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RESUMEN

Los compuestos de coordinacion de macrociclos con metales de transicién son considerados
actualmente como una alternativa prometedora con la cual se podria apoyar en el tratamiento o
prevencién de padecimientos diversos (Ramadan, 2012). Actualmente las investigaciones,
relacionadas con la salud han profundizado en el estudio de moléculas biomiméticas con actividad
antioxidante potencial (Sugich-Miranda 2010, Fernandez y col 2007, Salazar 2013) lo anterior
debido a que el estrés oxidativo es un problema mayor en nuestra sociedad y se da cuando hay
un desbalance en los radicales libres en nuestro organismo al no ser suficientes nuestras enzimas
para metabolizarlo, siendo de importancia el desarrollo de nuevas alternativas para combatirlo.
Imitar lo que ocurre en la naturaleza incrementa las posibilidades de que estos sistemas sean
efectivos (Salazar 2013). Los ciclofanos pueden actuar como biomiméticos de las enzimas
superéxido dismutasa (SOD) y peroxidasas, debido a la similitud entre su geometria de
coordinacion a metales con el sitio activo de estas enzimas (Sugich-Miranda 2010). El ciclofano
PD que se presenta en esta tesis muestra dos geometrias de coordinacién en funcién de su pH,
octaédrica en medio acido y plano cuadrado en medio basico. Esta Ultima es similar a la
presentada por la enzima superéxido dismutasa, y dicha caracteristica motivo la presente
investigacion. Para la formacién del complejo CuPD se requieren interacciones supramoleculares
que pueden producir o absorber calor. Por lo que evaluar los parametros termodinamicos de la
formacion de estos complejos, puede contribuir a un mejor entendimiento y comprensién de como
actlan estos sistemas. Por lo que este trabajo esta enfocado a la determinacién de AG, AH, AS,
Kay la estequiometria N de la formacion del complejo Cu.PD por calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC). En general, a los tres valores de pH evaluados (6.0, 10.0 y 7.4) la formacion del
complejo es espontanea, muy estable y dirigida favorablemente tanto por el factor entrépico,
como por el entalpico, excepto para el caso de pH intermedio en el que prevalece mezcla de las
especies acida y basica. La estequiometria del complejo resultd ser 1:1, es decir, bajo las
condiciones evaluadas, solamente un ion cobre es atrapado por el ligante PD para formar ya sea

complejo octaédrico o plano cuadrado, segun el pH evaluado.



INTRODUCCION

La quimica supramolecular, también conocida como la quimica mas alla de la molécula, es el
area de la ciencia que se encarga del estudio de las interacciones intermoleculares y los
ensambles supramoleculares, que generalmente estan constituidos por una molécula anfitriona y
un huésped (Steed y col., 2007). En la actualidad la quimica supramolecular es un area de
investigacion de gran interés y es considerada como pieza clave en el area de las ciencias
analiticas. Es una ciencia interdisciplinaria ya que se complementa con otras areas como la
quimica organica, inorganica y fisicoquimica (Steed y col., 2007).

A la rama de la quimica inorgénica relacionada con el comportamiento combinado de
cationes y sus ligantes (moléculas con cavidades bi- o tridimensionales) a través de interacciones
intermoleculares, se llama quimica de coordinacion, y el resultado de la asociacion ligante-cation
recibe el nombre de complejo o compuesto de coordinacién (Wu, 2013; Biradha, 2009; Lehn,
2002).

Se han reportado diversos ejemplos de complejos formados a partir de ligantes o
receptores sintéticos que funcionan como sistema modelo para imitar procesos biogquimicos
naturales que brindan resultados confiables y faciles de comprender acerca de dichos procesos,
como los complejos que se presentan en la Figura 1, los cuales mostraron actividad biomimetica
a la superoxido reductasa (SOR), estos complejos fueron estudiados con el fin de evaluar las
implicaciones del estado de spin y la complejacion al tiolato en funcién de la actividad biomimetica
de SOR. (Diederich, 1990, Namuswe Yy col, 2010, Fernandes, 2007).

También se conocen ventajas diversas de estos receptores artificiales, una de ellas es
gue se pueden disefiar y modificar de acuerdo a lo que se desee estudiar, por ejemplo, elegir los
grupos funcionales para asi variar las caracteristicas de asociacién. Un grupo muy importante de
receptores o ligantes artificiales utilizados como sistemas modelo de enzimas son los compuestos
macrociclicos, entre estos se encuentran los ciclofanos, que son hidrocarburos aromaticos que
consisten en una unidad (tipicamente un anillo de benceno) y una cadena alifatica que forma un
puente entre dos posiciones del anillo aromético. (Diederich. 1991)

Los ciclofanos juegan un papel central en la actual linea de la quimica del huésped-
anfitrion debido a la presencia de anillos arométicos que le proveen rigidez, y puentes alifaticos
para equilibrar la molécula en cuanto a flexibilidad ademas de la relativa facilidad para

sintetizarlos.



Figura 1. Complejos con capacidad biomimetica de SOR. (1) [Fell(Me4[15]aneN4)(SPh)]BPh..
(2) [Fell(Mea[15]aneN.)(OTf),]. (Diederich, 1990, Namuswe Yy col, 2010, Fernandes, 2007).

Gracias a las caracteristicas antes mencionadas de los ciclofanos, se les ha atribuido una
alta estabilidad termodindmica y cierta flexibilidad de arreglo del ligante, siendo algunos
complejos metalicos derivados de macrociclos de este tipo, propuestos para estudio como posible
agente biomimético de la enzima superéxido dismutasa (SOD) y como antioxidante (Salazar y
col., 2013).

Por otra parte, cada vez crece mas el nimero de publicaciones que hablan acerca de las
condiciones patoldgicas asociadas con la sobreproduccion del anién superédxido, provocado en
muchos casos por el estilo de vida actual (condiciones de estrés, tabaquismo, dietas no
balanceadas, entre otros), por lo que se buscan nuevas alternativas para contrarrestar estos
padecimientos (Muscolini y col. 2003, Sheng, 2014, Aston, 2001).

Basados en el concepto que al remover al aniéon superoxido se puede modular el curso
de una inflamacién, miméticos sintéticos de la enzima superéxido dismutasa de bajo peso
molecular, pueden sobresalir en comparacién con las limitantes mostradas por el uso de enzimas
nativas, como falta de inmunogenicidad, dificultad para su administracion oral, costos menores,
entre otros (Lippard 1994).

