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RESUMEN

En este trabajo se realizaron estudios de coordinacion metalica dirigidos a los iones Zn**,
Ca®* y Mg* mediante espectroscopia de fluorescencia en amortiguador MOPS a pH=7.2, con
seis ligantes aciclicos derivados de edta o dtpa: (edtalnap)H,, 1; (edta2nap)H,, 2; (edtalmnap)Ha,
3; (edta2mnap)H,, 4; (dtpalnap)Hs, 5 y (dtpa2nap)Hs, 6. Los ligantes 1-6 presentan respuestas
fluorescentes de diferente tipo al coordinar con los metales, dicha respuesta depende de la
longitud de la cadena de interconexion, el sitio de union de los grupos cromoforos y la presencia
de grupos espaciadores metileno en la estructura. Los ligantes derivados de dtpa 5 y 6 fueron
insensibles a la presencia de calcio 0 magnesio, pero presentan cambios de tipo radiométrico en
sus espectros de fluorescencia al coordinar a zinc. Esta respuesta se mantiene aln en presencia de
calcio y/o magnesio, lo cual indico el potencial de los compuestos 5 y 6 de ser aplicados como

quimiosensores fluorescentes de zinc en amortiguador MOPS a pH=7.2.



ABSTRACT

In this work, was performed a coordination study of Zn?*, Ca** and Mg®* by fluorescence
spectroscopy in buffer MOPS at pH= 7.2, with six acyclic ligands EDTA or DTPA derivatives:
(edtalnap)H,, 1; (edta2nap)H,, 2; (edtalmnap)H,, 3; (edta2mnap)H,, 4; (dtpalnap)Hs, 5 vy
(dtpa2nap)Hs, 6. The fluorescent ligands 1-6 have different responses to coordination with
metals, such a response depends on the chain length of interconnection, the binding site of the
groups chromophores and the presence of methylene groups spacers in the structure. The DTPA
derivatives 5 and 6 were insensitive to the presence of calcium or magnesium, but their
fluorescence spectra change in a radiometric mode to coordination to zinc. This response is
maintained even in the presence of calcium or/and magnesium, which indicated the potential for

compounds 5 and 6 to be applied as fluorescent chemosensors zinc in buffer MOPS at pH=7.2.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las propiedades de coordinacion a zinc de una serie de ligantes aciclicos tipo bis-
naftil derivados de edta o dtpa con el propdsito de establecer su potencial de aplicacion

como quimiosensores fluorescentes de dicho metal.

Objetivos Particulares

Realizar estudios de coordinacion dirigidos hacia zinc, calcio y magnesio, en medio
acuoso a pH=7.2, utilizando la técnica de espectroscopia de fluorescencia, con los
ligantes: (edtalnap)H,, 1; (edta2nap)H,, 2; (edtalmnap)H,, 3; (edta2mnap)H,, 4;
(dtpalnap)Hs, 5y (dtpa2nap)Hs, 6.

Llevar a cabo estudios de competencia para determinar la selectividad de los ligantes 1-6

por el ion metélico zinc frente a los cationes interferentes calcio y magnesio.

Evaluar el efecto de las diferencias estructurales entre los compuestos 1-6 en el tipo de

respuesta fluorescente a la coordinacion metéalica.

Establecer el potencial de aplicacion de los compuestos 1-6 como quimiosensores

fluorescentes de zinc en agua a pH fisioldgico (pH=7.2).



INTRODUCCION

El zinc se caracteriza por ser un metal que estd distribuido ampliamente en la corteza
terrestre, y ocupa la posicion numero 23 de la lista de elementos mas abundantes (0.12% de
abundancia).>® El zinc es muy importante en los sistemas biolégicos como componente
estructural o funcional de cientos de enzimas implicadas en procesos tales como la replicacion de
ADN y ARN, apoptosis, expresién génica, catalisis metaloenzimatica, neurotransmision,

respiracion celular, entre otras.>>

Los niveles de zinc en nuestro organismo estan regulados por la metalotioneina y
proteinas transportadoras como es el caso de la albimina. Gran parte de las funciones del zinc
estan a nivel neurobioldgico, por lo que valores anormales de este metal se relacionan facilmente
con la muerte selectiva de células neuronales, lo cual provoca enfermedades tales como epilepsia,
isquemia global transitoria, dafio cerebral, Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Wilson y
esclerosis lateral amiotrofica. Incluso, valores anormales de zinc han sido relacionados con

algunos tipos de cancer. >3

Aunque la significancia del zinc en los sistemas biolégicos ha sido muy reportada,
muchos de los mecanismos de accion especificos ain son desconocidos, al igual que la funcion
del cation en su forma libre. En consecuencia, detectar zinc en un intervalo nanomolar-milimolar
en condiciones fisiologicas tiene una gran importancia y es una de las razones de la demanda
creciente de sensores de este analito en sistemas vivos. De igual manera la imagenologia del zinc
es crucial para la elucidacion de la concentracidon, distribucion, cinética y funciones de dicho

metal en las células y los tejidos.*

Las técnicas de fluorescencia son herramientas poderosas y atractivas para la deteccion de
diversos elementos debido a su simplicidad y sensibilidad. Asi, un gran nimero de sensores
moleculares fluorescentes han sido disefiados y se encuentran disponibles para detectar tipos

diferentes de iones metélicos, incluido el zinc, en células vivas.®

En el proceso de deteccion por fluorescencia de los iones, el aumento de fluorescencia
("turn-on™) es preferible a la extincion de la fluorescencia ("turn-off"), ya que esto disminuye la

probabilidad de falsos positivos provocados por la presencia de otros extintores presentes en la



muestra. Muchos sensores fluorescentes “turn-on” han sido aplicados para imagenologia
intracelular. Sin embargo, la mayoria de estas moléculas presentan cambios en la intensidad de
emision a una sola longitud de onda (sefial de deteccion Unica), por lo que su respuesta tiende a
ser afectada por varios factores tales como la eficiencia instrumental, condiciones ambientales y
la concentracién de la sonda. En cambio, el uso de sondas radiométricas, las cuales presentan
cambios simultaneos en bandas de fluorescencia a dos longitudes de onda, pueden eliminar la

mayoria de estas interferencias en funcién de la correccion interna de estas dos bandas.®

