de energia de los
carbohidratos estas biomoléculas también juegan un papel importante como
constituyentes estructurales en diferentes organismos en distintos reinos. Sin
embargo, un nuevo campo de investigacion esta surgiendo y esta relacionado con el
papel que juegan los carbohidratos dentro de la glicobiologia donde intervienen en
numerosos procesos tanto fisiolégicos como patolégicos. Como procesos fisioldgicos
se puede mencionar el desarrollo, crecimiento, diferenciacién, reconocimiento y
embriogénesis celular y como procesos patoldgicos los procesos infecciosos, de
inflamacion y tumorales. Estos procesos pueden provocar modificaciones

postraduccionales de las proteinas regulando asi su actividad biologica [15].

Estudio de los carbohidratos

La glicobiologia se encarga del estudio de la estructura molecular y funcién biolégica
de los carbohidratos libres o presentes en conjugados como las glicoproteinas,
glicolipidos y proteoglicanos, asi como de las proteinas que interactuan
especificamente con estos y su implicacion causal en el desarrollo de patologias,
diagndstico y terapia [15, 16].

En las células de los mamiferos se pueden encontrar diferentes tipos de
monosacaridos tales como la glucosa (Glc), la galactosa (Gal), la glucosamina (GIcN),
la xilosa (Xyl), la manosa (Man), la fucosa (Fuc), entre otros. Estos monosacaridos se
pueden unir formando disacaridos y moléculas mas complejas (Figura 1) como
oligosacaridos y polisacaridos. Debido a la gran cantidad de grupos hidroxilos que
presentan pueden formar tanto estructuras lineales como ramificadas. Ademas, estas
moléculas pueden sufrir modificaciones posteriores como sulfataciones,
fosforilaciones, acetilaciones aumentando asi su diversidad estructural y, con
frecuencia, se pueden encontrar en combinacion con otras biomoléculas, formando

asi moléculas mas grandes como la N-acetil galactosamina (GalNAc), la N-acetil



glucosamina (GIcNAc), el acido Glucuronico (GIcA), y el acido sialico o el acido N-

acetilneuraminico (NeuAc) [15].
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Figura 1. Secuencia disacarida basica del acido hialurénico (conformado por el 4cido
B-D- glucurénico y por B-D-glucosamina N acetilada).

En la naturaleza hay diferentes tipos de biomoléculas tales como los acidos
nucleicos, las proteinas, los lipidos y los carbohidratos siendo este ultimo grupo el
tipo mas abundante. El conjunto de todos los carbohidratos tanto libres como
formando moléculas con mayor complejidad, que se encuentran en el organismo
forman el glicoma. El estudio del glicoma es bastante mas complejo que el estudio
del proteoma (estudio de proteinas), del genoma (estudio del ADN) y del lipidoma
(estudio de las membranas lipidicas). Esta complejidad se debe a la gran diversidad
de carbohidratos que existen en la naturaleza, a la multitud de enlaces que se
producen entre ellos (donde se forman polisacaridos ramificados o lineales) y a que
se asocian a gran variedad de proteinas. Esta ultima asociacién da lugar a los
llamados glicosaminoglicanos (GAGs) que se encuentran en la matriz extracelular de
las células eucariotas formando glicoconjugados con proteinas denominados
proteoglicanos (Figura 2).

Las glicoproteinas estan formadas por carbohidratos ramificados siendo estos
N-glicanos u O-glicanos y por proteinas. Dentro de este grupo se encuentra a la
glucosamina N acetilada unida a residuos de serina o treonina. Los glicos-fingolipidos
estan formados por glicosaminoglicanos unidos a lipidos de membrana. Y por ultimo,
el GPI (glicosil fosfatidil linositol) que se une a proteinas que se anclan a la membrana
mediante lipidos [17]. Todo esto explica la razén por lo que se llevan a cabo tantas
funciones en la célula, pues la diversidad de glicoconjugados presentes en la matriz

extracelular es muy basta [16].
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Figura 2. Presentacion de los carbohidratos en la matriz extracelular %,

El papel de los oligo y los polisacaridos y sus conjugados en la biologia celular
no debe subestimarse. Las funciones de los carbohidratos en los organismos son
muy variadas, desde el almacenamiento de energia y el mantenimiento de la forma
celular hasta la provisidn de la unicidad inmunoldgica de los microorganismos [18].
Los carbohidratos estan involucrados en diferentes funciones biolégicas como el
reconocimiento en el crecimiento axonal, coagulacion de la sangre, reconocimiento
célula-célula, interacciones antigeno-anticuerpo, actuan como un factor estructural en
matrices extra-celulares y llevan a cabo las modificaciones post-translacionales de
péptidos. Ademas, para que las células lleven a cabo sus funciones de forma normal
se necesita unos patrones de glicosidacion correctos, ya que lo contrario provocaria

abominaciones genéticas [15].



Glicosaminoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAGs), se consideran como biomoléculas inertes y estan
restringidos en su funcion biolégica al relleno del espacio durante la orientacion y
organizacion de la matriz extracelular. Sin embargo, los avances recientes en la
investigacion de la glicoinmunologia establecieron su participacion en una variedad
de eventos de sefializacion celular que estan asociados con el inicio y la regulacion
de la inflamacién, la cicatrizacion de heridas y la reparacién de tejidos. Se ha sugerido
que los GAGs juegan como mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios durante
el inicio y la progresion de infecciones al interactuar con diversas clases de proteinas
[19]. Ademas, estudios clinicos han sugerido un papel importante de los GAGs en
pacientes con osteoartritis (OA), artritis reumatoide (AR), psoriasis, esclerodermia,
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), enfermedades cardiovasculares, infecciones de transmisiéon sexual,
enfermedades neurodegenerativas tales como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
la enfermedad de Alzheimer [20], los diferentes tipos de cancer y en varias
infecciones bacterianas y virales en el sistema inmunitario humano. Considerando la
intensidad y el gradiente de los GAGs en la fisiopatologia humana, los investigadores
se centran activamente en ellos como nuevos objetivos terapéuticos. Aunque hasta
la fecha, se tiene un pufiado de evidencia de los roles inmunomoduladores de los
GAGs, se sabe muy poco sobre sus estructuras, biosintesis y mecanismo de accién

en situaciones fisioldgicas y patoldgicas [21].

Funciones de los GAGs
Los GAGs son biomoléculas que realizan muchos procesos biolégicos ademas de

funciones estructurales y moduladoras. Una clasificacion que se puede hacer de las
funciones bioldgicas de los glicosaminoglicanos es segun la forma en que reconocen
a diferentes proteinas [22].

Debido a las numerosas funciones que los GAGs realizan en el organismo,

estos polisacaridos son muy utiles para su aplicacibn en medicina por sus



propiedades anti-inflamatoriorias, anticoagulantes, como agentes antitumorales entre
otros.

La estructura de un disacarido, oligosacarido o polisacarido se determina por
la secuencia de monosacaridos que la conforman, ademas de los enlaces glicosidicos
disponibles, la estereoquimica de las uniones glicosidicas (a o ) y por el grado y tipo
de sustitucion de los grupos hidroxilos de la estructura. También el efecto anomeérico
del anillo de hexapiranosa es parte determinante de estas estructuras. Este efecto
provoca que la conformacion del carbono anomérico pueda ser del tipo a o B,
dependiendo de si los anillos de hexapiranosa tienen el oxigeno interglicosidico en
su forma ecuatorial o axial [15].

La investigacion glicoquimica y de la glicobiolégica ha sufrido recientemente
un gran crecimiento y se ha convertido rapidamente en uno de los topicos principales
de la ciencia moderna. Se ha descubierto que los carbohidratos tienen un papel
bastante importante en el reconocimiento bioldgico, el desarrollo de enfermedades y
el control de la respuesta inmune [23].

La alta diversidad estructural de los residuos de sacarido y sus enlaces permite
que las moléculas que contienen carbohidratos presenten una gran cantidad de
sefales a su entorno, lo que las hace muy adecuadas para el control del
reconocimiento molecular en las células vivas, altamente involucradas en la
transduccion de sefales, y en multiples vias biosintéticas [24].

Un glicosaminoglicano que se ha mencionado mucho y en el cual se centra
este trabajo de investigacion es la glucosamina, este carbohidrato esta presente en
varios procesos biologicos de gran importancia, los cuales han atraido la atencién

hacia su investigacion.