La manera en que actia la SOD para eliminar al anion superdxido es a través de una
reaccion de dismutacion a través del cation Cu?* presente en el sitio activo de la enzima, el cual
presenta una geometria plano cuadrada ligeramente distorsionada, muy similar a la que forman
algunos ligantes sintéticos cuando se coordinan con Cu?*, siendo esta la causa de que este tipo

de complejos metalicos, sean considerados como candidatos para ser evaluados como agentes
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biomiméticos de esta enzima. (Lippard 1994). A pesar que cada vez son mas los reportes de
complejos con potencial como agente biomiméticos, SOD, es importante establecer los
mecanismos de cOmo es que estos actlan, y si seran estables 0 no en diferentes condiciones.
Por lo anterior, este trabajo se enfoca en la caracterizacién termodinamica de la formacién
del complejo de Cu?* con el ciclofano etiquetado aqui como PD y que se muestra en la Figura. 2,
con miras en una posible aplicacion como imitador de la superéxido dismutasa, basandose en
ciclofanos similares reportados previamente por el grupo de quimica Supramolecular del
Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales, debido a la similitud de su geometria
de coordinacion con el sitio activo. Por lo anterior evaluar los parametros termodinamicos de estos
complejos, podria contribuir a un mejor entendimiento y comprensién de como actlan estos
sistemas. Adicionalmente, el complejo Cu.,PD se caracteriza por presentar dos modos de
coordinacion distintos, en funcién del pH; cuando se encuentra a pH acido el cobre esta
hexacoordinado con una geometria octaédrica, mientras que, a pH alcalino, la geometria cambia
a plano cuadrado como se mostrara mas adelante. Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo
se determinaron los pardmetros AG, AH, AS, K,y la estequiometria N del complejo formado por
Cu?* con el ligante macrociclico derivado de EDTA, PD, a pH 6.0, 7.4y 10.0, mediante calorimetria

de titulacion isotérmica (ITC).

@) O

pa

OzCE ~ __g_—_ :3—002-
ozc—/ \__< )__/ N—CQ

@) @)

Figura 2. Estructura del ciclofano PD en medio basico (Inoue M. y col. 1998)
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las propiedades termodinamicas de la formacién del complejo Cu,PD, por medio de

calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) a valores de pH 6.0, 7.4 y 10.0.

Objetivos Particulares
1. Evaluar el efecto del modo de coordinacion del cobre, sobre la estabilidad termodinamica del
complejo Cu,PD.

2. Sintetizar el ciclofano PD por el método reportado por Inoue y Col. (2008), y purificacion del

mismo por cromatografia por columna.
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ANTECEDENTES
Compuestos de Coordinacion

Los compuestos de coordinacion a los que también se les puede denominar complejos metélicos
0 solamente complejos, contienen un atomo central o ion, usualmente un metal, rodeado por
iones 0 moléculas. Los complejos tienden a retener su conformacién aun en solucién, a pesar de
gue puede ocurrir una disociacion parcial. Pueden ser especies cationicas, anionicas o no iénicas,
dependiendo de la suma de las cargas del atomo central y de las moléculas o iones que lo rodean.
Estos compuestos de coordinacion juegan un papel esencial en la industria quimica y en la vida.
La importancia de los complejos metdlicos se vuelve méas clara cuando pensamos en la
hemoglobina, que es vital para la vida al transportar el oxigeno a las células, donde el grupo hemo
es un complejo de fierro (Basolo, 1986, Brown, 2009).

La justificacion principal para la clasificacion de muchas sustancias como compuestos de
coordinacion radica en que su quimica puede describirse convenientemente considerando la
existencia de una especie cationica central, esencialmente constante, alrededor de la cual puede
situarse una variedad grande de moléculas o atomos unidos al metal central, llamados ligantes,
mediante un nimero de combinaciones esencialmente ilimitado, en la figura 3 podemos ver un
ejemplo. La carga total del complejo resultante, esta determinada por la carga del metal y la suma

de las cargas de los ligantes. (Cotton 1993).

W NH3 12+
H3N< l./NHB

Ni 201
H;N" | NH3
) NH3

Figura 3. Compuesto de coordinacion. Dicloruro de hexaamino niquelato
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El nimero de coordinacion lo podemos definir como el nimero de pares de electrones que
acepta un acido de Lewis (por lo general es un centro metalico), Ademas de conocer el nimero
de ligantes que rodean a un catién, es importante conocer su disposicién espacial 0 geometria
de coordinacién. (Basolo, 1986)

Los numeros de coordinacién de los iones metalicos en complejos pueden ir de 2 hasta 9.
En general, las diferencias en energia entre diferentes arreglos de ligantes son mayores para
complejos con numeros de coordinacion bajos y disminuye conforme el nimero de coordinacion
aumenta. Usualmente solo una o dos estructuras son posibles para complejos con niumero de
coordinacion bajo, mientras que estructuras equivalentes con varias diferencias energéticas son
posibles para complejos con un numero de coordinacién alto (n > 6). Compuestos con un numero
de coordinacion bajo exhiben grandes diferencias en energia entre los diferentes arreglos del
ligante. (FQUIM UNAM, 2009)

Los metales de transicién forman complejos metélicos, especies poli atobmicas en las
cuales el ion metalico estd unido a uno o mas ligantes. Complejos i6nicos son complejos
metalicos eléctricamente cargados, y un compuesto de coordinacién contiene uno o mas
complejos metalicos. Los niumeros de coordinacion dos y tres son comunes para iones metalicos
d*®. Complejos tetraédricos y cuadrados planos tienen nimero de coordinacién de 4, complejos
trigonal piramidal y cuadrado piramidal tienen niamero de coordinacion de 5, y los complejos
octaédricos tienen nimero de coordinacion de 6, al menos tres estructuras se han conocido para
el numero de coordinacién de 7, que es generalmente encontrado solamente en iones metalicos
grandes. Numero de coordinacion de 8 y 9 son también encontrados solamente en iones
metalicos grandes, en la Figura 4, podemos apreciar los diferentes acomodos de las geometrias
de coordinacion (FQUIM UNAM, 2009).

Las interacciones que existen entre el &tomo de un metal y los ligantes se pueden ver
como reacciones acido-base de Lewis. Recordemos que una base de Lewis es una sustancia
capaz de donar uno 0 mas pares de electrones. Cada ligante tiene al menos un par no compartido
de electrones de valencia, por lo tanto, los ligantes funcionan como base de Lewis y por otra parte
el a&tomo de un metal de transicion actia como acido de Lewis al aceptar y compartir pares de
electrones de la base de Lewis, siendo de esta manera que los enlaces metal-ligando casi
siempre son enlaces covalentes coordinados (Chang, 2010).

En virtud de que en este trabajo se discutiran estructuras con geometrias plano cuadrada
y octaédrica, a continuacion, se dara una descripcion mas detallada de estas dos.

El nUmero de coordinacion seis es un nimero extremadamente importante puesto que

casi todos los cationes forman complejos hexacoordinados. Practicamente todos ellos poseen
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una forma geométrica, el octaedro. Resulta esencial reconocer que el octaedro es una figura
sumamente simétrica, aun cuando algunas de las maneras estilizadas de dibujarlo puedan no
mostrar este hecho de un modo claro. La totalidad de los seis ligantes y todos los enlaces M-L
resultan equivalentes en un complejo MLS octaédrico regular. Se describe a los complejos como
“octaédricos” aun cuando estén presentes diferentes tipos de ligantes y, por tanto, la simetria
completa del verdadero octaedro no se mantenga. Incluso en los casos en que todos los ligantes
son quimicamente iguales, los octaedros resultan distorsionados con frecuencia, debido a efectos
electrénicos inherentes al ion metalico o por fuerzas procedentes de los contornos (Cotton y
Wilkinson 2005).

Los complejos cuadrados son muy comunes en el caso de los iones Cug, Niz, Pdy, Pty, Aus
e Ir. Los cationes que, como caracteristica, forman complejos cuadrados son los que poseen ocho
electrones d. Estos ocho electrones forman cuatro pares electronicos que llenan todos los
orbitales d excepto el dx2, dy2. Este orbital junto con los orbitales s, px y py forman una serie de
orbitales hibridos dsp2, dirigidos hacia los vértices de un cuadrado (Cotton y Wilkinson 2005).