En el Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de
Sonora (DIPM-UNISON), en el area de Quimica Supramolecular, se trabaja en el desarrollo de
quimiosensores fluorescentes especificos para la deteccién y cuantificacion de metales pesados
como el zinc. Se espera que estos compuestos puedan ser utilizados como herramienta de analisis
quimico cualitativo y cuantitativo aprovechando su selectividad y sensibilidad. Entre los
quimiosensores que se han preparado en el DIPM-UNISON se encuentran los ligantes
biscromoforos de naftaleno con cadenas de interconexion tipo edta y dtpa. Los compuestos
reportados por L. Machi et al. "® son: (edtalnap)H,, (edta2nap)H,, (edtalmnap)H,,
(edta2mnap)H,, (dtpalmnap)Hs; y (dtpa2mnap)Hs; (1-6, Figura 1). Los compuestos 1-6 son
solubles en agua y presentan bandas de emision de fluorescencia tanto de naftaleno monomérico
(~330-350 nm) como de excimeros de naftaleno (~ 400-410 nm). La coordinacion de algunas de
estas moléculas a zinc a pH= 10 produce atractivas respuestas fluorescentes. Por ejemplo, el
ligante 2 respondié de manera radiométrica a la coordinacion a zinc con incremento en la
intensidad de emisién de excimero y disminucién en la intensidad de emisién de monémero.” De
igual forma, el ligante 4 se comportd como sensor radiométrico de zinc,® en este caso con un
efecto inverso al que presentd el ligante 2. Por otro lado, al formarse el complejo de zinc, la
banda de emisidn de excimero del ligante 1 incremento casi tres veces su intensidad y se desplaz6
20 nm hacia al azul.” A pesar de la relevancia de estos resultados, es importante realizar estudios
adicionales de coordinacion a zinc con los ligantes 1-6 bajo condiciones fisiologicas. Esto debido
a que, como se describid en los parrafos anteriores, el zinc es un metal de gran importancia a

nivel biologico.

Con base en lo anteriormente descrito, en este trabajo de tesis se planted la realizacion de
estudios de coordinacion metélica a zinc en medio acuoso y bajo condiciones fisiologicas de pH

(pH=7.2) con los ligantes 1-6 y la evaluacion del efecto que tiene la longitud de la cadena de



interconexion, la posicion de los grupos cromoéforos y la presencia de grupos espaciadores

metileno en las propiedades fluorescentes de dichos compuestos.

oHO-,_,C CO-‘,I-Io
NV
HN N N NH
R R 1.(edtanap)Hy, R= 1
edta 2 (edta2nap)H,, R=2
R=1 =3 3.(edtatmnap)H,, R=3
4 (edta2mnap)H,, R=4
OHOZC COZHO 5.(dtpa1mnap)Hs;, R=3
S \\/ \ / \(/ < 6.(dtpa2mnap)Hs, R=4
HN N N N NH
R N R
CO,H
dtpa R=2 =4

Figura 1. Quimiosensores bis-cromoforicos derivados de edta y dtpa funcionalizados con
naftaleno.



ANTECEDENTES
Importancia Bioldgica del Zinc

El zinc juega un papel muy importante en los sistemas biologicos, es un oligoelemento
esencial que actlia como componente estructural o en el sitio activo de las enzimas.! Acttia como
cofactor y como integrante de al menos 300 enzimas (como aldolasas, deshidrogenasas, esterasas,
peptidasas, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbonica, superéxidodismutasa, ADN- y ARN-
polimerasas, entre otras) implicadas en el metabolismo energético y de los carbohidratos, en las
reacciones de biosintesis y degradacion de proteinas, en procesos biosintéticos de acidos
nucleicos y compuestos hemo, en el transporte de CO,, etc. Por ser un ion intracelular, el zinc se
encuentra en su mayoria en el citosol.? Este metal participa en procesos muy importantes como
son la replicacion tanto de ADN como de ARN, la apoptosis, transduccion de sefiales, la
expresion génica, la catalisis metaloenzimatica, la neurotransmision, la respiraciéon celular, el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y la eliminacion de radicales libres. Este
ultimo es un proceso que se hace a través de una cascada de sistemas enzimaticos y es esencial

para el crecimiento desde la concepcion.? 3

Los iones de zinc son bien conocidos por jugar papeles diferentes en los procesos
bioldgicos, tales como los que se muestran en la Figura 2.° El papel mas importante y el mas
conocido para el zinc es como un cofactor estructural en metaloproteinas. Durante el Gltimo
medio siglo, cientos de proteinas que poseen uno 0 mas motivos estructurales de zinc han sido
identificadas y clasificadas en varias grandes familias. Inicialmente el zinc fue encontrado en el
factor de transcripcion I1IA (TF 111A), el motivo estructural Cis,His, interactlia con Zn®* para
proveer un dominio de unién a &cidos nucleicos. Dichos dominios son conocidos como "dedos de
zinc".* Los iones de zinc son directamente asociados con la regulacién de la expresion génica a
través de proteinas metal-reguladoras como el factor de transcripcion factor-1(MTF-1) que actua
como un sensor de zinc celular. Muchas enzimas hidroliticas contienen iones de Zn** en el sitio
activo, ya que el zinc coordinado al agua o al hidréxido, es un excelente agente nucleofilico. Por
ejemplo, en el centro catalitico de la anhidrasa carbonica humana Il (CA II), el zinc esta
coordinado por tres fragmentos de histidina y una molécula de agua. En pruebas in vivo e in vitro
se ha demostrado que el zinc puede ser un importante regulador de la apoptosis celular. Ademas,

los iones de Zn** se presentan en la mayoria de ADN o ARN polimerasas.*?



Regulador de enzimas
Asociado a enfermedades (ej. Fosfatasa alcalina) Enlace/reconocimiento ADN

(Alzheimer, epilepsia, (dedos de zinc, familia de proteinas)

isquemia, etc.)

Estructural Centros cataliticos
(ej. superdxido dismutasa) (ej. anhidrasa carbdnica)

Transmision de sefiales neuronales
(neurotransmisor, neuromodulador,
zinc sindptico, segundo mensajero)

Figura 2. Principales funciones del zinc en sistemas bioldgicos.

Los roles neuroldgicos del zinc han tenido una atencion especial, se ha postulado que el
Zn?* liberado sinapticamente modula la excitabilidad del cerebro a través del alojamiento de los
receptores de aminoécidos. Los iones de zinc no s6lo funcionan como neurotransmisores o
neuromoduladores convencionales para las neuronas presinapticas, sino que también funcionan
como una sefial neuronal transmembranal que atraviesa las neuronas post-sinapticas Yy
compartimentos en vesiculas sinapticas. En esta via de sefializacién, los transportadores de zinc
(Zn-Ts) son los responsables de la transferencia de iones de Zn®" a través de la membrana y de
compartimentar al zinc en las vesiculas sinapticas. El zinc liberado sindpticamente puede actuar
como un segundo mensajero, como el Ca** para la potenciacién a largo plazo en el hipocampo.
Recientemente, se ha reportado que la metaloproteina-I1l (MT-I1I), en su forma cerebral de la
familia MT, podria ser responsable de la conversion de sefiales de NO (Oxido nitrico) en sefiales

de Zn2+ 12

Un trastorno del metabolismo del zinc esta asociado estrechamente con muchas
enfermedades neuroldgicas graves tales como la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Parkinson, isquemia por hipoxia y epilepsia. Los iones de Zn*
liberados durante la neurotransmision pueden inducir la formacion de placas seniles de p-
amiloide (AP). Estas placas se producen en la enfermedad de Alzheimer. La correlacion entre la
superdxido dismutasa de cobre-zinc (Cu-Zn SOD) y de la enfermedad de esclerosis lateral
amiotrofica ha sido conocida durante casi por una década. Ademas, la evidencia clinica ha
mostrado que el zinc nutricional ayuda a la cicatrizacion de las heridas a través de una familia de
endopeptidasas dependientes de zinc con nombre metaloproteinasas de la matriz (MMPSs). Hay un

margen amplio para la exploracion de las diversas funciones fisiologicas del zinc, especialmente



la neural "zinc libre™ (a veces referido, como no ligado o zinc débilmente unido). Por lo tanto, es

deseable una técnica sensible y no invasiva con el fin de lograr iméagenes locales en tiempo real.