Glucosamina

La glucosamina (2 amino-2-desoxi-D glucosa, GIcN) (Figura 3) y la N-acetil
glucosamina (GIcNAc) son amino monosacaridos que son componentes de los
glucosaminoglicanos, que constituyen una parte importante de la matriz de todos los

tejidos conectivos. La entrada de GIcN en las células es estimulada por la insulina e



involucra el sistema transportador de glucosa. Cuando la GIcN libre ingresa a las
células, su metabolismo posterior se limita significativamente a su fosforilacion (a

glucosamina-6-fosfato) [25].

e
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Figura 3. Estructura quimica de la glucosamina.

Glucosamina como tratamiento
La glucosamina es un azucar de amino que se ha utilizado como un tratamiento

alternativo para enfermedades relacionadas con las articulaciones, como la AR y OA
a pesar de que su farmacocinética y farmacodinamica no estan bien definidas [2].
Ademas de su accion condroprotectora, existen estudios en los que se sostiene que
la GIcN posee accion anticancerigena, pues se ha observado la inhibicion del
crecimiento en células cancerosas a través de la actividad protedmica [3-5, 25, 26].
Muchos estudios in vivo han implicado que la GIcN tiene acciones preventivas
y adyuvantes sobre la AR en ratas e importantes efectos modificadores de los
sintomas sobre la OA en ensayos clinicos en humanos. Ademas, los resultados de
muchos estudios in vitro han demostrado que GIcN inhibe la expresion de la actividad
de muchos mediadores inflamatorios, incluyendo la ciclooxigenasa-2, la sintasa
inducible de 6xido nitrico, las metaloproteasas de la matriz y el factor nuclear kB (NF-

KB) que respaldan aun mas su actividad antiinflamatoria [3,5,25].
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Reconocimiento de Carbohidratos

El reconocimiento molecular de los carbohidratos es un tema investigado activamente
en la quimica bioorganica. La importancia del reconocimiento de carbohidratos en
biologia, y los desafios involucrados, han llevado a un gran interés en imitar proteinas
de unidén a sacarido como las lectinas [27]. El proceso de reconocer carbohidratos es
dificil, esto debido a la similitud entre el sustrato (carbohidrato) y el solvente (que en
sistemas biologicos es el agua) por lo que, el progreso en dilucidar estas
interacciones ha sido lento [14].

La poca comprension de los principios que dominan el reconocimiento de los
carbohidratos a nivel molecular ha estimulado una intensa investigacion realizada en
gran medida a través de receptores sintéticos, que podrian disefiarse y modificarse
adecuadamente para reconocer selectivamente sacaridos especificos y muestre los
factores involucrados y los criterios requeridos para un reconocimiento efectivo. Dada
la complejidad del reconocimiento de glucoconjugados, la atencidon se ha centrado
principalmente en monosacaridos u oligosacaridos cortos.

Esta simplificacién se ha basado en la evidencia de que, en eventos bioldgicos,
incluso para polisacaridos complejos, solo los mono u oligosacaridos terminales

generalmente se atribuyen a procesos de reconocimiento [17].

La quimica Supramolecular en el Reconocimiento Molecular

El reconocimiento de carbohidratos a través de interacciones no covalentes es uno
de los objetivos desafiantes de la quimica biomimética y supramolecular [1]. Esto se
debe en parte a los diversos procesos de reconocimiento celular de oligosacaridos
en las superficies celulares [2], y en parte a la complejidad 3D, incluso en estructuras
de monosacaridos [3, 28, 29].

Las ultimas dos décadas han sido testigos del avance en la sintesis de una
amplia biblioteca de receptores sintéticos para el reconocimiento molecular de
carbohidratos, principalmente disefiados para el reconocimiento biomimético a través
de interacciones no covalentes con la intencién de obtener analogos artificiales de

lectinas, los receptores naturales para carbohidratos [30]. Debido a que los
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carbohidratos son moléculas quirales que ocurren naturalmente en una forma
enantiomérica, inspiradas en lectinas y sobre la base de consideraciones de
complementariedad intuitivas, uno esperaria que el receptor que mejor se adapta a
un azucar especifico deberia ser una estructura enantiopura quiral, que se ajuste
adecuadamente a la funcionalidad y la geometria requisitos del sustrato objetivo [31].
Entre los diferentes receptores artificiales informados hasta la fecha, los receptores a
base de benceno han sido ampliamente explotados para la union de cationes y
aniones, pero todavia estan en gran parte inexplorados para el reconocimiento de
sacaridos [32, 33].

Es probable que los avances en esta area no solo proporcionen informacion
sobre los fendmenos de reconocimiento molecular, sino que también faciliten el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos o quimiosensores. Debido a la casi
imperceptible variacién en las estructuras de los monosacaridos y la disposicién
tridimensional de su funcionalidad, el disefio de receptores biomiméticos selectivos y
efectivos para estas biomoléculas todavia representa un desafio significativo [32].

Aunque el reconocimiento molecular de carbohidratos es relevante en el agua,
la mayoria de los estudios con receptores sintéticos se ha llevado a cabo en solventes
lipofilicos, a menudo en CDClIs, por varias razones: las propiedades de unién pueden
detectarse convenientemente y medirse cuantitativamente por espectroscopia de
RMN, los receptores investigados a menudo son solubles en solventes organicos
pero no en agua, y lo mas importante, las interacciones de enlace de H pueden
visualizarse en comparacion con otros medios polares. Un solvente organico no
competitivo representa, por lo tanto, un ambiente conveniente para la deteccion de
algunos receptores, a pesar de que el enlace H intramolecular de los sacaridos debe
superarse para que se produzca la unién. Sin embargo, los sacaridos son insolubles
en CDCls y otros solventes lipofilicos. Este problema se ha abordado haciendo uso
de mono y oligosacaridos glicosilados con grupos lipofilicos, como los aromaticos y
las cadenas de alquilo, que son mas o menos solubles en solventes organicos y

permiten una evaluacioén directa de las capacidades de unién del receptor [33].
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Interacciones en reconocimiento de carbohidratos
Las interacciones de carbohidrato-proteina juegan un papel importante en muchos

procesos bioldgicos como ya hemos mencionado, desde procesos reguladores hasta
patologias como la diseminacion tumoral. Estas interacciones pueden ser
responsables de mediar diversas actividades celulares, como el reconocimiento
celular, el crecimiento y la apoptosis. Una gran variedad de proteinas, con funciones
y topologias muy diferentes, participan en el reconocimiento de carbohidratos,
incluidas las enzimas, los receptores periplasmicos, los anticuerpos y lectinas.

Debido al caracter anfifilico de los oligosacaridos, una variedad de fuerzas
media el proceso de reconocimiento, con muchos tipos de interacciones reveladas en
las estructuras de rayos X disponibles de los complejos de proteinas de azucar. Los
grupos polares de los azucares estan unidos por donantes y aceptores de enlaces H
en la cadena principal de la proteina y las cadenas laterales polares. Las regiones
apolares (formadas principalmente por los grupos CH de piranosa) se complementan
con superficies no polares de las proteinas y, en particular, tienden a acumularse
contra los residuos aromaticos en las cadenas laterales del receptor. Se han
propuesto argumentos convincentes que sugieren que la desolvatacion de tales
parches apolares es la fuerza impulsora de las interacciones intermoleculares.

Los estudios de RMN han demostrado la presencia de interacciones entre
hidrégenos que pertenecen a las caras apolares de los anillos de azucar y los
residuos aromaticos de las cadenas laterales de proteinas y se han vinculado la
fuerza de la interaccién con el tamafo. Ademas, los estudios sobre el papel de los
oligosacaridos unidos a N durante el plegamiento de proteinas han revelado que la
incidencia de aminoacidos aromaticos en proximidad a los glicanos durante el
proceso de plegamiento es mayor que los niveles estandar que ocurren en la
superficie o dentro del nucleo de la proteina. Juntos, estos datos proporcionan
implicaciones significativas para el reconocimiento molecular de los carbohidratos en
solucion de agua y, de hecho, se han descrito receptores artificiales de carbohidratos
gue explotan las interacciones carbohidrato-aromaticas. También se han investigado

los complejos carbohidrato-aromaticos utilizando métodos computacionales, lo que
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sugiere que la interaccion debe ser principalmente contactos intermoleculares de van
der Waals y / o interaccién CH-1T [34].