L

D |

M \M/ M/ |
L—M—L A . y ;

L / L N /
e
L
L
Lineal Tetraédrica Plana cuadrada Octaédrica

Figura 4. Diferentes tipos de geometria de coordinacion. M es el metal y L representa un ligante
monodentado (Chang 2010).
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Compuestos Macrociclicos

Se han logrado sintetizar varios ligantes tipo receptores, entre estos se encuentran los
compuestos macrociclicos de los cuales destacan los calixarenos, las ciclodextrinas y los
ciclofanos (Gutsche 2008).

Un calixareno (Figura 5) es un macrociclo u oligdmero ciclico basado en el producto de la
hidroxialquilacién de un fenol y de un aldehido. La palabra calixareno se deriva de calix o chalice
por el tipo de molécula que refiere a la base en forma de copa o céliz y de la palabra areno que
refiere al bloque aromatico de la molécula. Los calixarenos tienen cavidades hidrofébicas que
pueden retener moléculas pequefias o iones y pertenece a la clase conocida en la quimica como
huésped-anfitrion (Gutsche 2008).

OH HO

OH HO

Figura 5. Ejemplo de un receptor tipo calixareno

Los calixarenos se caracterizan por una forma de canasta, taza o contenedor
tridimensional. Poseen un ancho borde superior y un borde inferior estrecho y un anillo central,
con un fenol como materia de inicio, los 4 grupos hidroxilo son intra anular en el borde inferior.
Existen en diferentes conformaciones quimicas debido a la facil rotacion alrededor del puente de
metileno. (Gutsche 2008). Los 4 grupos hidroxilo interactian por puentes de hidrogeno y

estabilizan la conformacion de cono. (McMahon 2003)

16



Las ciclodextrinas (Figura 6), son una familia de compuestos formados por moléculas de
glucosa unidas en forma de anillo (oligosacaridos ciclicos). Se producen a partir de almidon por
medio de conversion enzimatica. A veces también son llamadas cicloamilosas. Se utilizan en
alimentos, productos farmacéuticos, sistemas de administracion de farmacos y las industrias
quimicas, asi como la agricultura y la ingenieria ambiental. Las ciclodextrinas se componen de 5
o0 mas unidades de a-D-glucopirandsido. Tipicamente contienen un ndmero de mondémeros
de glucosa que van de seis a ocho unidades en un anillo, creando una forma de cono. (Becket
1999)

Las ciclodextrinas pueden ser topologicamente representadas como toroides, con las
aberturas mas grandes y pequefias expuestas al grupo hidroxilo secundario y primario
respectivamente, esto en el disolvente. Debido a esta disposicion, el interior de los toroides no
es hidrofébica, pero es considerablemente menos hidrofilica que el medio acuoso y por lo tanto
capaz de albergar otras moléculas hidrofébicas. (Thatiparti 2010)
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Figura 6. Estructura de la a, B y y-ciclodextrinas

Los éter corona son compuestos quimico ciclico cuya estructura consiste de un anillo que
contiene varios grupos éter. Se ligan fuertemente con ciertos cationes, como los del grupo de los
metales alcalinos y alcalinotérreos, formando complejos quimicos. Los atomos de oxigeno se
encuentran bien situados para coordinar con un cation ubicado en el interior de un anillo, mientras
que el exterior es hidrofébico. Los cationes resultantes a menudo forman sales que son solubles
en solventes no polares, y por esta razon los éteres corona son Utiles en la catélisis de
transferencia de fase (Pedersen, C. J. 1967, Suzuki, 1995)
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Figura 7. Ejemplos de estructuras de éteres corona

Ciclofanos

Los ciclofanos (Figura 8) son moléculas organicas ramificadas que contienen anillo(s) aromaticos,
asi como unidades alifaticas. El anillo aromatico provee rigidez a la estructura, mientras que la
parte alifatica forma “puentes” entre los anillos proveyendo flexibilidad a la estructura general
(Kotha, 2015).

Se puede dividir a los ciclofanos en pequefios y grandes. En este trabajo nos enfocaremos
en los ciclofanos grandes, que son compuestos macrociclicos que contienen mas de un anillo
aromatico, con el propdsito de ampliar la molécula para que tenga la capacidad de capturar otra
molécula pequefia o ion en la cavidad. En general esta molécula o ion es llamada, huésped, y la
molécula que la captura es llamada anfitrion (Kotha, 2015).

Estas moléculas estan naturalmente equipadas con una fuerza de atraccion débil llamada
fuerzas de van der Waals en su superficie, los gases se condensan en liquidos, los liquidos en
solidos por enfriamiento, debido a esta fuerza que atrae a las moléculas entre ellas. Una molécula
linear puede ser muy flexible como una cuerda y atraerse entre si, pero el movimiento provocado
por esta misma flexibilidad es limitado en una molécula ciclica, que provee un espacio agradable
para la molécula huésped (Cram, 1997).

Los ciclofanos juegan un papel central en la actual linea de la quimica del huésped-
anfitrion debido a las siguientes caracteristicas:

1. Los electrones pi en la superficie del anillo aromético tiende a atraer a iones y
moléculas cargados positivamente.

2. Yaque los anillos arométicos son planos y no muy flexibles, son los que confieren
la rigidez a la estructura macrociclica

3. La sintesis es relativamente facil, asi como los métodos para disefar estructuras

con anillos aromaticos estan bien establecidas.
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4. Ademads, se pueden introducir grupos funcionales en el esqueleto macrociclico de

manera que se les puede conferir solubilidad en medios acuosos.

Los ciclofanos deben cumplir ciertas caracteristicas que les confieran estabilidad dentro
de condiciones fisiolégicas normales, como lo son la estabilidad termodinamica, quimica y
metabdlica, ya que de no ser asi pueden ser ineficaces, o peor aun, ser potencialmente dafiinos.
Para lograr que un ciclofano adquiera solubilidad en agua se introducen cierto nimero de grupos
cargados ya sea en el borde de la cavidad o mas cercanos a los sitios de enlace. Otra
caracteristica de los ciclofanos es que pueden manejarse en disolventes organicos como
receptores de compuestos organicos o iones metélicos (Diederich, 1991).

Se considera que son el centro de los receptores artificiales pues tienen una gran
capacidad de complejacién hacia sustratos de diferente naturaleza: compuestos organicos e

inorganicos, en forma de cationes o aniones e inclusive moléculas neutras (Easton, 1999).

H

Figura 8. Ciclofanos

Algunas de las aplicaciones de los ciclofanos como receptores artificiales son: emplear
con ellos nuevas técnicas de separacion, sintesis de nuevos polimeros con propiedades electro-
Opticas, proporcionar nuevas herramientas para el mapeo del genoma humano, profundizar en
investigaciones del plegamiento de las proteinas asi como en el transporte de moléculas en el

cuerpo humano, ejemplo de esto ultimo lo son los ciclofanos bis-piridina que tienen la capacidad
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de atravesar la barrera hematoencefalica como un transportador de colina. (Lindoy L. 1989,
Zhenfa 2012, Fernandes 2007).