El zinc es un metal indispensable para la vida y un cuerpo humano adulto contiene 2-3 g
de zinc.? Las concentraciones més elevadas de zinc se encuentran en el cerebro, higado, pancreas,
rifiones, huesos y mausculos voluntarios, aunque se encuentran también concentraciones
importantes en el ojo, prostata, espermatozoides, piel, pelo y ufas. Este metal puede ser
visualizado por un colorante fluorescente. Para valorar su estatus en el organismo se usan
principalmente como biomarcadores los niveles en suero, plasma y eritrocitos.™® En el cerebro, el
zinc libre existe a una concentracion milimolar en las vesiculas de las neuronas presinépticas y es
liberado por la actividad sinéptica o despolarizacion, asi como por la modulacion de las funciones
de ciertos canales i6nicos y receptores. Aunque la funcién del Zn?* en algunos procesos

biolégicos es conocida, el mecanismo de accién especifico es atn desconocido.
Absorcion y excrecion del Zinc

Entre el 3 y el 38% del zinc de la dieta se absorbe en el tubo digestivo proximal. Esta
absorcion del zinc parece estar regulada por la sintesis de una proteina intestinal denominada
metalotioneina (proteina de bajo peso molecular rica en cisteina) que tiene la capacidad de ligar
diferentes metales como el Zn®*, Cu** y Cd*". Esta proteina acttia como ligando que amortigua la
absorcion del zinc. La absorcion también depende de las cantidades de zinc en la dieta y la
presencia de sustancias que interfieren con él, tales como:

e Fibray fitatos, que forman complejos y disminuyen su absorcién

e Calcio, cobre y cadmio, que compiten y pueden reemplazar al zinc en la proteina
transportadora, por lo que dificultan su absorcion.

e Laglucosa, la lactosa y determinadas proteinas que favorecen la absorcién de zinc.

El zinc liberado por las células intestinales en los capilares mesentéricos es transportado
hasta el higado siendo la albumina la proteina transportadora mas importante, de forma que el
70% del zinc plasmatico se encuentra unido a la albimina y el resto a la alfa-2-macroglobulina,
transferrina y algunos aminoécidos como cisteina e histidina. La mayor parte del zinc es
intracelular. El 90% se distribuye principalmente en los tejidos 6seo y muscular y el resto se
localiza en la piel, el higado, el pancreas, la retina, las células hematicas y los tejidos gonadales

en el varén. El zinc contenido en los hematies, musculo, pelo y testiculos se intercambia mas



rapidamente que el contenido en el esqueleto y dientes. La sangre total contiene
aproximadamente diez veces mas zinc que el plasma, debido a la presencia de este catién en la

enzima eritrocitaria anhidrasa carbonica.”

El zinc se excreta por las heces a través de las secreciones pancreaticas e intestinales y en
menos de un 2% por la orina, viéndose aumentadas las pérdidas renales en pacientes con nefrosis,
alcoholismo, cirrosis hepética, y con estados de estrés metabdlico. Otras vias de excrecién de zinc

son el sudor, el crecimiento del pelo y la descamacién de la piel.*®

Deficiencia de zinc

Los estados carenciales de zinc pueden estar causados por factores diferentes como
ingesta insuficiente, problemas en la absorcion intestinal o pérdidas corporales excesivamente
elevadas, asi como el padecimiento de determinadas enfermedades. Las manifestaciones clinicas
secundarias a la deficiencia de zinc en adultos se han descrito principalmente en pacientes que
recibian nutricién parenteral pobre o exenta de este elemento, en pacientes con pérdidas
importantes de liquidos gastrointestinales y en los sometidos a dialisis cronica. En pacientes
quemados, con disfunciones renales y hemodializados también es frecuente el desarrollo de
deficiencias. La deficiencia de este elemento en nifios y jovenes se debe a la falta o escasez de
alimentos de origen animal, dieta con un alto contenido en fitatos, ingesta inadecuada de
alimentos y por un incremento de las pérdidas fecales, puede ocasionar retraso en el crecimiento
y en el desarrollo neuronal, diarrea, alteraciones inmunitarias e incluso en algunos casos la

muerte.'®

Las manifestaciones principales de la deficiencia de zinc son dermatitis, alopecia,
alteraciones en el sentido del gusto, anorexia, retraso en la cicatrizacion de las heridas,
alteraciones inmunologicas y disminucion de los niveles de fosfatasas alcalinas, habiéndose
postulado la deficiencia de zinc como un factor importante en la patogenia de la esquizofrenia.
Hay estudios epidemiol6gicos que sugieren que una deficiencia de zinc puede estar asociada con
un incremento en el riesgo de padecer cancer. Esto es debido a que tanto su participacién en la
funcion inmunologica, como sus propiedades antioxidantes y frente al estrés oxidativo,
proporcionan a este elemento una actividad preventiva frente al cancer. Las carencias de zinc

causadas por defectos congénitos de la capacidad de absorcion intestinal, dan lugar a
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acrodermatitis enteropatica acompafiada de lesiones cutaneas, diarreas, pérdidas de cabello,
conjuntivitis, fotofobia, opacidad corneal, irritabilidad, temblores y ataxia ocasional. Asimismo
se ha asociado a estados carenciales de zinc el tratamiento de la enfermedad de Wilson con
penicilamina. Normalmente concentraciones de zinc en plasma y cabello inferiores a 50 mg/100
mL 6 70 mg/100 mL, respectivamente, son indicativas de deficiencia, aunque es conveniente la
determinacion del contenido de anhidrasa carbdnica de hematies, fosfatasa alcalina en suero y

saliva y medicion de la absorcion y excrecion utilizando zinc."®

Toxicidad del zinc

El exceso de zinc en el cuerpo humano resulta nocivo y esta asociado a una variedad de
reacciones contraproducentes para nuestro organismo, principalmente reacciones citotoxicas. El
metabolismo anormal de zinc estd asociado con muchos problemas de salud, que van desde
enfermedades de la piel hasta el cancer de prostata, diabetes y enfermedades del cerebro. Hay
alrededor de 0.1-0.5 mmol de zinc en el tejido cerebral, mas alto que en cualquier otro 6rgano.
Una gran cantidad de zinc se acumula en las células nerviosas, donde el nivel de zinc i6nico es
estrictamente regulado por proteinas transportadoras de zinc y metalotioninas, variaciones de
estos requerimientos son perjudiciales para la supervivencia de las células. Se ha reportado que
valores anormales de zinc o alteraciones en la homeostasis del zinc puede causar una muerte
selectiva de células neurales con graves efectos, incluyendo epilepsia, isquemia global transitoria,
dafo cerebral y problemas como Alzheimer, Parkinson y enfermedad Wilson, esclerosis lateral
amiotréfica y algunas enfermedades causadas por priones.