Las estructuras de carbohidratos estan dominadas por grupos hidroxilo, y los
grupos hidroxilo son muy similares al agua. Todos los receptores deben discriminar
entre sustrato y agua, y para los sustratos de carbohidrato esto es intrinsecamente
desafiante. El reconocimiento biomolecular esta impulsado en parte por interacciones
directas y en parte por el efecto hidrofébico. Para los sustratos de carbohidratos, la
interaccién entre estas fuerzas es dificil y algo controvertida. Sin embargo, en medios
acuosos, la fuerza impulsora para el reconocimiento del carbohidrato esta lejos de
ser clara.

Sin embargo, recientemente, la evidencia ha salido a la luz de un efecto
hidrofébico "no clasico" impulsado entalpicamente y esto puede desempefar un papel
en los eventos de union de lectina-sacarido. Ademas, una variedad de estudios
modelo han indicado roles para CH-11. Debido a estos descubrimientos se puede
asumir que las interacciones polares también son importantes y que tanto las
interacciones polares y apolares funcionan en conjunto para lograr el reconocimiento
biolégico de carbohidratos [14].

Las interacciones no covalentes se pueden clasificar en funcion de la
geometria (interacciones de apilamiento), restos interactivos (enlace de hidrégeno,
enlaces catidnicos o halégenos) o en funcion de su naturaleza fisica (electrostatica o
dispersion). Las interacciones aromaticas de carbohidratos a menudo se ven como
interacciones de apilamiento debido a la orientacién paralela de los carbohidratos
interactivos y los anillos aromaticos y también como interaccion CH-1T debido al hecho

de que los enlaces C-H generalmente apuntan hacia el sistema aromatico [15, 35,36].

Efecto del solvente en reconocimiento molecular
Las moléculas de carbohidratos son notoriamente flexibles y en ambientes acuosos

o fisioldégicos sus estructuras conformacionales pueden verse influenciadas por la
interaccién con iones o moléculas vecinas y particularmente, por la hidratacién
explicita. Esto a su vez, puede influir en su reconocimiento molecular selectivo en los
sitios receptores de proteina-carbohidrato, se piensa que involucra su conformacion

preferida de solucion [37].
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Los quimicos supramoleculares que intentan emular la formacién de lectina-
sacarido se enfrentan a un desafio considerable. Si las interacciones polares y
apolares son importantes, entonces ambos tipos de unidades deben incorporarse,
posicionarse adecuadamente, en los disefios de los receptores. Ademas, los
sacaridos son sustratos relativamente grandes, y un receptor debe abarcar o encerrar
su objetivo. De hecho, los receptores de carbohidratos artificiales tienden a estar
entre las construcciones biomiméticas mas grandes de tipo anfitrion-huésped. El
control conformacional es particularmente importante, en parte para mantener la
forma adecuada de la cavidad y en parte para evitar el contacto entre los grupos de
union H autocomplementarios.

Por lo tanto, los requisitos para los receptores de carbohidratos son: (1)
tamano suficiente para encapsular completamente el sustrato, (2) una matriz de
grupos funcionales tanto polares como apolares que coinciden con el potencial
superficial de un carbohidrato, y (3) suficiente rigidez para evitar el reconocimiento
intramolecular o autoasociacion. Para los carbohidratos el agua es el medio perfecto,
pues les permite por decirlo de alguna manera “ser felices”, por lo que necesitan ser
persuadidos para ingresar a un sitio de unidn, es por eso que las constantes de
asociacién entre carbohidratos y receptores son bajas.

En contraste con el éxito logrado por muchos en solventes organicos, el
progreso en medios acuosos ha sido lento. Todavia hay relativamente pocos
ejemplos de receptores sintéticos, que operan a través de interacciones no
covalentes, que han demostrado claramente que se unen a los carbohidratos en el
agua. Ademas de cumplir con los criterios estructurales descritos anteriormente, la
caracterizacion completa y confiable de los fendmenos de unién puede ser mas dificil
en el agua.

Dentro de la quimica supramolecular se han estudiado diferentes tipos de
receptores sintéticos que cumplen con las caracteristicas necesarias para cubrir los

requerimientos antes mencionados.
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Macrociclos

Los macrociclos (Figura 4) han despertado interés por sus propiedades estructurales,
espectroscopicas que se originan a partir de su conformacion rigida bien definida.
Desde el punto de vista de la quimica anfitrion-huésped, la cavidad central de
los macrociclos posee un atractivo importante por la rigidez del espacio. Por lo tanto,
si los grupos funcionales se ubican dentro de la cavidad, sus posibles interacciones
pueden ser predecibles. En algunos casos, dicha arquitectura realizaria la
preorganizacion de los grupos funcionales para reconocer fuertemente las moléculas

huéspedes coordinadas en la cavidad [38].

Figura 4. Estructura de un ligante macrociclico 9.

De esta clasificacion de estructuras supramoleculares se desprende la de los
ciclofanos los cuales ademas de cumplir con las caracteristicas de rigidez vy
disposicion de grupos funcionales dentro de la cavidad forzosamente deben incluir en
su estructura anillos aromaticos los cuales les proveen capacidad extra de contribuir
al reconocimiento de moléculas biolégicas. Ademas, les permite la capacidad de
formar complejos metalicos y a partir de estos realizar una segunda complejacion con

las biomoléculas en los que en algunos casos mejora el reconocimiento.
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Complejos metalicos en el reconocimiento de carbohidratos
La integracion de iones metalicos dentro de los sistemas de reconocimiento

supramolecular es una forma practica de mejorar la union y especificidad del sustrato,
ya que comunmente se observa que los enlaces de coordinacion son fuertes y
altamente dependientes de la orientacion del donante de ligando con respecto al
centro del metal. Este motivo de unidén es empleado por la naturaleza para el
reconocimiento de carbohidratos en lectinas de "tipo C", donde el ion metalico es Ca*.
Los iones lantanidos se han empleado para imitar el papel del Ca* en estos casos.
Los iones de los lantanidos(lIl) pueden formar complejos con una amplia variedad de
ligantes. El interés en estos complejos ha aumentado, debido a su estado de
oxidacion 3*, lo que le da una estabilidad que ningun otro conjunto de elementos
posee hasta ahora [12]. Por otra parte, los lantanidos también tienen una utilidad cada
vez mayor en sintesis organica, quimica bioorganica y en el area de la medicina.

El desarrollo de sistemas de sefalizacién es un tépico importante por lo que
los complejos de ciclofanos con metales lantanidos han recibido una atencién
importante en las ultimas décadas, principalmente debido a sus aplicaciones
biomédicas [13]. Las propiedades magnéticas peculiares de los iones lantanidos(lll)
pueden explotarse para el desarrollo de poderosas sondas de RMI ademas se

pueden utilizar como quimiosensores luminiscentes para diagndstico meédico.

Técnicas Utilizadas para el Reconocimiento Molecular de Carbohidratos

La investigacion de las interacciones anfitrion-huésped en disolventes organicos a
menudo se lleva a cabo mediante espectroscopia de RMN 'H, ya que los espectros
se interpretan facilmente y las constantes de union se calculan facilmente a partir de
los movimientos de la sefal. La unidon H intermolecular se puede observar
directamente a través de cambios en el campo en las resonancias de protones, y los
efectos de proteccién y desproteccion de las unidades aromaticas también pueden
proporcionar evidencia clara de reconocimiento. La unica desventaja real de usar la
espectroscopia de RMN para determinar las constantes de union es que las
soluciones no pueden ser muy diluidas, por lo que las constantes de union

extremadamente fuertes no pueden calcularse con precision. Sin embargo, las
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interacciones intermoleculares y las estequiometrias huésped-anfitrién todavia pueden
inferirse en complejos fuertes y verificarse utilizando técnicas alternativas como la

espectroscopia de fluorescencia y la calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) [14].
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Materiales

MATERIALES Y EQUIPO

Los materiales que se utilizaron en la sintesis del ciclofano, el complejo y en los

estudios espectroscopicos se encuentran disponibles comercialmente y se enuncian

a continuacion:

w

© N o 0 &

10.
11.
12.
13.