Actualmente las investigaciones cientificas relacionadas con la salud se han centrado en
experimentar con mas detalle las moléculas que poseen potencial actividad biomimetica. Imitar
lo que ocurre en la naturaleza incrementa las posibilidades de que estos sistemas sean efectivos.
Entre las principales enzimas para las cuales se han presentado avances en el disefio de
anélogos sintéticos son la superédxido dismutasa (SOD) y las peroxidasas (POx) que representan
la primera linea de defensa del organismo contra el estrés oxidativo (Szilagyi y col. 2005). Como
se describird més adelante, se han reportado ciclofanos similares al ciclofano PD que se presenta
en esta tesis como biomiméticos de estas enzimas (Salazar-Medina 2013, Sugich-Miranda 2010,
Fernandes 2007), debido a la similitud de su geometria de coordinacion con el sitio activo.

Sistemas Modelo

Un modelo enzimatico es una molécula orgénica sintética que posee una 0 mas caracteristicas
presentes en un sistema enzimatico. Una ventaja muy notable del uso de estructuras artificiales
es la posibilidad de manipular el compuesto de tal modo que permita el estudio de una propiedad
especifica.

La capacidad de imitar el comportamiento del sitio activo de una enzima utilizando
materiales catalizadores sintéticos es altamente deseable (Agentes biomiméticos). (Breslow,
1972). Una enzima para la cual se han desarrollado sistemas modelos sintéticos es precisamente

la SOD, por lo que a continuacion se describiran detalles relacionados con su funcion y estructura,

Superéxido Dismutasa

La SOD (Figura 9) constituye la primera linea de defensa del cuerpo humano contra el aniéon

superoéxido (O27) generado como parte del estrés oxidativo natural (McCord y Fridovich, 1969).
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Figura 9. Superéxido Dismutasa (Banci y Col. 2008)

Lo anterior, asi como la caracterizacion del sitio activo en su estructura, la hacen una
fuente de investigacion cientifica en busqueda de analogos funcionales naturales o sintéticos que

lleven a cabo la reaccién de dismutacion (Muller, 2006, Elchuri, 2005) del anién superdoxido.

205 + 2H+ 2 H,0,+ 0, Reaccion |

La forma Cu/Zn-SOD contiene un atomo de Cu y uno de Zn en su sitio activo, para la cual

se establecié un mecanismo catalitico conformado por dos pasos:

ECu!' + Q- 2 ECu! + 0, Reaccion |

ECu! + 9- + 2H+ 2 ECu!! + H,0, Reaccion Il

Como se puede ver en la reaccion (Ecuaciones Il y Ill), el cobre cambia entre sus dos

estados de oxidacion mas comunes; se genera peroxido de hidrégeno (sustancia potencialmente

dafiina) que posteriormente es degradada por otra metaloenzima, catalasa. Ambas conforman

parte importante del sistema protector de los organismos cuyo metabolismo utiliza Oa.
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Parametros Termodinamicos y su Interpretacion

Un compuesto de coordinacibn o complejo, bien puede ser definido como un un sistema
supramolecular, en el cual la constante de afinidad (Ka) es uno de los parametros mas
importantes que se debe conocer. Esta constante indica la magnitud de la fuerza que une a un
complejo supramolecular, por lo cual nos da una idea clara de la estabilidad de este. A partir de
este valor es posible calcular la energia libre de Gibbs que a su vez da informacién clara acerca
de la espontaneidad del sistema.

Los pardmetros termodinamicos entalpia (AH), entropia (AS) y energia libre de Gibbs (AG)
nos dan la primera linea de entendimiento para cualquier sistema (Atkins 2006). Con la obtencion
de los pardmetros termodinamicos AG, AH y AS es posible conocer si el sistema liber6 o absorbi6
calor, o bien, podria darnos una idea de si durante el proceso se presentd el efecto
hidrofébico/solvatofobico, de donde finalmente es posible determinar el pardmetro termodinamico
que dirige a dicha reaccion. Para comprender mejor las caracterizaciones termodinamicas es

necesario comprender un poco mas detalladamente sus componentes.

Entalpia

La entalpia es una funcién de estado que se representa en la Ecuacion (1):

H=E + PV (2)

Esta formula la podemos traducir al cambio entre el estado inicial (Hi) y el final (Hf), AH queda de

la siguiente forma:

AH = Hi - Hf @)

A presion constante la entalpia es igual al calor g que involucra el sistema y se describe de la

siguiente forma:

AH = qp 3)

En donde g es el calor a presiéon constante.
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Por medio de la entalpia se determina si una reaccion es exotérmica o endotérmica.
Cuando la reaccion es exotérmica, la entalpia es menor que cero y se considera como favorable
para la reaccién mientras que cuando absorbe calor, siendo endotérmica, con valor de entalpia
positivo, se considera como una reaccion desfavorable, esto con base en la primera Ley de la
Termodinamica (Atkins 2006).

Entropia

El cambio entropia (AS) es el grado de irreversibilidad que se alcanza después de un proceso
dado en el que haya conversion de energia, o bien, se relaciona con la tendencia que tiene un
sistema hacia el desorden. La entropia es una medida de la energia no disponible en un sistema;
mientras mayor es la entropia de un sistema, menos disponible esta la energia de ese sistema
para efectuar trabajo o para transferir calor.

Dicho esto, significa que las especies desordenadas deben ser mas probables que las
ordenadas considerando como universo el sistema total, en el cual, si bien la mayoria de las
especies se encuentran en desorden, no quiere decir que no puedan existir algunas especies que
posean arreglos casi perfectos, pero el desorden total o neto del sistema tiende al maximo y esto
se refleja en una entropia del universo mayor de cero.

El calculo de entropia para procesos reversibles puede definirse por la siguiente ecuacion:

AS = AQred/ T (4)

Los procesos reversibles son aquellos que hacen evolucionar a un sistema
termodindmico desde un estado de equilibrio inicial a otro nuevo estado de equilibrio final a través
de infinitos estados de equilibrio.

De una manera simplificada, se puede decir que un proceso reversible es aquel proceso
que, después de ser llevado de un estado inicial a uno final, puede retomar sus propiedades
originales. Sin embargo, hay que considerar que ningun proceso natural puede ser considerado
reversible totalmente. Para procesos irreversibles o0 maquinas térmicas irreversibles, en todos los
casos el cambio de entropia sera positivo. Entonces, es claro que el cambio de entropia es un
buen indicador de que un proceso sea o no reversible. Con la ecuacién anterior podemos decir,
que la entropia sera igual al calor reversible afiadido al sistema, entre el valor de temperatura al
gue se encuentra el mismo. Para interpretar de una mejor manera el término entropico es: cuando

se obtiene un valor positivo, significa que durante el proceso hubo una ganancia entrépica y el
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desorden del sistema es mayor lo cual es favorable. En caso contrario, se dice que hay pérdida
de entropia y que el sistema fue capaz de alcanzar un arreglo mas ordenado, lo cual es

desfavorable para la estabilidad de un sistema.

Energia libre de Gibbs

La energia libre de Gibbs (AG) es un término termodinamico que se caracteriza por dar la
condicion de equilibrio y de espontaneidad para una reaccién a presion y temperatura constantes.
Dependiendo del valor y del signo del AG de una reaccién, se podra establecer si un proceso es
espontaneo o no, o bien si se encuentra en equilibrio. De acuerdo con esto un AG < 0 indica un
proceso es espontaneo (favorable) mientras que un AG > 0 es desfavorable para una reaccion.
Cuando AG = 0 se dice que un sistema se encuentra en equilibrio, por lo tanto, no hay cambio.
La energia libre de Gibbs es directamente proporcional a la magnitud de la constante de afinidad

(Ka) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

AG = -RTInKa (5)

En donde R representa la constante de los gases y T la temperatura absoluta.