A pesar de que el zinc es el menos téxico de todos los oligoelementos, y aunque su
margen de seguridad (diferencia entre la dosis tdxica y la dosis recomendada) es muy amplio, es
necesario evaluar su toxicidad. Ello se puede establecer mediante el estudio de la Tolerable
Upper Intake Level (UL), que se define como el nivel mas alto de la ingesta diaria de un nutriente
que no supone un riesgo o efectos adversos sobre la salud de casi todos los individuos. Este
parametro se calcula a partir de la ingesta total. Para el Zn proveniente tanto de los alimentos,

como del agua y suplementos el UL es de 40 mg/dia.*®

Existen ciertos trabajos que indican el desarrollo de posibles alteraciones como
consecuencia de la ingestion de dosis moderadamente elevadas durante periodos de tiempo mas o

menos largos. Se ha demostrado como en hombres, un consumo elevado de suplementos de zinc
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produce un riesgo significativamente mayor de cancer avanzado de prostata, asi como la
inhibicion de los efectos beneficiosos de los biofosfonatos, el incremento de los niveles de
testosterona, incremento de colesterol, reduccion de los niveles de HDL (High Density
Lipoprotein) y puede fomentar una disfuncién inmune. Una suplementacion con zinc,
especialmente en dosis altas, también puede producir otros efectos adversos como interferir y
disminuir el estatus corporal de cobre. La inhalacion de cantidades altas de este metal,
concretamente en forma de cloruro de zinc, puede causar neumonitis y un sindrome respiratorio
en el adulto. El zinc produce citotoxicidad por un detrimento de los niveles de glutation reducido
y un incremento de los niveles de la forma oxidada del glutation in vitro. También in vitro a
niveles elevados, produce muerte celular debido a que en primer lugar es capaz de generar

especies reactivas de oxigeno y en segundo lugar a que activa la cascada de la MAP-kinasa.*®

La Fluorescencia Molecular Como Herramienta Analitica.

A diferencia de otros metales de transicién bioldgicos como el Fe**, Mn?* o Cu®*, el Zn**
no tiene sefiales espectroscopicas o magnéticas por su configuracion electronica 3d*°4s°, y las
técnicas analiticas comunes tales como espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de Mdssbauer,
resonancia magnética nuclear (RMN) y la resonancia paramagnética electronica (RPE) no se
pueden aplicar para detectar este ion metalico en los sistemas bioldgicos. Por lo tanto, el método
de fluorescencia se destaca como un método analitico de eleccién.

Las técnicas analiticas basadas en deteccion por fluorescencia son muy utilizadas debido a
su sensibilidad alta y selectividad elevada, junto con las ventajas de resolucién espacial y
temporal y la posibilidad de sensado remoto mediante fibras opticas.* La aplicacion de técnicas
basadas en fluorescencia se ha reportado en é&reas diversas, como son: analisis de los
contaminantes del aire y el agua, aceites, alimentos, medicamentos, monitorizacion de procesos

industriales, de especies de relevancia clinica, criminologia, etc.

Cuando un analito es fluorescente, la deteccion fluororimétrica directa es posible por
medio de un espectrofluorometro que opere a las longitudes de onda de excitacion y emision
adecuadas para el analisis de dicha molecula.'* Sin embargo, la mayoria de los iones y moléculas
no son fluorescentes y los principales métodos fluorimétricos indirectos que se utilizan en este

caso son los siguientes:
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e Formacion de un complejo fluorescente, esta es la base de la mayoria de los
métodos de reconocimiento de iones y moléculas.

e Derivacion, es decir: la reaccion del analito con un reactivo apropiado que
conduce a formar un compuesto fluorescente. Este método a menudo se utiliza en
combinacion con cromatografia de liquidos con deteccién de fluorescencia. En la
actualidad los campos de aplicacion de la derivacion son en bioquimica y en la
quimica clinica.

e Apagamiento de la fluorescencia resultante de la colision del analito con un
compuesto fluorescente. Este método esta particularmente bien adaptado a la
deteccién de gases como el oxigeno disuelto en agua o sangre, SO, H,S,

amoniaco, HCI, Cl,, clorocarbonos, etc.

Los fluoroforos se dividen en dos clases generales como intrinsecos y extrinsecos. Los
fluordforos intrinsecos son aquéllos que se producen de forma natural, mientras que fluoréforos
extrinsecos son aquellos que afiaden a una muestra que no presenta las propiedades espectrales
deseadas.™*
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Quimiosensores Fluorescentes

El uso de la fluorescencia se ha expandido y es ahora una metodologia dominante
utilizada ampliamente en citometria de flujo en biotecnologia, diagnostico médico, secuenciacion
de ADN, analisis forense y andlisis genético, por mencionar algunas. La deteccion por
fluorescencia es muy sensible, y ya no hay que preocuparse por los costos y dificultades de
manipulacion de marcadores radiactivos para la mayoria de las mediciones bioguimicas. Ha
habido un crecimiento dramatico en el uso de la fluorescencia de imagen celular y molecular; por
medio de imagenologia por fluorescencia se puede revelar la localizacion e incluso realizar
mediciones de moléculas intracelulares, en ocasiones el nivel de deteccion de una sola molécula.
En pocas palabras la tecnologia de fluorescencia es utilizada por los cientificos de muchas

disciplinas.®

El estudio moderno de la fluorescencia comenzé a mediados del siglo XIX, después de los
trabajos de Stokes,™® quien propuso el uso de este fenémeno fisico para la deteccién de sustancias
organicas. De inmediato, la fluorescencia fue utilizada ampliamente como una herramienta
analitica poderosa, pero el concepto de quimiosensor aparecié después de los afios 70’s.*

Es importante hacer una distincion clara entre una unidad molecular que responde a la
presencia de un analito, por ejemplo un fluoréforo que experimenta cambios en sus propiedades
fluorescentes, y un dispositivo sensor optico completo que incluye la fuente de luz, la unidad
molecular indicadora inmovilizada apropiadamente (ej. en polimeros plastificados, matrices sol-
gel, etc.), el sistema oOptico (que puede o no involucrar fibra Optica) y el detector de luz
(fotomultiplicador o fotodiodo) conectado a la electronica apropiada para mostrar la sefial. En
principio, un sensor fluorescente es el dispositivo completo, aunque con frecuencia se asigna este
término a la unidad molecular fluorescente encargada de emitir la sefial de reconocimiento. Para
evitar confusion, es recomendable nombrar a esta Gltima como “sensor molecular fluorescente” 0

. .. 17
bien “quimiosensor fluorescente”.