Acido clorhidrico (HCI), marca Fermont

Acido clorhidrico deuterado (DCl), 40% en D20, marca Aldrich
Acido dietilentriaminopentaacético dianhidrido (DTPA), 99% marca
Aldrich

Alcohol etilico (C2HsOH), marca Baker

Buffer Tris, 99% marca Sigma

Carbonato de Europio (Eu2(COs)s3), marca Aldrich

Cloruro de Europio (EuCls), marca Aldrich

D-Glucosamina hidroclorada, marca Aldrich

N,N-Dimetilformamida (DMF), marca Fisher Scientific
2,2-Dimetil-2-silapentano-5-sulfanato de sodio (DSS), marca Aldrich
Hidréxido de potasio deuterado (KOD), 40% en D20, marca Aldrich
Hidréxido de sodio NaOH, marca Aldrich

Oxido de deuterio (D20), 99.9%, marca Aldrich

Los reactivos se utilizan tal y como se obtuvieron del proveedor, excepto: el DMF, el

cual se tratara durante 24 horas previas a la reaccion con malla molecular 4-A°

previamente activada a 100 °C durante 24 horas, con el propésito de secar lo mas

posible el disolvente y con esto obtener un mayor rendimiento.

Equipo
1. Balanza analitica Sartorius
2. Difractometro Bruker Kappa APEX Il DUO (ubicado en la Universidad
de Arizona)
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3. Espectrometro FT-IR Perkin-Elmer modelo Frontier

4. Espectrometro de masas Agilent Technologies modelo 6130
Quadrupole LC/MS

5. Espectrofotometro Perkin - EImer Modelo Lambda 20

6. Espectrometro de resonancia magnética nuclear (RMN), Bruker Avance
de 400 MHz

7. Lector de pH Thermo Scientific
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METODOLOGIA

Sintesis del Ciclofano (cyp)Hs

El ciclofano 2,12-dioxa-4,7,10-tris(carboximetil)-1,4,7,10,13-pentaaza-15,30(1,4-feni
lenbismetilenoxi)[13.10]orto-ciclofano, (cyp)Hs se obtiene de una reaccion de
condensacion entre el DTPA con la amina 2,2'-(1,3-fenilenbismetilenox)
bisbencenamina, de acuerdo con la metodologia reportada por Soberanes [40]. La
amina 2,2'-(1,3-fenilenbismetilenox)bisbencenamina no se encuentra disponible en el
mercado por lo que es necesario sintetizar, para esto se siguid la metodologia
reportada por Moreno-Corral [41]. Seguido se describe la sintesis de esta y del
ciclofano (cyp)Hs.

El reactivo de partida es el 2-aminofenol. Primeramente, se llevoé a cabo una
proteccion de 2-aminofenol (Figura 5), colocando en un matraz de reaccién 10 g (0.91
mmol) en 100 mL de agua deionizada. Por separado, en un embudo de adicion se
afiadieron 8.64 mL (0.91 mmol) de anhidrido acético y 30 mL de metanol. El amino
fenol se dej6 en agitacion durante 30 minutos y transcurrido el tiempo, se dejo pasar
la solucidn del anhidrido acético gota a gota en un lapso no menor a 20 minutos. La
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente y mediante cromatografia se
siguio la reaccidn, utilizando una mezcla de solventes hexano:acetona, 60:40, hasta
que en una placa de cromatografia se observé una diferencia entre reactivos y

productos. La agitacién se mantuvo durante 24 horas.

OH .. OH
o: O
NH, * )k )k — NHCOCHS
Hs¢” 0" “CH,

2- aminofenol Anhidrido acético Aminofenol protegido

Figura 5. Reaccion del 2-aminofenol protegido.
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El producto obtenido se filtré utilizando un filtro de vidrio M. Se obtuvo un polvo
y se seco en estufa de vacio a temperatura ambiente, durante siete horas. El polvo
seco se resuspendié en etanol absoluto (400 mL) disolviéndose parcialmente. La
solucién resultante se concentré con ayuda de una bomba de aire a temperatura
ambiente hasta aproximadamente 100 mL, obteniéndose un precipitado, el cual se
separé mediante filtracion. El polvo se secé en estufa de vacio a temperatura
ambiente durante siete horas. Mediante espectroscopia de RMN se comprobd la
pureza del 2-aminofenol protegido. El producto de la proteccién del 2-aminofenol se
obtuvo como un sélido café claro con un rendimiento del 82.13%. El espectro de RMN
'H se muestra en la Figura 6, las sefiales se asignaron a los protones de acuerdo a
sus desplazamientos de la siguiente manera: 6= 9.72 (s, 1H, H-f), 8= 9.29 (s, 1H, H-
a), 5= 7.67 (dd, J = 1.4 Hz, 1H, H-e), 6= 6.93 (dt, J = 1.4 Hz 1H, J = 8Hz, 1H, H-c), 6=
6.85 (dd, J = 1.4 Hz, J = 8 Hz, H-b), 8= 6.75 (dt, J = 1.4 Hz, J = 8 Hz, 1H, H-d), 6=
2.09 (s, 3H, H-g).

a

OH

b g
c Hf
) -
A —
/
H,C

JfL JL e N

889796959493 929190W9787776 7.'5 74737271706968676665 23222120
1 {ppm)

Figura 6. Espectro de RMN 'H del 2-aminofenol protegido. Se us6, DMSO-ds como
solvente a 25 °C.
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El siguiente paso es obtener la p-diamida que se muestra en la reaccion de la
Figura 7, para esto se tomaron 2.01 g (0.198 mmol) de 2-aminofenol protegido
obtenido, se colocaron en un matraz junto con 1.5 equivalentes (0.19 mmol; 2.752 g)
de K2COs y 50 mL de DMF. La mezcla de dejo a reflujo a 70 °C durante 30 minutos.
Después se agregaron 0.5 equivalentes de a, a’-dibromo-p-xileno (0.066 mmol; 1.742
g) y de nuevo se dejo a reflujo, manteniéndose monitoreada por cromatografia hasta
observar cambios. A los seis dias la reaccion se retir6 del sistema y la mezcla
obtenida se paso por filtro de vidrio M. La parte liquida se evaporé hasta sequedad
utilizando un rotavapor y se resuspendié en 100 mL de acetona. La mezcla obtenida
se filtré en filtro de vidrio y el s6lido se seco con vacio a temperatura ambiente durante

ocho horas. Se realizé un espectro de RMN para conocer la pureza del producto.

OH 0

DMF < >
NHCOCH; + K,CO; —_— NHCOCH; +
Br
Br

70 °C

2-aminofenol protegido

NHCOCH; H;COCHN
p-diamida

Figura 7. Reaccion de la formacién de la p-diamida.

El producto de la sintesis de la p-diamida se obtuvo como un sélido café claro
con un rendimiento del 32.02%. En la Figura 8 se muestra el espectro de RMN 'H
tomado en un equipo de 400 MHz en CDCIs a 25 °C. La asignacion de las sefales
corresponde a los desplazamientos 6= 8.39 (d. J = 7.48 Hz, 2H, H-c), 6= 7.79 (s, 2H,
H-b), 6= 7.48 (s. 4H, H-h), = 7.03 (m. 4H, H-d y H-e), 6= 6.96 (d. J = 7.65 Hz, 2H, H-
f), 8= 5.18 (s. 4H, H-g), 6= 2.20 (s, 6H, H-a).
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gocly ¢ %
NH HN
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1 (ppm)

Figura 8. Espectro de RMN 'H de la formacién de la p-diamida.

La p-diamida obtenida se desprotegid para obtener una diamina con el
siguiente procedimiento: en un matraz de reaccion se colocaron 2.5 g (6.17 mmol) de
la p-diamida con 10 equivalentes de NaOH (6.17 mmol; 2.469 g) y 250 mL de etanol
como solvente.

La solucion se sometié a reflujo a temperatura de 70 °C y se siguié mediante
cromatografia de placa hasta observar cambios entre los reactivos y productos. A los
15 dias la reaccién se retird del sistema. Los productos se colocaron en un vaso de
precipitado y mediante flujo de aire se concentraron hasta sequedad. En la Figura 9

se muestra el esquema de reaccion.
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Reflujo/70 °C NH
NHCOCH3; H,;COCHN

p-diamida p-diamina
+
CH,CO0 H'
acetato

Figura 9. Reaccion de obtencion de la p-diamina.