La ecuacion (5) concuerda con los términos de equilibrio y espontaneidad mencionados
anteriormente, ya que, si el valor de K, de un sistema es muy alto, quiere decir que el sistema es
muy afin y por lo tanto espontaneo. Por otro lado, de acuerdo al producto de esta ecuacion el
resultado de un valor alto de K arrojaria un valor de AG muy negativo y en consecuencia muy
favorable lo cual es concordante por ambas explicaciones.

Podemos comprender mejor AG con la siguiente ecuacion:

AG = AH - TAS (6)

De acuerdo a la ecuacién (6) AG depende directamente de los valores de AH y AS, si el
valor en la entalpia es negativo y positivo en la entropia, sera favorable e ideal para una reaccion
y el proceso es dirigido tanto entalpica como entrépicamente si los valores absolutos de los
mismos son muy parecidos. Cuando los dos términos son favorables, pero uno de ellos es mucho
mas favorable que el otro, se dice que el parametro que dirige la reaccion, es el que posee el
valor absoluto mas alto. En algunos casos, la energia libre de Gibbs es favorable, pero uno de

los dos parametros involucrados en la ecuacion es desfavorable (entalpia positiva o entropia
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negativa). Cuando el signo negativo de AG se debe al valor de AH, se dice que el proceso es
dirigido entalpicamente; de lo contrario, si el signo negativo se debe al término TAS, se dice que
es dirigido entropicamente (Maron y col, 1982, Moran 2004).

La determinacion de constantes de afinidad en el reconocimiento molecular, nos
proporciona directamente la estabilidad para el complejo resultante. Se basa principalmente en
el nimero de interacciones intermoleculares y su tipo que se presentan en el mismo. A mayor
resultado en el valor de Ka, mayor afinidad entre los dos compuestos relacionados (Anfitrién -
Huésped).

Los receptores artificiales se comportan de diferente manera de acuerdo a las condiciones
en que se encuentren (presencia de metales, protones, medio alcalino, temperatura, entre otros).
A partir de estas variaciones se establecen las condiciones 6ptimas de reconocimiento molecular,
determinando las constantes de afinidad (asociacién o disociacion).

De manera muy general, para la determinacién de K, debe de existir un sistema de

equilibrio comun, como se indica en la Ecuacién (7), de la cual se obtiene K, mediante la Ecuacién

).

R+H «——> HR 7)

Ka= [HR] (8)
[R] [H]

[R]o=[R] + [HR] (9)

[Hlo= [H] + [HR] (10)

R: Receptor; H: Huésped; RH: Complejo (R-H)
[R]o: Concentracion inicial del receptor.
[H]o: Concentracion inicial del huésped.
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[R], [H], [RH]: Concentracién del receptor, huésped y el complejo respectivamente.
La ecuacion 11 se obtiene despejando [R] y [H] de las Ecuaciones (9) y (10) y sustituyendo

en la Ecuacion (8).

[HR]
Ka= (11)
([R]o- [HR]) ([H]o—[HR])

Ka: Constante de afinidad

[Rjo, [H]O: Variables que pueden ser tomadas como condiciones iniciales.

[R], [H], [HR]: Variables dependientes en el equilibrio.

De la ecuacion (11) podemos determinar Ka a las condiciones experimentales: [R]0y [H]O.

[HR] es obtenida en el equilibrio.
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Titulacion por Calorimetria Isotérmica

La titulacion por calorimetria isotérmica (ITC) es actualmente usada de manera rutinaria para
caracterizar la termodinamica de las interacciones de biopolimeros y las cinéticas de reaccién
catalizadas enziméaticamente. Una diferencia del calor inicial y el calor final medido por el equipo
en el sistema, ya sea agregado o disminuido, es equivalente al utilizado o liberado por la reaccion
(Lewis y Freyer, 2008).

La técnica por ITC nos da las piezas fundamentales para comprender una reacciéon como
lo es la constante de equilibrio de reaccion Ka y la estequiometria de unién, es decir el nUmero
de ligantes que hay al momento de la saturacion, a la misma vez permita conocer la entalpia (AH)
y la entropia (AS) (Lewis y Freyer, 2008).

El éxito de la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) se basa en dos aspectos practicos:
(1) cualquier interaccion receptor — sustrato libera o absorbe calor; (2) permite la determinacion
simultdnea en un solo experimento de los cambios de energia libre (AG), entalpia (AH), entropia
(AS), la constante de asociacion (K,) y la estequiometria (n) del complejo receptor—sustrato.
(Schmidtchen, 2007).

El calorimetro trabaja a temperatura y presién constante por lo que con esta técnica
podemos obtener directamente la entalpia, el calor liberado o absorbido es proporcional a la
afinidad de la interaccién y se manifiesta en la intensidad de la sefial de calor que depende
especificamente de AH del complejo formado. Por otra parte, la energia libre de Gibbs (AG) de
la formacién del complejo puede calcularse de acuerdo a la ecuacion (5).

A partir de estos datos también es posible determinar el AS del proceso, despejando AS
de la ecuacion (6). De esta manera tan sencilla se obtiene una caracterizacién termodinamica
completa en una sola reaccion, es necesario mencionar que cuando los procesos son dirigidos
entropicamente pueden no ser detectados por el equipo si no son lo suficientemente
endotérmicos. (Castellan, 1998)

El valor de la constante de asociacion (o afinidad de la unién), K, gobierna el equilibrio, es
decir, la particion entre las diferentes especies (libres y asociadas). El cambio en la composicion
del sistema dentro de la celda de reaccién del instrumento, después de cada inyeccion del
sustrato, desplaza el equilibrio y el reacomodo de la poblacién dando lugar a la formacién del
complejo. El sistema pasaré por diferentes estados de equilibrio, difiiendo en su composicion
segun como proceda la secuencia de las inyecciones. El calor asociado a cada inyeccion es
proporcional al incremento de concentracion del complejo (avance de la reaccion) y se calcula

integrando el area debajo de la sefial medida (equivalente a la cantidad de calor provista para
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mantener la misma temperatura en la celda de referencia y en la de muestra, por unidad de
tiempo) (Schmidtchen, 2007).

Obtencion de Ka en latécnica de ITC

Durante la titulacién se obtienen las sefiales correspondientes al calor liberado o absorbido de la
interaccion y la integracion de las mismas se grafican contra la relacion molar del compuesto
inyectante, dando como resultado una curva de forma caracteristica. En el caso de la Figura 10
la apariencia de la curva de titulacion es sigmoidal, de la cual pueden obtenerse los valores de
entalpia molar (AH), estequiometria (n) y la constante de afinidad (Ka). El AH se obtiene midiendo
la altura de la curva sobre el eje “y” (indica las cal mol™). Por otro lado, la estequiometria (n) la
proporciona el valor que indica el punto de inflexion sobre el eje “x” (relacion molar). Finalmente,
la constante de asociacion (Ka) se obtiene directamente con el valor de la pendiente en el punto
de inflexion de la curva (Schmidtchen F. 2007). En los casos en donde la curva de titulacién no
posee una forma sigmoidal, los valores ya mencionados se obtienen mediante un programa de
ajuste de valores automatico (ORIGIN Versién 7.0 de MicroCal Inc) el cual utiliza modelos

matematicos para dicha obtencion.
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Figura 10. Ejemplo de termograma obtenido por ITC
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Valor de c. La obtencién de datos de buena calidad depende de una correcta seleccion
de las concentraciones de receptor y el sustrato, para lo cual es importante conocer el valor de c,
que es una constante adimensional conocida como pardmetro de Wiseman.