En los Gltimos afios, dentro del area de la quimica supramolecular, los esfuerzos se han
enfocado en el disefio de quimiosensores fluorescentes que cumplan con la finalidad de
coordinarse especificamente a algin analito de interés y lo expresen mediante algun tipo de sefial
fluorimétrica,™® ya sea por efecto de apagamiento o incremento de la intensidad de emisién, o

bien por desplazamiento de las bandas en el espectro. Esto permite no solo detectar la presencia
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del analito sino también abre la posibilidad de llevar a cabo determinaciones cuantitativas.™
Czarnik fue quien introdujo el concepto de quimiosensor, definido como una molécula que
contiene un sitio de enlace (receptor), un fluoréforo (sensor) y un mecanismo de comunicacion

entre los dos (a través de una espaciador).”

El disefio de sensores fluorescentes de metales ha sido recientemente una de las areas méas
activas de investigacion ya que estos materiales pueden proveer informacion in situ y en tiempo
real, para un gran nimero de aplicaciones como la monitorizacion ambiental, control de procesos
industriales, metaloneuroquimica y diagnostico biomédico. Principalmente la deteccidn de iones
metalicos especificos bajo condiciones fisiologicas resulta importante en aplicaciones bioldgicas
y ambientales.” Para esta tarea una estrategia utilizada ampliamente es unir a través de un
espaciador la porcion para el reconocimiento metalico (unidad iondfora) con un residuo o unidad
fluorescente (fluoréforo) (ver Figura 3).2! En estos casos, las caracteristicas del grupo espaciador
son un aspecto muy importante en el disefio del quimiosensor, ya que se busca lograr una

perturbacion mayor de las propiedades fotofisicas del fluor6foro al coordinarse al cation.

—_—
— - Q -
— - -

CEQ (Chelation Enhancement of Quenching) quelacion que apaga de la fluorescencia.
CEF (Chelation Enhancement of Fluorescence) quelacion que incrementa la fluorescencia.

espaciados

Figura 3. Quimiosensores espaciados de tipo CEQ y CEF.

A pesar de la flexibilidad deseable en el disefio de quimiosensores basados en la
intensidad de fluorescencia a una longitud de onda Unica, hay desventajas inherentes a este tipo
de sistemas de sefializacion. La desventaja mas importante es que la intensidad de fluorescencia
también puede variar en muestras complejas por razones distintas a la concentracion del analito,
entre ellas: cambios en el pH, fotoblanqueo (descomposicion del fluoroforo mediada por la fuente
de luz), la compartimentacion al interior de las células (en el caso de sensores para determinacion

intracelulares), cambios en el microambiente y dispersion de la luz. Una estrategia que se ha
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seguido para evitar estos inconvenientes es disefiar quimiosensores radiométricos, los cuales
presenten cambios simultaneos en la fluorescencia (emision o excitacion) a dos longitudes de
onda distintas. La correccion interna entre estas dos bandas elimina la mayoria de las

interferencias mencionadas.®

Existen reportados en la literatura una diversidad de quimiosensores fluorescentes de
metales con propiedades radiométricas.”> Algunos de estos compuestos se han comercializado y
se utilizan principalmente en éareas bioldgicas para la determinacion de metales a nivel
intracelular. Como ejemplo se pueden citar los indicadores de calcio intracelular Fura-2 e Indo-1
(7 y 8, Figura 4) los cuales al ser excitados con luz ultravioleta exhiben dependencias
radiométricas de sus espectros de fluorescencia en funcion de la concentracion de calcio. En el
caso de Fura-2, el cambio se da en el espectro de excitacidn; el maximo se desplaza de 362 a 335
nm al incrementarse la concentracion de calcio. En el caso de Indo-1, el desplazamiento se
observa en la banda de emision, de 485 a 410 nm. Ambos indicadores pertenecen a la categoria
de los fluoroion6foros y su modo de sefializacion (cambio fotofisico) estd basado en una
transferencia de carga intramolecular inducida por la complejacion (ver

Figura 5).

coo- ,—COOH
H;C H,C N
coo- \—COOH
o
5K* - 2

o
o ¢
N/—coo ‘ N . N/—COOH
_ o o \—coo- HOOC N \—COOH
oocx,N
7 8

Figura 4. Quimiosensores fluorescentes de calcio Fura-2 e Indo-1, 7 y 8 respectivamente.
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Fluoroionoforos

Fotofisicos [ Quimica ]

espaciado | ionéforo Supramolecular

& wtos e O Iy

Control de cationes integrado Topologia del ligante

de procesos foto inducidos : O (tamafio, forma, quimica, estructura)

Efecto de transferencia Grupo sefializador
Transferencia de carga Caracteristicas del catién

Transferencia de energia / \ Grupo de (diametro, carga, peso, naturaleza dura, suave)

., -, reconocimiento
Formacion o desaparicion de
excimero o exciplejo.

@ selectividad / Naturaleza del medio

Cambios Estabilidad del complejo | €— Intervalo de concentracién del catién

Presencia de otros cationes

fotofisicos

T 11 Kr2K,? &
AexcH Aabs Aem Ofx Limitantes externos

métodos tiempo

radiométricos de vida

Figura 5. Principales aspectos de un sensor molecular fluorescente para el reconocimiento de
cationes (fluoroiondforos).
Fuente: ™

Una estrategia diferente en el disefio de quimiosensores fluorescentes radiométricos es la
unién de dos fluordforos idénticos a través de una cadena de interconexion con propiedades
quelantes (ver Figura 6). Este tipo de compuestos, denominados ligantes bis-cromoféricos,
presentan ventajas sobre los sensores fluorescentes clasicos. La interaccion con el analito puede
inducir cambios conformacionales que favorezcan la union de las unidades fluoréforas y la
consecuente formacién de excimeros, que son dimeros en estado excitado.?® La longitud de onda
de emision de excimero es mayor (menor energia) que la correspondiente a la de la unidad
monomérica y en muchos casos se presenta dentro del intervalo visible, lo cual amplia la
posibilidad de aplicacién de estos compuestos. La variacion en la razdon de intensidades de
excimero y monomero (lg/ly) genera la respuesta radiométrica y puede correlacionarse de

manera cuantitativa con la concentracion del analito de interés (ver Figura 6).
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M A,

Figura 6. Disefio de quimiosensores fluorescentes de tipo bis-cromoforicos con respuesta
monomero (A1) Y excimero (Ap).

Los fluoréforos més utilizados en el disefio de quimiosensores bis-cromofoéricos son los
policiclicos arométicos naftaleno, antraceno y pireno.?* A pesar de que pireno y antraceno
presentan propiedades fotofisicas mejores que naftaleno (rendimientos cuanticos de fluorescencia
mayores, tiempos de vida en estado excitado mas largos, entre otras), su hidrofobicidad alta
reduce la solubilidad en agua de la mayoria de sus derivados, lo cual limita su aplicacién en
sistemas bioldgicos. Entre los pocos quimiosensores fluorescentes solubles en agua
funcionalizados con pireno reportados se encuentran el derivado de dietiléntriamina 9 reportado
por Shiraishi et al. ® ?® y los derivados de edta, dtpa y ttha 10-15 reportados por L. Machi, et al.