De la reaccidén de desproteccion se obtiene la p-diamina (2,2'-(1,3-
fenilenbismetilenox)bisbencenamina) y acetato de sodio. La separacion del producto
se llevo a cabo mediante tres lavados con 40 mL de 1,2-dicloroetano y 50 mL de agua

deionizada en un embudo de separacion.

g
8
« e N ;
C, \ l _O \:_; O —
\ @
NH2 HsN
CDCl;
b, e
c,d
» pE :

76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 6'.16( 6.5)6.4 6354 53 52 51 50 49 48 39 3@
ppm

Figura 10. Espectro de RMN 'H de la p-diamina en CDCls, 25 °C.
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La fraccidn organica se concentrd con flujo de aire a temperatura ambiente y
se obtuvo un polvo color café con rendimiento del 87.31%. Mediante espectroscopia
de RMN se comprobd la pureza del producto. En la Figura 10, se muestra el espectro
de RMN 'H las sefiales muestran los siguientes desplazamientos: 8= 7.46 (s, 4H, H-
g), 6= 6.84 (m, 4H, H-c y H-d), 6= 6.73 (m, 4H, H-b y H-e), 8= 5.09 (s, 4H, H-f), 6=
3.84 (s, 4H, H-a).

Ya obtenida la p-diamina, en un sistema de reaccion, provisto de un matraz y
un embudo de adicién se llevo a cabo la reaccion que se muestra en la Figura 11. Se
colocaron 1.350 g (4.21 mmol) en un embudo de adicién con 30 mL de DMF y en el
matraz 1.670 g de DTPA (4.67 mmol) con 140 mL de DMF. La solucion del embudo
se adicion6 gota a gota al matraz tardando aproximadamente 30 minutos en afadirse
por completo. Se siguid la reaccion por cromatografia en placa, pasadas 24 horas se
retird la reaccion. La mezcla resultante se filtr6 con papel y se evapord hasta un
volumen aproximado de 30 mL. Se agregaron 100 mL de acetona fria precipitando
un polvo color crema. El sélido se pasé a un filtro de vidrio M y se secé a vacio a
temperatura ambiente durante cuatro horas. El producto obtenido se purificd por
recristalizacion con acetona:agua (50:50) y acetona fria y secé al vacio por seis horas.
Se obtuvo un polvo color café claro con un rendimiento del 86.23%. Se realizd un

espectro de RMN 'H en D20 a 25 °C el cual se muestra en la Figura 12.

o o
NH, o=<):/§ H/U} _—COOH
o N o N
HO DMF 3
COOH
2 o —_— N_/
+ N j
N>
§ N
o N o H\( \—COOH
N
NH, o
(o}
o
p-diamina DTPA anhidro (cyp)H;

Figura 11. Esquema de reaccién del ligante (cyp)Hs.
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De acuerdo a los desplazamientos de las sefales se asignaron a los
protones de la siguiente manera: 6= 2.35 (t, J = 16. Hz, 4H, H-2), 8= 2.60 (t, J = 12.
Hz, 4H, H-3), 6= 2.90 (s, 4H, H-4), 6= 3.22 (s, 2H, H-1), 6= 3.34 (s, 4H, H-5), 6=
5.20 (s, 4H, H-10), 8= 7.08 (t, J = 16. Hz, 2H. H-8), 6= 7.28 (m, J = 24. Hz,4H. H-7 y
H-6), 6= 7.63 (s, 4H. H-11), 8= 7.87 (d. J = 8 Hz, 2H. H-9). El producto obtenido es
el ligante,12-dioxa-4,7,10-tris(carboximetil)-1,4,7,10,13-pentaaza-15,30(1,4-

fenilenbismetilenoxi) [13.10]orto-ciclofano, (cyp)Hs.

f h o
e
H’ﬂﬁcﬂ
—COOH
a O NZ_b1
i \>°2 LCOOH

a2

1
b2
h

o B

82 80 78 76 74 72 7.0 6.8 66 64 6.2 6.0 58 56 54 52 3.6 34 3.2 3.0 28

Figura 12. Espectro de RMN 'H del producto de la sintesis del ciclofano (cyp)Hs, en
DO apD=7.2.

Sintesis del Complejo Eu[cyp]

Para obtener el complejo Eu[cyp] a partir del ciclofano (cyp)Hs y carbonato del
lantanido, se siguio este procedimiento. En un vaso de precipitado se colocaron 0.300

g (0.443 mmol) del ligante (cyp)Hs en 15 mL de agua deionizada con agitacion
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magnética a 60 °C, poco a poco se agregaron 0.236 g (0.48 mmol) de Euz(CO3)s. La
mezcla se dejo en agitacién durante 48 horas, después se filtré con papel filtro; la
parte solida se sec6 a vacio a temperatura ambiente durante seis horas y la parte
liquida se concentré a 60 °C sobre una placa de calentamiento. El sélido resultante
de la filtracién se purificd suspendiéndolo en etanol manteniéndolo en agitacién por
tres horas, se filtr6 con papel y se sec6 a vacio a temperatura ambiente durante seis
horas, obteniendo un sélido blanco con rendimiento del 31.17%. La fraccién liquida,
correspondiente al etanol, se evapor6 a temperatura ambiente, obteniendo

monocristales, los cuales se difractaron por rayos X.

0
@\ Jg ) N/,'g
/rCOOH /

Il N o
Hzo /I i \‘4”’
[ a”
COOH N ) _____ coor
+ Euy(CO3)3 —— E'uf’“:::ﬂ—/
\\\\\:\\\\ >
\ \ Sso
\
\
\\%\COOH b €¥coo-
N \
N\
@ °

(cyp)H3 Eu[cyp]

Figura 13. Esquema de reaccion del complejo Eu[cyp].

Caracterizacion del Complejo Eu[cyp]

Tanto el sélido como los cristales obtenidos en la reaccidn anterior se caracterizaron
mediante distintas técnicas.

Anidlisis de masas
Los productos resultantes de la sintesis del complejo Eu[cyp] se analizaron en un

espectrometro de masas Agilent Technologies modelo 6130 Quadrupole LC/MS. Las

muestras se prepararon colocando 5 mg del polvo en un vial limpio y seco y se
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agregaron 0.200 mL de agua grado HPLC y 0.800 mL de metanol grado HPLC, se

agitoé brevemente en el sonicador para solubilizar completamente.

Espectroscopia de infrarrojo (FTIR/ATR)
En un espectrometro FT-IR Perkin-EImer modelo Frontier, por reflectancia total

atenuada (ATR), se tomaron los espectros de IR de los productos obtenidos, asi como

del ciclofano cyp.

Resonancia magnética nuclear de 1H
El espectro de RMN 'H del complejo se adquirid a temperatura ambiente en un

espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Avance 400 que opera a 400
MHz. Para llevar a cabo las mediciones, el polvo se disolvido en 6xido de deuterio
(D20) y se utilizé 2,2-Dimetil-2-silapentano-5-sulfanato de sodio (DSS) como

referencia interna y Li2COs para disolver la muestra.

Difraccion de rayos X
Se obtuvo un monocristal del complejo Eu[cyp], lo que permitié estudiar la

coordinacion del ciclofano (cyp)Hscon el ion Eu(lll). Los datos se colectaron mediante
un difractometro de rayos X en la Universidad de Arizona, Bruker Kappa APEX I
DUO, con radiaciéon Mo-Ka monocromada de grafito (= 0.71073 A) generada por un
tubo sellado, y un detector de area CCD APEX Il. Los datos fueron corregidos para
efectos de absorcion por el método Multi-Scan (SADABS). Mediante el uso de Olex2
[42], la estructura se resolvio con el programa de solucion de estructura ShelXT [43]
utilizando minimos cuadrados, y se refind con el paquete de refinamiento ShelXL [44]
utilizando minimos cuadrados. El analisis de la estructura cristalina se realiz6 con el

programa Mercury 3.10.2 [45].

Estudio de formacion del complejo Eu[cyp] en soluciéon, mediante el
método de variaciones continuas, por UV-vis

El complejo Eu[cyp] se obtuvo en solucion, utilizando el método de variaciones
continuas mediante espectroscopia de UV-vis a partir del ciclofano (cyp)Hs y del
cloruro de europio. EI método de variaciones continuas se basa en mezclar

soluciones de los reactantes a la misma concentracion variando las proporciones y
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se mide una propiedad adecuada de las soluciones resultantes. En esta ocasion se
midié la absorbancia de las soluciones, las cuales se prepararon como se muestra en
la Tabla 1. A partir de los valores obtenidos de absorbancia determiné su

estequiometria.