El valor de ¢ se obtiene multiplicando el valor de la constante de asociacion (Ka) por la
concentracion molar (M) del receptor y la estequiometria (n) de la interaccibn como se muestra

en la Ecuacion (12).

C = (Ka)(M)(n) (12)

En general el valor de ¢ debe ubicarse en el rango 10 — 500, con lo cual se logra obtener
una curva de titulaciéon claramente sigmoidal (Figura 10), que es lo mas recomendable para el
calculo de AH, Kay n. Estos valores de c restringen el uso de esta técnica para sistemas de alta
afinidad (K. >10 000 M?). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que es posible

estudiar sistemas de baja afinidad mediante ITC si se cumple con lo siguiente (Bruce W. 2003):

° Una fraccion suficientemente grande de la isoterma es utilizada para el analisis.
. La estequiometria de enlace es conocida.
o Se conocen con exactitud las concentraciones de receptor y huésped.
o El nivel de relacion sefial/ruido de los datos es adecuado.
Instrumento

Cuando se trata de medir calores sumamente pequefios es necesario emplear calorimetros muy
sensibles, los cuales se denominan microcalorimetros. El prefijo micro se refiere a la cantidad de
calor y no a las dimensiones fisicas del intrumento, incluso algunos equipos son de gran tamafio
(Laider, 1997). Existen microcalorimetros que detectan un minimo de calor de 0.5 ncal
(Schmidtchen y Franz, 2007).

Los calorimetros mas modernos pueden operar con volimenes de muestra muy
pequefios, y a su vez detecta calores de reaccion muy pequefios por lo que esta técnica es cada
vez mas utilizada para determinar constantes de asociacion. En ITC, existen dos principios para
determinar el calor de una interaccion. El primero es mediante un calorimetro de elevada
capacidad calorifica basado en la conduccion de calor y el segundo funciona por compensacion

del efecto térmico en un entorno adiabatico.
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Para este trabajo de investigacion se utiliz6 un microcalorimetro adiabatico, este posee
una celda de referencia y una celda experimental. Durante el experimento, una pequefa potencia
constante, inferior a un milivatio, se disipa en la termolamina de la celda de referencia y activa el
sistema de compensacion que iguala las temperaturas de las dos celdas y produce lalinea base
experimental. Un efecto exotérmico o endotérmico, producto de la interaccién receptor — sustrato,

modifica transitoriamente la potencia de compensacion de calor y se produce un pico
caracteristico sobre la linea base de cuya integracion se extrae el calor involucrado en el sistema.

Una de las partes mas importantes del instrumento es el subsistema de inyeccion — agitacion,
ya que de esto dependen la exactitud de los volumenes de inyeccién de las alicuotas y la
homogenizacion de la mezcla de reaccion, asi como el nivel de ruido en los resultados. La
jeringa de inyeccioén es de vidrio, de alta precision, con volumenes entre 250 y 500 pL, provistas
de largas agujas de acero inoxidable y en su extremo posee una paleta para la agitacion.

Una vez montadas las soluciones en celda y jeringa, todos los parametros se programan

a través del software de manera que es relativamente sencillo obtener la caracterizacion

termodindmica de un sistema receptor-huésped.

Figura 11. Microcalorimetro Microcal VP-ITC
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DISENO EXPERIMENTAL

De acuerdo con lo reportado (Inoue y col. 2001), a pH alcalino el complejo ciclofano CuPD
presenta una geometria de coordinacion plano cuadrado (Figura 13); por otra parte, el sitio activo
de la SOD es un plano cuadrado ligeramente distorsionado como se puede observar en la Figura
12, esta similitud nos permite divisar un posible uso como biomimético de esta enzima.

Ciclofanos similares a este que también presentan la misma geometria de coordinacién
ya han sido reportados con capacidad biomimética y un potencial antioxidante importante. Estos
ciclofanos son los reportados por Sugich-Miranda en el 2010 (Sugich-Miranda 2010). Se puede
observar en la Figura 14 como la estructura reportada para valores de pH acido muestra una
geometria de coordinacion octaédrica, mientras que al encontrarse en una solucién de caracter
béasico. Esta forma una geometria de coordinacion del tipo cuadrado plana muy similar a la
coordinacion de la enzima CuzZnSOD.
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Figura 12. Estructura del Sitio Activo de la CuZnSOD (I. Szila"gyi 2005).
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Figura 13. Ciclofano PO: X=-O- PC: X=-CH... En solucion basica. (Sugich-Miranda 2010)
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Figura 14. Ciclofano PO: X=-O- PC: X=-CHz- en solucién acida. (Sugich-Miranda 2010)

En la Figura 15 se pueden observar los resultados obtenidos para las pruebas de
capacidad antioxidante de los ciclofanos derivados de EDTA, PO y PC (grafica de barras).
Basados en los resultados, estos ciclofanos en complejo con cobre muestran una capacidad
antioxidante comparable a la del acido ascorbico, asi mismo, la capacidad antioxidante es menos
a la de flavonoides y las vitaminas C y E (Sugich-Miranda 2010).

Mientras que para los resultados de la capacidad biomimetica (grafica de dispersion), el
ciclofano del tipo PO mostro una actividad similar muy significativa a la SOD mientras que el
ciclofano PC mostro actividad muy similar a los ciclofanos reportados por Fernandes A. en el
2007 (Sugich-Miranda 2010).
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Figura 15. Resultados de la prueba antioxidante TEAC (grafica de barras) y la prueba
para demostrar actividad biomimetica, NBT (grafica dispersion) (Sugich-Miranda 2010).

Valores de pH

La banda de transicién 8-8* inusual en todos los complejos Cu?*ciclofano estudiados se
observé solamente en el rango de pH donde [Cux(LH.4)]*, en donde las especies del tipo Il
mostrado en la Figura 16 se formaron al coordinarse los nitrégenos desprotonados de las amidas
con el cobre. Mientras tanto a medida que el pH disminuye los &tomos de cobre se coordina con
los dos oxigenos del carboxilato, dos nitrégenos de las aminas y dos oxigenos de las amidas,
resultando una especie del tipo |, todo esto basado en la Figura 17, que es el espectro electrénico
de una solucién de ligante PD.