Ty R. Pérez-Gonzélez, et al.

(ver Figura 7)

Las poliaminas funcionalizadas con naftaleno reportadas por Garcia-Espafia et al. 2
muestran la diferencia entre el uso de un croméforo y dos cromo6foros en el mismo ligante, ya que
solo los ligantes bis-cromoféricos muestran la formacion de excimero intramolecular, y presentan
sus maximos de emision cuando se encuentran totalmente desprotonados, es decir son
dependientes del pH. Esto es debido a que en estado protonado los ligantes tienen una
conformacién bastante rigida que no les permite apilar sus unidades cromdforas y al estar

totalmente desprotonadas son mas flexibles.

Otra estrategia para generar quimiosensores fluorescentes solubles en agua basados en

naftaleno fue la de L. Machi et al.; "%

quienes utilizaron unidades edta y dtpa como cadenas de
interconexién para generar los bis-cromoforos 1-6 (ver Figura 1). El ligante 2 presentd una
respuesta radiométrica al enlazar a Zn** (incremento de emisién de excimero y disminucion de

emision de mondmero), con una estequiometria de coordinacion 1:1 metal-ligante, a pH 10.0 en
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solucion reguladora Tris. Bajo estas mismas condiciones, el ligante 4 presenta respuestas
radiométricas al coordinar a los iones Zn** y Cd®*, con cambios espectrales de encendido de
mondmero (335 nm) y de apagado de excimero (400 nm) para los iones Zn®** y lo opuesto para

los iones Cd**. Las estequiometrias de coordinacion son de 1:1 y 2:1 L:M, respectivamente.

H H
N N
R ~"N">"R
H
dien
0H02C COZHo R= 1
> / < 9. (dien),R= 2
H \ N N rTlH 10.(edta1py)H,, R=1
R R 11.(edta1mpy)H,, R=2
edta 12.(dtpa1py)Hs;, R=1
HO,C CO,H 13.(dtpa1mpy)Hs, R=2
o \ ( O R=2 14.(ttha1py)H,, R=1
> NI/ N/ NI/ < 15.(ttha1tmpy)H,, R= 2
Hr;l N N N rTlH
® . O
CO,H
dtpa
HO,C HO,C CO,H CO,H

o o
HITI N N N N lTlH

R R

ttha

Figura 7. Quimiosensores fluorescentes bis-cromdforicos solubles en agua funcionalizados con
pireno.

Quimiosensores Fluorescentes de Zinc

La deteccidn y separacion de zinc en un intervalo de concentraciones que van desde la
escala milimolar hasta nanomolar tienen un gran interés e importancia,® debido a las funciones
biolégicas del zinc, en especial en su forma libre las cuales son menos conocidas,* ademés de la
correlacion con muchas enfermedades que afectan al cerebro.? Por lo que gran nimero de
herramientas para la deteccién de Zn®* en las células vivas se han vuelto disponibles en los
Gltimos afios. Estas moléculas sensor se pueden utilizar para visualizar Zn?* en las células vivas.
Algunas de las funciones biolégicas de Zn®* se han aclarado gracias al uso de estas moléculas
sensoras,” la imagenologia del zinc es crucial para la elucidacién de la concentracién de zinc,
distribucion, cinética y funciones en células y tejidos.? Para la imagenologia es deseable lograr

una técnica no invasiva, selectiva y ademas en tiempo real.? El propdsito méas importante para
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este avance es crear herramientas de sensores selectivos y sensibles;* utilizando generalmente
moléculas sensores fluorescentes, el cual ha sido el método mas popular. Esta es una de las
razones de la creciente demanda de deteccién de Zn?* en sistemas vivos. Para este fin, una
variedad de sensores fluorescentes Zn** se han documentado sobre la base de fluoréforos
diferentes, tales como acridina, antraceno, benzoxazol, boradiazaindaceno, cumarina, dansilo,
fluoresceina, naftalimida, nitrobenzoxadiazol, quinolina, y escuarinas.® Un desafio importante en

la deteccién de zinc es la interferencia de otros iones de transicion, en particular del cadmio.*

Una molécula fluorescente sensor de Zn?* debe inducir cambios caracteristicos en la
emision al unirse al metal, ya sea en la intensidad, en la longitud onda de excitacién o emision, o
en ambas.* Este es un método viable para la formacién de imagenes en tiempo y espacio real de
las células vivas sin dafiarlas. El disefio de un ligante fluorescente apropiado es el paso clave y
requiere esfuerzos multidisciplinarios en areas como la quimica de coordinacion, fotofisica,
sintesis organica, técnicas analiticas, la biologia celular, histologia, neurofisiologia clinica y de

imagen.*?

Con el fin de marcar los iones de zinc en los sistemas vivos, se deben considerar muchos
aspectos. Por ejemplo, se prefiere la longitud de onda de excitacién en el intervalo visible (> 400
nm) debido a que se sabe que la luz UV es perjudicial para los organismos vivos. Se busca la
solubilidad y permeabilidad de la membrana, este es un punto muy importante en el que se debe
hacer hincapié para ensayos in vitro y ensayos in vivo. Aunque los valores de pH no se separarian
demasiado de la neutralidad en condiciones fisiologicas, la dependencia de la fluorescencia con el
pH debe considerarse para una mayor estabilidad y una mayor fiabilidad de seguimiento
cuantitativo en situacion de complejos. También se busca tener una respuesta con un intervalo
lineal amplio. A pesar de que se han disefiado y sintetizado varios sensores fluorescentes de zinc,
ninguno puede aln satisfacer perfectamente todos los criterios mencionados anteriormente. Por lo
tanto, esta es una razon para seguir disefiando y sintetizando sensores de zinc mejores y mas

eficaces, que cumplan estos requisitos.** **

Quimiosensores de Zinc Basados en Quinolina

Para el ensayo quimico cuantitativo de Zn** se han utilizado ampliamente las quinolinas y

sus derivados, entre los que se encuentran la 8-aminoquinolina (8-AQ) y la 8-hidroxiquinolina (8-
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HQ u oxina) (16 y 17, Figura 8). Este tipo de compuestos son denominados agentes quelantes
fluorogénicos. Aunque la oxina es considerada como el segundo agente quelante mas importante
después de EDTA para el andlisis de cationes, la mayoria de los indicadores derivados de ella no
son lo suficientemente especificos. Los compuestos 17, 16 y sus derivados no fluorescen y no son
influenciados por el cambio en el pH. Sin embargo cuando las quinolinas y derivados se
coordinan al Zn?*y otros iones metalicos, exhiben una emisién de fluorescente intensa de color
entre amarillo y verde, debido a que los cationes son capaces de extinguir el proceso de
transferencia de electrones que ocurre entre el &tomo de nitrogeno heterociclico y el grupo 8-
sustituido (es decir, OH y NH,). Curiosamente, s6lo Zn** y Ca®* pueden romper el puente de
hidrégeno intramolecular que existe entre el -NH; y el nitrogeno heterociclico en 16 y de ese
modo estimular la fluorescencia. Debido a esto, los derivados de 16 son la base para la deteccion
selectiva de estos dos cationes y por lo tanto, 16 es una forma mas util para el disefio de sensores
para Zinc que 17. Sin embargo, 16 y 17 en si mismos no son adecuados para aplicaciones
bioldgicas, debido a que los atomos de hidrégeno activos (es decir, OH o NH) son propensos a
reaccionar con algunas especies activas en los entornos biologicos afectando su fluorescencia y

su selectvidad.*?