Tabla 1. Volumenes empleados para curva Job y absorbancias obtenidas.

# Vial mL (cyp)Hs mL EuCls Fraccion molar Abs:go
1 4.0 0 1.0:0.0 0.93289
2 3.5 0.5 0.875:0.125 0.77204
3 3.0 1.0 0.750:0.250 0.63554
4 25 1.5 0.625:0.375 0.47978
5 2.0 2.0 0.5:0.5 0.31035
6 1.5 25 0.375:0.625 0.22211
7 1.0 3.0 0.250:0.750 0.15091
8 0.5 3.5 0.125:0.875 0.07497
9 0 4.0 0.0:1.0 0.00146

Las concentraciones de EuCls; y del ligante (cyp)Hs fueron de 0.15 mM, la solucién del
ligante se prepard en buffer trizma 0.01 M pH 7.2, y el cloruro de europio en agua
deionizada. Las soluciones se midieron en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda 20,

en celdas de cuarzo de 1 cm.

Estudios de Coordinacion del Ligante (cyp)Hs con Glucosamina por UV-
vis

Curva Job por UV-vis

Se obtuvo una curva Job de un estudio de variaciones continuas de soluciones del
ciclofano (cyp)Hs y glucosamina a una concentracién 0.05 mM, pH 7.26 en solucion
reguladora trizma. Los volumenes utilizados y la fraccion molar correspondiente se

muestran en la Tabla 3. Los viales con las soluciones preparadas se mantuvieron a
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temperatura ambiente durante 24 horas antes de ser leidas. Para las lecturas se
utilizé un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 20 y las muestras se montaron en
una celda de 1 cm de espesor para 1 mL de volumen. Antes de cada lectura la celda

fue lavada con la solucién que seria medida.

Estudios de Coordinacion del Ligante (cyp)Hs con Glucosamina
Mediante RMN 'H. Titulacion Continua y Batch

Titulacién continua

Se llevaron a cabo titulaciones continuas de glucosamina-(cyp) y (cyp)-glucosamina
en D20 a pD 6.75. Para la titulacion glucosamina-cyp, en un tubo de RMN se afadio
un volumen de 500 pL de una solucibn 5 mM de glucosamina y se varid la
concentracion del cyp, afiadiendo alicuotas de 5 yL de una solucion 100 mM de
(cyp)Hs en D20 a pD 6.75. Se tomaron los espectros de resonancia, entre cada
medicién se esperaron cinco minutos considerando tiempo suficiente para que se
diera la complejacion. Para la titulacion cyp-glucosamina, en el tubo se coloco la

solucion de (cyp)Hs y se tituldé con glucosamina.

Titulacion batch
Se realizaron titulaciones batch a partir de soluciones madre del ciclofano a 40 mM y

de 25 mM la glucosamina a diferentes valores de pD, 7.25, 7.45, 6.45 y 5.75. Las
soluciones se colocaron en tubos para RMN a diferentes relaciones molares. Las
lecturas se realizaron 24 h después de preparar los tubos. También se llevé a cabo
una titulaciéon batch utilizando DMSO como solvente. Las concentraciones del
ciclofano y de glucosamina utilizadas fueron las mismas que en los experimentos con
D20.

Estudios de Coordinacion del Complejo Eu[cyp] con Glucosamina UV-
vis

Se llevé a cabo la titulacidn del complejo Eu[cyp] (0.15 mM) dejando un volumen
constante de 3 mL en la celda de lectura y agregando alicuotas de 10 pL de
glucosamina (9 mM). Entre cada lectura se agit6 la solucion por tres minutos llegando

a un volumen final anadido de 150 pL.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Complejo Eu[cyp]

El producto resultante de la reaccion del ligante (cyp)Hs y Eu2COs que se investiga
en la Figura 13, es un sdlido blanco con rendimiento de 31.17%, su temperatura de
descomposicion es de 280 + 2 °C y es ligeramente soluble en agua. Se analizé
mediante espectrometria de masas por la técnica de ionizacion por electrospray
(ESI), mostrando una abundancia relativa maxima del 70.68% el ion molecular
corresponde al isotopo '$'Europio con una masa molar de 150.9198 g/mol dando un
pico maximo en 828 [M+H]*.

Se tomaron espectros de IR de los productos obtenidos, tanto del ciclofano
como del complejo. En la Figura 14 se muestra el espectro de (cyp)Hs donde se puede
observar las bandas caracteristicas de sus principales grupos funcionales: a 3320 cm-
. N-H de la amina, generada por la vibracion de estiramiento, a 1675 cm™' aparece
una banda intensa generada por la vibracién de estiramiento del carbonilo (C=0) del
grupo &acido, en 1615 y 1525 cm” se asignaron a los grupos amida | y I
respectivamente, las cuales resultan del acoplamiento de las vibraciones de flexion
en el plano de N-H y el estiramiento de C=0 amida y a 813 cm-"! se presenta una
sefnal que corresponde a la vibracion de la flexion C-H del benceno p-disustituido.

El espectro de infrarrojo del complejo presenta practicamente las mismas
sefales diferenciandose en que las sefiales del grupo acido que se encuentra
alrededor de 1675 cm' presente en el ligante, desaparece al formar el complejo,
sefales de los grupos carbonilo acido se traslapan con las sefiales de los grupos
amida (1596 cm'), debido a que se desplazan a menor energia, como se aprecia en
la Figura 14, confirmando que existe un enlace metal-ligante [46]. Ademas, las
sefales de los complejos son mas delgadas, debido a que la rigidez de la molécula

aumenta al coordinar los atomos donadores del ligante con el ion Eu(lll).
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Figura 14. Espectros de IR del ligante (cyp)Hzlibre y de su complejo con europio.
Se obtuvo un monocristal del complejo Eu[cyp], lo que permitié estudiar la

coordinacion del ciclofano (cyp)Hs con el ion Eu(lll). En la Figura 15, se muestra la

estructura molecular del complejo, obtenida de la difraccion del monocristal.

Figura 15. Estructura molecular del complejo Eu[cyp].
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En la estructura se puede observar y confirmar que el metal tiene una

coordinacion de nueve, unido con tres atomos de nitrégeno amino, tres atomos de

oxigeno carboxilato, dos atomos de oxigeno amida y un atomo de oxigeno de una

molécula de agua. En la tabla 2 pueden consultarse las distancias de enlace del

atomo de Eu(lll) con los atomos coordinados.

Tabla 2. Parametros geométricos seleccionados para Eu[cyp]*H20

Eu1-O1amida
Eu1-02amida
Eu1-O6carboxilato
Eu1-O8carboxilato

Eu1—0O9carboxilato

Distancias de enlaces (A)

2.488(5)
2.420(5)
2.390(6)
2.365(6)

2.331(5)

EU1—Oagua
Eu1—N1amino
Eu1—-N2amino

Eu1-N3amino

2.475(7)
2.662(6)
2.622(7)

2.767(7)

En la Tabla 3 se muestran los datos cristalograficos obtenidos. La celda
unitaria tiene un sistema cristalino monoclinico con un grupo espacial P21/n con
cuatro moléculas por celda, formando dimeros. ElI peso molecular obtenido por

difraccion de rayos X es de 846.66 g/mol.
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Tabla 3. Datos cristalograficos del complejo Eu[cyp]*H20

Férmula empirica C34H38EUN5011

Peso molecular 846.66

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P21/n

alA 16.9138(9)

b/A 10.8054(5)

c/A 21.8835(12)

a/® 90

B/° 93.835(3)

v/ 90

Volumen/A3 3990.5(4)

Z 4

Pcalcg/cm? 1.426

p/mm-" 11.766

Final R indexes [I>=20 ()] R1=0.0834, wR2 = 0.2122
Final R indexes [all data] R1=0.0948, wR2 = 0.2215

El polvo obtenido de la reaccion del ciclofano (cyp)Hsy carbonato del lantanido,
se analizd mediante RMN 'H. El espectro se muestra en la Figura 16, donde se
observan 34 sefales, que corresponden a los 34 protones del complejo, lo que indica
que no hay simetria en la molécula y los desplazamientos de las sefales van desde
25 ppm campo bajo hasta campo muy alto -13.38 ppm. Este comportamiento se debe
al efecto paramagnético del Eu(lll). La interaccién entre el nucleo resonante y el
electron desapareado altera enormemente los niveles de energia del primero. En
consecuencia, se observaran desplazamientos inusuales del nucleo, denominados

desplazamientos hiperfinos [47].
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Figura 16. Espectro de RMN 'H del complejo Eu[cyp].