Con base en lo reportado por Inoue y colaboradores (1998), para este trabajo se eligieron
tres valores de pH; 6.00, 7.40 y 10.00 debido a las diferentes especies que presenta este
ciclofano, el valor de pH 6.00 se eligié debido a que aqui el ciclofano presenta una geometria de
coordinacién de tipo octaédrica (Figura 16, 1), mientras que a valor de pH 10.00 la geometria de
coordinacién es completamente plano cuadrada (Figura 16, Il). El valor de pH 7.40 se eligio
debido a la aplicacién que se le planea dar en un futuro como antioxidante, para que pueda
funcionar de esta manera tiene que ser estable y se tiene que tener conocimiento de las
caracteristicas que se presentan en este pH, se sabe que a este pH hay una mezcla de

geometrias octaédrica y plano cuadrado, de ahi la importancia de analizar las caracteristicas
termodinamicas cuando coexisten.
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Figura 16. Modelos propuestos para las geometrias de coordinacion del ciclofano PD
(Inoue y Col. 1998).
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Figura 17. Espectro electronico de una solucién del ciclofano EDTA PD a valores de pH;
4.8,6.2,7.5,9.2y12.2. (Inoue y Col. 1998)
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Buffers

Para la eleccion de los buffers se tomé en cuenta la revision bibliogréfica presentada por Ferreira
y colaboradores (2015). con la intencion de evitar en la medida de lo posible, la interaccién de los
iones metdlicos con las moléculas de la solucibn amortiguadora como se muestra en la Figura
18.

Group 2 6 7 8 9 10 11 12 14

Alkaline
Type earth metal Transition metal

Buffer Mg(ll) Ca() Cr(ll) Mn{l) Fe(ll) Co(u) Ni(M) Cu(l) Zn(n) Cd{n) Pb)
MES

Bis-Tris

ADA

aces [

PIPES

MOPSO

BTP

BES

MOPS

TEs m
HEPES

DIPSO

MOBS

Tapso [N

Tris -

HEPPSO
POPSO
TEA
EPPS

Tricine [N N
Bicine [

HEPBS

AMPD
TABS
AMPSO

Y
CAPSO

AMP
CAPS
CABS

Figura 18: Tabla de interaccion de buffers con metales. (Ferreira, 2015)
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El ligante EDTA PD se obtuvo de acuerdo al método reportado por Inoue y colaboradores
por lo que su sintesis no sera descrita en este trabajo (B. Inoue et al., 2001). Los reactivos para

las mediciones analiticas, se utilizaron tal y como fueron adquiridas de fabrica.

Buffer MES marca Sigma-Aldrich

Buffer POPSO marca Sigma-Aldrich

Buffer CAPSO marca Sigma-Aldrich

Cloruro de cobre, CuCl; - 2H,0

Hidréxido de sodio, lentejas, NaOH

Ligante EDTA PD (sintetizados en el laboratorio del DIPM)

Acido Clorhidrico marca Sigma-Aldrich

Filtros para jeringas Acrodisc®, diametro de 25mm y porosidad 0.45um marca Sigma-Aldrich

Silica gel, poro de 60 A y tamafio de particula de 230-400 mesh marca Sigma-Aldrich

Equipo

Microcalorimetro MicroCal VP-ITC

Balanza analitica, Explorer OHAUS

Potencidmetro, THERMO SCIENTIFIC. Orion Dual Star pH/ISE

Métodos

Sintesis y purificacién del ligante

El método de sintesis corresponde al de alta dilucién reportado por Inoue y cols. (1998). Sin
embargo, se modificé el método de purificacion, que fue por cromatografia en columna. Para esto
se hizo pasar una solucién acuosa de la sal de litio del ligante a través de una fase estacionaria

de silica gel utilizando mezclas de etanol:agua como fase movil (75:25)
Preparacion de soluciones de buffers

Se prepararon soluciones buffers, MES (pH=6.0), POPSO (pH=7.4) y CAPSO (pH=10.0)

respectivamente a una concentracion de 0.1 My se ajusto6 el pH con NaOH 0.5 My HCI 0.5 M.
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Una vez ajustado el pH de cada buffer, éstas se filtraron para eliminar posibles residuos de polvo

0 pelusa.

Preparacion de soluciones de cobre
Es importante tener en cuenta que la solucion de cloruro de cobre debe ser valorada para conocer
la concentracion real. Se realiz6 una curva de calibracién por UV-Vis usando como referencia una

dilucién de una solucion estandar de cloruro de cobre.

Preparacion de soluciones de ligantes
De igual manera, se prepararon soluciones stock del ligante PD en agua, de las cuales, se
hicieron las diluciones apropiadas con las soluciones buffers.

Una vez listas las soluciones, éstas se llevaron a desgasificar lo cual consiste en poner
en agitacion y a vacio para remover el oxigeno presente o burbujas de aire por aproximadamente
20 minutos. Después, se procedi6 a llenar la celda de referencia del microcalorimetro con el buffer
correspondiente al pH evaluado. La celda de reaccién se llené con la solucién de ligante EDTA
PD (1.45 mL), mientras que la jeringa llena con 250uL de solucion de cloruro de cobre, el cual
sera inyectado a la celda de reaccion en alicuotas de 10uL. En la Figura 19 se muestra un
esquema de lo que estd compuesto un calorimetro. Una vez terminado el experimento los datos

fueron analizados con el software Origin Pro Version 2016.

rotating syringe
with
titrand solution

thermal insulation jacket

reference
cell
containing
solvent

sample
cell
containing
titrate solution

+— AT —»

Figura 19: Modelo esquematico de un microcalorimetro (Lewis y Freyer, 2008)
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Método de Job

Para determinar con mayor precision la estequiometria de los complejos, se us6 el método de
variacién continia conocido como grafica de Job. La determinacion de la estequiometria se basa
en la medicion por alguna técnica (en este caso, espectroscopia visible) de la formacién del
complejo en diversas combinaciones de fracciones molares de los reactivos (Ligante y metal).
Para llevarlo a cabo se prepararon diferentes combinaciones de ligante y metal, manteniendo
siempre constante la cantidad total de la mezcla. Los resultados de absorbancia de cada solucion
se grafican contra fraccion molar. El punto mas alto de la grafica correspondera al punto
estequiométrico del complejo. (Huang 1982).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré obtener el ligante PD en forma pura, por el método de cromatografia por columna con
un rendimiento del 10%, similar al reportado por Inoue y cols. (1998).

Para una adecuada discusion de resultados, cabe recordar que la geometria de
coordinacion del complejo es dependiente del pH. A pH < 7 el quelato metélico resultante puede
asumir una geometria tipo octaédrica, en la cual el atomo de Cu esté coordinado a dos oxigenos
carboxilato, dos nitrdgenos amina, y dos atomos de oxigeno de amida (Figura 16, 1); a pH alcalino
se considera una geometria de tipo plano cuadrada, en la que el &tomo de cobre se une a dos
nitrégenos amida desprotonados y dos nitrégenos amino (Figura 16, Il). De maneraque a pH 7.4
(uno de los elegidos para este trabajo) coexisten mezcla de las dos especies.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de todos los datos obtenidos para el complejo a los

tres valores de pH evaluados, mismos que se iran discutiendo paso a paso.

Tabla 1. Parametros termodinamicos de la complejacién del ligante PD con cobre a 25°C

pH=6.0 pH=7.4 pH=10.0
AH® (kcal mol) -6485(+26) -15300 (+140) -6879(32)
Tas® (keal mol ) 2680 5661 2555
N 0.8095(+0.005) 0.9405(£0.13) 0.991(+0.083)
-1 6 6 6
K(M ) 5.21(+0.219)x10 4.71 (+0.79)x10 8.36 (£2.32)x10
AG (keal mol ) 9161 9131 -9429

Valores promedio. Las desviaciones estandar fueron calculadas a partir de 2 réplicas por cada
titulacion.