NH, OH
T N\ 2 N\
= =
5 4
16 17

Figura 8. 8-aminoquinolina (8-AQ) y la 8-hidroxiquinolina (8-HQ u oxina), 16 y 17
respectivamente.

En la década de 1960, comenzaron a utilizar la quinolina sulfonamida como un sensor
quimico fluorescente para iones de Zn*? o Cd*". Sin embargo, fue hasta 1987 que uno de los
compuestos sulfonamidas, la 6-metoxi-8-p-toluenosulfonamido-quinolina (TSQ, 18, Figura 9), se
utilizé para la formacion de imagenes “in vitro” de iones divalentes de zinc.** Este trabajo es
considerado como un hito en el desarrollo de sondas fluorescentes para Zn** biolégico. El
compuesto 18 ha demostrado ser un sensor fluorescente selectivo a zinc, independiente del pH y
no toxico, por lo que es el compuesto utilizado mas ampliamente como marcador de zinc
biolégico.** Sin embargo, el compuesto 18 tiene varias limitaciones, entre ellas, la solubilidad en
agua baja es el mas notable, lo que requiere una solucion madre de TSQ preparada con sulféxido
de dimetilo (DMSO) o etanol.*
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Con el fin de mejorar la solubilidad y permeabilidad a la membrana celular del compuesto
18 (TSQ), Zalewski et al.; afiadieron grupos carboxilo o grupos éster para extender al grupo 6-
metoxilo (Zinquin, 19 forma de éster, 20 forma &cida, Figura 9).>***® Este disefio se basa en la
teoria esterificacion de carga acetoximetil ("AM-loading”) propuesta por Tsien para sondas
fluorescentes de calcio.®® De acuerdo a esta teorfa, la modificacién de los grupos carboxilo a
grupos AM hace que la sonda sea permeable a la membrana celular, una vez que la sonda AM se
difunde en el citoplasma, el grupo AM se adhiere a una esterasa enddgena, para formar la forma
4cida de la sonda, la cual actGia como un indicador de fluorescencia citoplasmico para el Zn?*.
Esta caracteristica permite la formacion de imagenes en tiempo real de las actividades dinamicas

de zinc celular.®"®

O25-\H 025\ O25-\H
N N AN
MeO Z Et0OC” N0 Z Hooc” o Z
18 19 20
N(CH;),
<> OO (.E)zNa
OZS\NH OZS\ NH (o) |
N
N\ N N\ N
=
Et0o0C” 0 = =
21 22 23
; he )
N~ g~ OH o N
O/J/:NH j\ (o) A X
N
N OJ\N N
_ H,C” | XN
24 25 5

Figura 9. Quimiosensores fluorescentes derivados de quinolinas.
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Sin duda alguna muchos de los sensores de zinc estan basados en quinolinas, y la mayoria
de estos sensores buscan resolver algunas de las limitaciones que presentan la aminoquinolina y
la oxina. Un ejemplo es el derivado 21 (ver Figura 9) publicado por Ward et al., el cual busca
aumentar la intensidad de fluorescencia extendiendo el sistema conjugado dentro de la
molécula.®® Otro problema a resolver es que la excitacién de las quinolinas esta dentro del UV y
puede causar dafio a las células vivas; en este sentido las modificaciones estan orientadas a
recorrer la banda de excitacion hacia el rojo, otro ejemplo es el de la sonda fluorescente para zinc
Danquin 22 (Figura 9) en el cual se observa la condensacién del grupo dansilo con

aminoquinolina.*’

Para aumentar su afinidad hacia zinc, Jiang et al. incorporaron bis-(2-piridilmetil)amina
(DPA) en la posicion 2 de la 8-hidroxi-2-metilquinolina y un resto éster se une en la posicion 8
(ver compuesto 23 Figura 9). EI compuesto 23 es muy soluble en agua y dado que cuenta con

sitios de union adicionales, la constante afinidad aumentd notablemente.* 42

Yu Zhang (2008) presento el quimiosensor 24 (AQZ) (ver Figura 9) disefiado en base a
una unidad carboxiamidaquinolina con una cadena alcoxietilamino, aunque se trabajo en una
mezcla de solventes metanol-agua (1:9) este sensor presenta una respuesta radiométrica selectiva
a iones de Zn?*, y fue utilizado para tefiir y formar una imagen de los iones libres de Zn®* en

células vivas.*®

Lin Xue et al.** en 2009 presentaron el derivado 25 denominado (Qb) (ver Figura 9), el
cual estd basado en quinolina con DPA como unidad receptora. Dicho sensor presenta una
respuesta radiométrica a Zn*?, el cual pude ser desplazado por iones de Cd?* también con una
respuesta radiométrica, sin embargo, presenta solubilidad baja en agua para ser aplicado como

sensor de zinc a nivel biologico.**
Quimiosensores de Zinc Derivados de bis-(2-piridilmetil)amina
El compuesto 26 (Zinpyr-1) reportado por Burdette et al. (ver Figura 10), esta basado en

bis(2-piridilmetil)amina y fluoresceina como fluoroforo, y ha sido disefiado para detectar zinc en

células vivas. Este compuesto es permeable a las células y no tiene afinidad esencialmente
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comparable para calcio o magnesio. No obstante que tras la adicion de zinc en condiciones

fisioldgicas la fluorescencia aumenta, aunque no presenta una respuesta radiométrica *°.

Figura 10. Quimiosensor de zinc derivado de bis-(2-piridilmetil)amina.
Poliaminas Ciclicas y Aciclicas Como Receptores Fluorescentes de Zinc

Las poliaminas son usadas ampliamente como ion6foros para Zn**, porque el nitrégeno
donador exhibe una fuerte afinidad por el zinc. Los &tomos de nitrégeno del grupo amino de las
poliaminas son considerados como buenos donadores de electrones para fluor6foros adyacentes.
Algunos de estos sensores presentan la complejidad de responder a algunos metales de transicion
como Cd*, Cu®*, Ni**, Hg®*. Existen muchos derivados basados en la poliamina ciclica cyclen
(&cido 1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano) y una unidad fluoroférica, sin embargo, muchos de estos
derivados solo emiten una intensidad de fluorescencia fuerte en ausencia de zinc. Se ha visto que
derivados de cyclen totalmente sustituidos disminuyen su afinidad por el zinc, mientras que los
derivados que no estan totalmente sustituidos son dependientes del pH y raramente son usados en

sistemas biolégicos *2.