Estudio de Formacion del Complejo Eu[cyp] en Solucién, Mediante el
Método de Variaciones Continuas, por UV-vis

En la Figura 17 se muestran los espectros de UV-vis del ciclofano (cyp)Hs con EuCls
obtenidos de las soluciones a diferentes relaciones molares. Las soluciones de EuCls
y del ligante (cyp)Hs se prepararon a la misma concentracion, 0.15 mM. La solucion
del ligante se preparé en buffer trizma 0.01 M a pH 7.2 y el cloruro de europio en agua
deionizada. Los espectros muestran una banda de absorcién a 280 nm, que varia de

acuerdo a las diferentes relaciones molares ciclofano:metal.
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Figura 17. Espectros electronicos de soluciones del ciclofano (cyp)Hs con diferentes
relaciones molares de EuCls, en buffer trizma a pH 7.2.

A esta longitud de onda se tomaron los valores para el estudio de variaciones
continuas. La grafica de Job se muestra en la Figura 18, donde se puede ver que el
equilibrio entre el ciclofano y el metal esta en 0.5, lo que indica el complejo tiene una

estequiometria 1:1.
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Figura 18. Curva de Job elaborada con soluciones del ciclofano (cyp)Hs con
diferentes relaciones molares de EuCls, en buffer trizma a pH 7.2, obteniendo

estequiometria 1:1 (ligante:metal).
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Estudios de Coordinacion del Ligante (cyp)Hs con Glucosamina

Para el reconocimiento molecular entre el ciclofano (cyp)Hs y la glucosamina se
llevaron a cabo estudios de coordinacion entre ambos compuestos mediante
espectroscopia de UV-vis y resonancia magnética nuclear.

Los espectros de UV-vis obtenidos del ciclofano (cyp)Hs a diferentes
relaciones molares de glucosamina se muestran en la Figura 19. Las soluciones de
glucosamina (GIcN) y del ligante (cyp)Hs se prepararon en buffer trizma 0.01 M a una
concentracion de 0.05 mM (Tabla 3). Los espectros se obtuvieron en un
espectrofotometro Perkin-ElImer Lambda 20, en celdas de cuarzo. Al aumentar la
relaciéon molar de glucosamina se puede observar una disminucion de la banda a 280
nm, lo que indica una interaccion entre ambas moléculas. En la Figura 20 se muestra
la grafica a diferentes relaciones molares (cyp)Hs:GIcN a 280 nm donde se puede

observar que el complejo tiene una estequiometria 1:1.
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Tabla 4. Volumenes utilizados para curva Job y absorbancias obtenidas.

# Vial

10

11

mL (cyp)Hs
1.50
1.35
1.20
1.05
0.90
0.75
0.60
0.45
0.30
0.15

0.00

mL GIuN

0.00

0.15

0.30

0.45

0.60

0.75

0.90

1.05

1.20

1.35

1.50

(cyp)Hs/GluN
1.0:0.0
0.9:0.1
0.8:0.2
0.7:0.3
0.6:0.4
0.5:0.5
0.4:0.6
0.3:0.7
0.2:0.8
0.1:0.9

0.0:1.0

Absaso

0.30438

0.27348

0.24574

0.2175

0.1846

0.15726

0.14613

0.09591

0.06554

0.03671

0.00889

Las concentraciones de glucosamina (GIcN) y del ligante (cyp)Hs fueron de 0.05 mM,

ambas soluciones se prepararon en buffer trizma 0.01 M a su respectivo pH. Las soluciones

fueron medidas en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 20, en celdas de cuarzo de

1 cm.
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Figura 19. Espectros de absorcién del ciclofano (cyp)Hs con glucosamina en buffer
trizma a pH 7.26. Se observa una disminucion en la banda a 280 nm al aumentar la

relacion molar de GIuN.
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Figura 20. Grafica a diferentes relaciones molares (cyp)Hs:GIcN, donde se puede
observar que el complejo tiene una estequiometria 1:1.
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Estudios de Coordinacion por Resonancia Magnética Nuclear

Se realizaron estudios de coordinacion entre el ciclofano y GlcN mediante titulaciones

por resonancia magnética nuclear a diferentes pD. En la Figura 21 se muestra la

asignacion de las sefales correspondientes a los protones de GIcN y en la Figura 22

la del ciclofano.

Hda Hag
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Figura 21. Asignacion de senales a los protones de la molécula de glucosamina. Se
marcan con color rojo las principales sefales seguidas 8,
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Figura 22. Asignacion de sefiales a los protones de la molécula del ciclofano. Se
marcan con color rojo las principales sefiales seguidas 9.
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En la Figura 23 se muestra la grafica de protonacién del ciclofano a diferentes
valores de pD, como se puede ver, a pD 6, que es cercano al pH fisiolégico, no se
observan cambios de los desplazamientos, por lo que se eligio llevar el estudio a este

valor.
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Figura 23. Grafica de protonacion del ciclofano (cyp)Hs; a diferentes valores de pD 491,

Titulacion continua glucosamina-cyp
Los espectros obtenidos de la titulacion de glucosamina con (cyp)Hs a pD 6.75 se

muestran en la Figura 24. El primer espectro de abajo hacia arriba, corresponde al
ciclofano solo y el segundo a la glucosamina. Se observa que a medida que se anade
la solucion de cyp, la sefal a 7.65 ppm, que corresponde a los protones iy la de 5.19
ppm, que corresponde a los protones d del ciclofano se desplazan a campo alto,

ademas aparece un hombro en ambas senales.
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Figura 24. Espectros RMN 'H obtenidos de la titulacion de glucosamina 5 mM con
(cyp)H3 100 mM pD 6.75. En rojo se sefalan los desplazamientos mas significativos.

La sefal del proton BCH(1) a 4.85 ppm de la glucosamina, muestra un mayor
desplazamiento mientras que las otras permanecen sin modificarse, lo que indica que
quiza se lleve a cabo una interaccion entre la glucosamina y el anillo aromatico central
del ciclofano. Como los desplazamientos fueron pequefios se considerd que el tiempo
que requiere para observar la interaccion al llegar al equilibrio deberia ser mayor. Por
lo que se realizaron otras titulaciones batch con la intencion de alargar el tiempo de

reaccion, ademas se decidié variar un poco el pD.

Titulacion batch Glucosamina 25 mM con (cyp)Hs 40 mM pD 6.45
Los espectros obtenidos de la titulacién bach a pD 6.45 se muestran en la Figura 25.

Las soluciones fueron preparadas 24 horas antes de leerse. Los desplazamientos
mas significativos son de los protones ja 7.65 ppm y d a 5.19 ppm del ciclofano y los
protones aCH(1) a 5.45 ppmy BCH(1) a 4.85 ppm.
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Figura 25. Espectros RMN 'H de la titulacién batch de glucosamina 25 mM con
(cyp)Hs 40 mM pD 6.45. En rojo se sefialan los desplazamientos mas significativos.

Los resultados obtenidos nos permitieron mejorar las condiciones que nos
permitirian observar mejor la interaccion entre el ciclofano y la glucosamina. Se opté

por aumentar el pD para acercarnos mas a condiciones fisiolégicas.

Titulacion batch (cyp)Hs 40 mM con glucosamina 25 mM pD 7.25
Se realizé un nuevo experimento a pD 7.65, pero las sefales que corresponden a

BCH(1) se traslapan con la sefal de D20, ademas las sefiales correspondientes a
aCH(1) y aCH(2) muestran un ligero desplazamiento. Asi que se prepararon nuevas
soluciones a pD 7.25. A este nuevo pD y después de 24 horas de preparadas las
soluciones, se tomaron los espectros. Estas condiciones parecieron ser las mejores,
pues logré observarse muy bien el desplazamiento de los protones de glucosamina y
del ciclofano. En la Figura 26 se muestra el apilado de espectros, donde el primer

espectro de abajo a arriba corresponde al ciclofano y el siguiente a GIcN.
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Figura 26. Espectros RMN 'H de la titulacion batch de glucosamina 25 mM con
(cyp)Hs 40 mM a pD 7.25. En rojo se sefialan los desplazamientos mas significativos.