Geometria plano cuadrada (pH 10.0):
1) Cambio de entalpia (AH): En la Figura 20 se muestra el termograma obtenido en el

microcalorimetro, de la formacién del complejo de EDTA PDcon Cu?*a pH 10.0. Los picos hacia
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valores negativos observados en el gréfico superior de la figura, indican en primera instancia que
la asociacion es de caracter exotérmico, lo cual se confirma al observar el valor de entalpia

obtenido para este caso (-6879 kcal/mol, Tabla 1).
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Figura 20. Termograma de la formacion de complejo CuPD a pH=10.0

2) Constante de asociacion (Ka): El grafico superior de la Figura 20 representa la integral
de cada pico resultando en una tipica gréafica de tipo sigmoidal, forma que es indicativa de
sistemas con constantes de asociacion elevadas, como el caso de este complejo, para el que se
obtuvo un valor de K;=8.36 x 10° M. Este valor alto habla de un complejo bastante estable a las
condiciones evaluadas.

3) Energia libre de Gibbs (AG): A partir de la constante Ka es posible calcular el valor de
AG del sistema el cual resultd ser muy negativo (-9,429 kcal/mol), lo que indica un proceso

espontaneo y un sistema estable, tal como se resume en la Tabla 1.
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4) Cambio de entropia (AS): Asi mismo, y una vez conocidos los valores de AH y AG, es
posible calcular el valor de entropia (AS) el cual, al ser de signo positivo significa que es favorable
para el sistema, (2555 kcal/mol). Lo anterior nos lleva a concluir que el proceso de formacién del
complejo y su alta estabilidad son guiados principalmente por el factor entalpico (AH=6879

kcal/mol).

5) Relaciéon molar o estequiometria de la asociacién (n): El valor de n no fue el esperado,
ya que por constituirse de dos fracciones de edta, la estructura del ligante tiene potencial para
resultar en complejos de tipo binuclear, por lo que se esperaba una relacion molar de 2, es decir
que por cada molécula de ligante se coordinan dos iones de cobre, sin embargo
experimentalmente se obtuvo una relacion molar de 1, es decir, pareciera que bajo las

condiciones de medicion, solo se ocupa uno de los dos sitios de coordinacion.

Para confirmar este resultado, se decidio realizar una titulaciéon por el método de Job, y la
grafica resultante se muestra en la Figura 21, la cual presenta su pico maximo en la fraccién molar
= 0.5, lo que es indicativo de que en el complejo existe una molécula de ligante por cada ion Cu?*.
Es decir, el resultado es concordante con los datos obtenidos por la técnica de ITC.

0.30

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 21. Grafica obtenida por el método de Job para confirmar la relacién molar del complejo
CuPD en buffer POPSO de pH=10.0.
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Geometria octaédrica (pH 6.0):

Los resultados para el caso de la formacién del complejo a pH 6.0 realmente fueron muy

comparables a los obtenidos a pH 10.0, como se describird a continuacion.

1) Cambio de entalpia (AH): En la Figura 22 se muestra el termograma obtenido en el
microcalorimetro, de la formacién del complejo de EDTA PD con Cu?* a pH 6.0. Como en el caso
de la geometria plano cuadrada, los picos hacia valores negativos observados en el gréafico
superior de la figura, sefialan el caracter exotérmico del proceso, lo cual se confirma al observar
el valor de entalpia obtenido para este caso de -6485 kcal/mol (versus -6879 kcal/mol obtenido a
pH 10.0, Tabla 1).
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Figura 22. Termograma de la formacion de complejo CuPD a pH 6.0
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2) Constante de asociacion (Ka): El gréfico superior de la Figura 22 también es una gréfica
de tipo sigmoidal, pero con una pendiente ligeramente mas pronunciada que en el caso la
geometria plano cuadrada, resultando en una constante de asociacion ligeramente més elevada,
Ka=5.21 x 10® M? (mientras que a pH 10.0, Ks=6.5 x 10°® M?). Al parecer la geometria

hexacoordinada es mas estable que la tetracoordinada bajo las condiciones evaluadas.

3) Energia libre de Gibbs (AG): De nueva cuenta, se obtuvo el valor de AG del sistema, a
partir de la constante Ka, el cual resulté ser muy negativo (-9161 kcal/mol), lo que indica también

un proceso espontaneo y un sistema estable, tal como se resume en la Tabla 1.

4) Cambio de entropia (AS): Tal como en el primer caso, los valores de AH y AG son
empleados para calcular el valor de entropia (AS) el cual resulté ser ligeramente mas favorable
para este sistema (2680 kcal/mol) con respecto al de geometria plano cuadrada, por lo que de
nueva cuenta se concluye que el proceso de formacion del complejo y su alta estabilidad son

guiados principalmente por el factor entalpico (AH=-6485 kcal/mol).

5) Relacién molar o estequiometria de la asociacion (n): Al igual que para la geometria
plana cuadrada, el valor de n obtenido experimentalmente fue igual a 1. Alan y cuando para este
caso no se realizé el experimento de Job, por comparacion de los dos sistemas evaluados, se

considera aceptable el valor obtenido.

Mezcla de especies (pH 7.4):

Los resultados obtenidos a pH=7.4 se muestran en la Figura 23, no obstante los parametros
termodindmicos no pueden ser discutidos a profundidad debido a que, como se ha explicado
antes, a este pH coexisten ambas especies (octaédrica y plano cuadrada) sin embargo se decidié
medir su comportamiento debido a que a este pH se llevan a cabo las mediciones de actividad
biomimética de la enzima superéxido dismutasa, que si bien es cierto, esto no se incluye en este
trabajo, se prefirid dejar como aportacion para futuras discusiones en su posible aplicacién como
agentes biomiméticos.

De manera general, o que se puede apreciar es que los valores de AH, practicamente

son una sumatoria de los AH de cada especie por separado. No necesariamente asi para el resto
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de los pardmetros evaluados, pero para poder hacer una discusion mas profunda, se requeririan

de mas técnicas en las que se evalle dicho complejo a este valor de pH.
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Figura 23. Termograma de la formacion de complejo de CuPD a pH 7.4
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CONCLUSIONES

El método de purificacion por cromatografia por columna resulté exitoso para la obtencion del
ligante PD en forma pura, ya que se obtuvo un rendimiento del 10%, similar al reportado por Inoue
y cols. (1998)

La caracterizacion termodinamica del complejo Cu.PD presentado en este trabajo se realiz
satisfactoriamente.

Los parametros termodinamicos AG, AH, AS, K,y la estequiometria N fueron obtenidos en un
microcalorimetro a los valores de pH 6.0, 7.4 y 10.0. Los resultados nos indican que la
complejacion es espontanea y la estabilidad del complejo es alta.

No se encontraron diferencias termodinamicas considerables entre la formacion del complejo
metalico en su forma octaédrica con respecto a la forma plano cuadrada. En general, a los tres
valores de pH evaluados la formacion del complejo es dirigida favorablemente tanto por el factor
entrépico, como por el entélpico, excepto para el caso de pH intermedio en el que prevalece
mezcla de las especies acida y basica.

Esta informacion nos da pie para conocer un poco el comportamiento de este complejo y abre las

puertas para continuar con la experimentacién de este posible agente biomimético.
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