Puede observarse que conforme se aumenta la concentracion del ciclofano las
senales sufren cambios. Los protones que presentan mayor desplazamiento son
BCH(1) a 4.85 ppm, asignacion segun el esquema de la Figura 27a de la glucosamina

y los protones d a 5.19 ppm e ja 7.65 ppm del ligante, Figura 27b.

f h D

a)  HSp b) ) MJSE
v =6 H N}"—cmH

Figura 27. Protones que presentan mayor desplazamiento: a) B-glucosamina y b)
ligante (cyp)Hs.
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Titulacién batch (cyp)Hs 40 mM con glucosamina 25 mM en DMSO
Se realiz6 una titulacion de GlcN con (cyp)Hs en DMSO-ds con la intencidon de conocer

el efecto del solvente en la complejacion entre las dos especies. Como puede
apreciarse en la Figura 28 claramente las sefiales que corresponden a NH3 (7.91
ppm), OH(1) (7.15 ppm), OH(4) (5.61 ppm) vy los protones aCH(1) (5.17 ppm) y
BCH(1) (4.51 ppm) de glucosamina desaparecen por completo a partir de la relacion
molar 1:3, pero las demas sefales se mantienen lo que podria deberse a una

complejacion en esos sitios.
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Figura 28. Espectros RMN 'H de la titulacion batch de glucosamina 25 mM con
(cyp)Hs 40 mM en DMSO-ds.

En la Tabla 4 se condensa la informacion obtenida de los diferentes
experimentos realizados. En ella se pueden observar los desplazamientos mas
significativos de los protones que presentaron mayor desplazamiento a los
diferentes pD.
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Tabla 5. Diferencia de desplazamientos de los protones del ciclofano (cyp)Hsy
glucosamina a diferentes pD.

(cyp)Hs3 Glucosamina

Ad protones Ad protones
pD D i aCH(1) BCH(1)
5.75 0.0083 0.0058 0.0049 0.0028
6.45 0.0424 0.0324 0.0005 0.0064
6.75 0.0062 0.0049 0.0022 0.0135
7.25 0.0274 0.0339 0.0017 0.0187

7.65 0.0369 0.0291 0.0026 -

Todos los experimentos se realizaron utilizando D>O como solvente con una minima
cantidad de DSS como referencia. El pD* de las soluciones se ajusté con DCl y KOD en las
cantidades necesarias.

*pD = pHmeas + 0.45

Modelado Molecular

Se realiz6 modelado molecular simulando la interaccion entre el ligante (cyp)Hs y la
glucosamina. Los calculos de estructura electronica se realizaron con el método de
la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés: Density
Functional Theory) [49] utilizando el funcional de la energia de intercambio-
correlacion: wB97XD, junto con la base orbital atémica: 6-31G(d) [50]. Todos los
célculos se realizaron en fase gas verificando mediante un analisis de frecuencias
que las geometrias moleculares correspondieran a minimos sobre la superficie de
energia potencial. El software utilizado para realizar los calculos fue el paquete
Gaussian 09 (G09). Nivel de teoria: wB97XD/6-31G(d).
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Los resultados muestran que entre el ciclofano y la glucosamina existen
diferentes tipos de interacciones. Como se muestra en la Figura 29, sefialado con el
numero 1 se puede ver una interaccion entre un grupo OH (glucosamina) y un atomo
de oxigeno tipo éter; con el nimero 2 se sefiala una interaccion entre el grupo NH3*

(glucosamina) y un grupo COO- del ciclofano.

Figura 29. Modelado molecular de la interaccion entre GIcN y el ligante (cyp)Hs,
donde se puede observar diferentes interacciones en diferentes sitios.

El numero 3 sefala dos interacciones, una entre un grupo COO- del ciclofano
y un grupo OH de la glucosamina y otra entre este mismo grupo COO"y un grupo NH
del ciclofano. Con los numeros 4 y 5 se sefalan las interacciones entre el carbonilo
del grupo amida del ciclofano con un hidroxilo de la glucosamina y una interaccion
del NH del grupo amida con un hidroxilo de la glucosamina.

Los resultados arrojaron que la interaccion observada en los desplazamientos
de RMN 'H son posibles, pues segun se puede ver en la Figura 30 se esta dando una
interaccion de tipo CH-1T entre el anillo del centro del ciclofano y el carbono SBCH(1)
de glucosamina.
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Figura 30. Modelado molecular de la interaccion entre GIcN y el ligante (cyp)Hs,

donde se puede observar la interaccion entre el sitio SCH(1) de GIcN y el anillo central
del ciclofano por interacciones de tipo CH-Tr.

Esta informacién sugiere que la interaccidén que se lleva a cabo entre el ligante
y el huésped es del tipo CH-mr (Figura 31), ya que los protones involucrados
pertenecen al area de los aromaticos en el caso del ciclofano y al proton del carbono
1 de la glucosamina. Esta informacion es consistente, segun la bibliografia este tipo
de interacciones es muy comun entre carbohidratos y receptores de tipo natural o

sintético que tengan unidades aromaticas en su estructura [36].
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Figura 31. Ejemplos de interaccion CH/1r. Geometrias prevalentes de interacciones
carbohidrato-aromatico CH/1r: (A) Se puede interactuar a través de ambas caras (solo
la cara A esta disponible); (B) interaccién a través de hidrégenos en los atomos C3,
C4, C5y C6; (C) interaccion a través de atomos de hidrégeno en C1, C2 y C3.
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Estudios de Coordinacion del Complejo Eu[cyp] con Glucosamina UV-

vis

Se realiz6 una titulacidon continua entre el complejo Eu[cyp] y la glucosamina. En los

espectros de la Figura 32, se observa una pequefia variacion al cambio de las

relaciones molares complejo:glucosamina, y en el inserto se muestra que conforme

se realizan las adiciones no se llega a una saturacion entre las especies, por lo que

se infiere que no se esta dando una complejacion entre estos compuestos.
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Figura 32. Espectro de absorbancia de la titulacién del complejo Eu[cyp] vy
glucosamina.

Se intento llevar a cabo una titulacion batch mediante RMN 'H, sin embargo,

la solucioén requerida a la concentracidn necesaria no fue posible elaborarse por la

baja la solubilidad del complejo.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el ciclofano (cyp)Hs siguiendo la metodologia reportada.

La sintesis del complejo Eu[cyp] se realizd con éxito obteniendo un rendimiento
del 31.17 %.

Mediante analisis de rayos X de monocristal se eluciddé su estructura. El
complejo tiene una coordinacién de nueve, unido a tres atomos de nitrédgeno amino,
tres atomos de oxigeno carbonilo, dos atomos de oxigeno amida y un atomo de
oxigeno de una molécula de agua. La celda unitaria tiene un sistema cristalino
monoclinico con cuatro moléculas de quelato por celda, formando dimeros en estado
solido.

Mediante espectroscopia UV-vis se estudid que hay interaccion entre el
(cyp)Hs y la glucosamina y mediante el calculo de Jobs se determind la
estequiometria 1:1 cyp:GIcN.

Se observaron interacciones entre cyp-GIuN tipo CH-1T entre el anillo central
del receptor y el atomo H en posicion BCH(1) del carbohidrato mediante los
desplazamientos obtenidos por RMN 'H.

De la estructura propuesta para el sistema por modelado molecular se
proponen las siguientes interacciones; una interaccion entre un grupo OH (GIcN) y un
atomo de oxigeno tipo éter (ciclofano); otra entre un grupo NHs* (GIcN) y un grupo
COO- del ciclofano y dos interacciones, una entre un grupo COO" y un grupo OH de
la glucosamina y otra entre este mismo grupo COO- y un grupo NH del ciclofano.

Existe reconocimiento molecular del carbohidrato glucosamina con el ligante

tipo ciclofano, no siendo asi, con su complejo de lantanido Eu[cyp].
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RECOMENDACIONES

Debido a la baja solubilidad del complejo en D20, se sugiere realizar otros
experimentos por RMN 'H en DMSO-db.
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