Scott A. Van Arman et al., reportaron en 2005 la poliamina aciclica 27 (Figura 11) con
antraceno como fluordforo, el cual presenta un respuesta radiométrica especifica para zinc, y no
para otros iones como mercurio o cadmio. Aungue este sensor presenta la desventaja de no ser
totalmente soluble en agua por lo que fue necesario emplear metanol al 25%.% En 2012 Arvind
Misra et al. publicaron una serie de sensores 28 y 29 (ver Figura 11) éstas son sondas derivadas
de anhidrido naftalico y antraceno, dichas moléculas presentan una respuesta de encendido al

coordinarse con iones de Zn®*, sin embargo, pese a la buena respuesta a iones de zinc a pH
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fisioldgico, estas sondas no son aptas ya que la fluorescencia disminuye en este intervalo de pH,

ademés de ser solubles en una mezcla de agua-acetonitrilo (50:50).%

H H
N N

~ SN TN

Iz

I
Z
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Figura 11. Receptores tipo poliaminas aciclicas

Ademas de las moléculas citadas, se han reportado sensores fluorescentes para zinc
basados en polipéptidos, los cuales pueden presentar cierta desventaja por la dificultad de su
sintesis, su poca flexibilidad y la afinidad variable. Con dichos compuestos se trata de emular la
afinidad de algunas proteinas o bioligandos, lo cual es dificil de superar, ya que tienen millones
de afios de seleccidn natural. Por otra parte, el uso de proteinas puede ser también potencialmente
una estrategia aplicable en sistemas biologicos empleando fluor6foros apropiados como

marcadores.*?
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En este trabajo se utilizaron los compuestos ya reportados por L. Machi et al.:

METODOLOGIA

Materiales

7- 9, 30

(edtalnap)H,, (edta2nap)H,, (edtalmnap)H,, (edta2mnap)H,, (dtpalmnap)Hsz y (dtpa2mnap)Hs,

(1-6, Figura 1) Todos los ligantes, excepto el compuesto 2 del que ya no existia material

disponible, fueron proporcionados y puestos a disposicion gracias a la amable colaboracion de la

Dra. Hisila Santacruz Ortega. La sintesis del compuesto 2 fue realizada en este trabajo con el

propésito de completar un cuadro comparativo entre ligantes de diferentes cadenas de

interconexion, presencia o no del grupo metileno espaciador y diferente posicion de union de la

unidad cromdéfora a la unidad quelante. Los reactivos utilizados en la preparacién del compuesto

2 se enlistan a continuacion:

Dianhidrido dietilentriaminopentaacético 98% (Aldrich) grado reactivo
2-aminonaftaleno 95% (Aldrich)

N,N-Dimetilformamida anhidrido 99.8% (Sigma-Aldrich)

Etanol grado reactivo ACS (Faga Lab)

Acetona grado reactivo ACS (Faga Lab)

Tolueno 99.5% (Reproquifin)

Oxido de deuterio (D,0) (Sigma-Aldrich 99.9%)

Carbonato de Sodio (Na,COs3) 99.8% (Aldrich)

En los estudios de coordinacion se utilizaron los siguientes compuestos:

Cloruro de calcio hexahidratado (CaCl,-6H,0) 99.99% (Puratronic)
Cloruro de magnesio (MgCl,) 97% (Sigma)

Cloruro de zinc (ZnCly,) 97% (Monterrey)

MOPS (&cido3-(N-morfolino)-propanosulfénico) 99.53% (Sigma)
Hidroxido de Sodio (NaOH) 99% (Merk)

Acido Clorhidrico (HCI) 37% (Fermont)
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Sintesis del Ligante 2, (edta2nap)H,

La sintesis de 2 (edta2nap)H,) se llevo a cabo siguiendo la metodologia reportada por L.
Machi et al. en 2006 para la preparacién de este compuesto, con ciertas modificaciones. ’ Se
hicieron reaccionar el dianhidrido del edta (196 mg, 0.767 mmol) y un exceso de la amina
aromatica 2-aminonaftaleno (275.5 mg, 1.91 mmol) en una proporcion molar 1:2.5, en 10 mL de

DMF anhidro como medio de reaccién (Figura 12).
OTOTO
HO,C CO,H
o 2 70
N )

% . N2 o HN N N NH

N 24 hrs O O
ok ® Q9

Figura 12. Ecuacidn de reaccion para la sintesis de (edta2nap)Ho, 2.

Los reactivos y el disolvente fueron afiadidos a un matraz bola de 50 mL y puestos en
agitacion por 24 h. Trascurrido este tiempo, se filtrd la solucion de reaccion para separar
cualquier solido presente. El filtrado obtenido se tratd con etanol frio (4 °C) por 72 h para
precipitar el producto. La suspension obtenida fue centrifugada para separar el solido, el cual se
lavd varias veces con acetona fria (4 °C) y se seco a vacio por 6 h. Se obtuvieron 273.1 mg de 2
(rendimiento= 36%) con un punto de fusion de 200 °C. El compuesto fue caracterizado por RMN
de 'H e IR (ver Figura A 1y Figura A 2, respectivamente en la seccién de anexos) y los
resultados coinciden con los reportados en la tesis doctoral de Hisila Santacruz. °

Estudios de Coordinacién Metélica en Solucion

Se llevaron a cabo titulaciones espectrofluorométricas a pH y temperatura constantes
(pH= 7.2, 25 °C) para conocer el efecto de la coordinacion de los diferentes ligantes con zinc. La
seleccion de este pH fue para emular las condiciones fisiologicas de nuestro organismo. Para
realizar estos ensayos se utilizo un espectrofotometro de luminiscencia marca Perkin-Elmer
modelo LS50B.
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Las titulaciones se realizaron directamente en la celda del espectrofotémetro. En cada una
de ellas se colocaron 3 mL de solucion del ligante a la concentracion apropiada (ver Tabla 1) y se
agregaron alicuotas de 10 pL de solucién del metal para llevar la relacion ligante: ion metalico

[L: M] desde 1:0 hasta 1:2.5. Todos los experimentos se realizaron al menos por duplicado.

Tabla 1. Concentraciones y Aeyc Utilizadas en los diferentes estudios de
coordinacion para los ligantes 1-6.
Ligante Concentracion [M] hexc (NM)
1; (edtalnap)H, 5x10™ 330
2; (edta2nap)H, 1x107 280
3; (edtalmnap)H, 1x10° 280
4; (edta2mnap)H, 1x10° 280
5; (dtpalmnap)Hs 1x10° 280
6; (dtpa2mnap)Hs 1x10° 280

Las soluciones de los cloruros metélicos se estandarizaron con edta disddico y fueron

utilizados las soluciones reguladoras e indicadores segtn las metodologias reportadas.*®*°

Estudios de Competencia

Se realizaron estudios de competencia para aquellos sistemas que mostraban una
respuesta fluorescente selectiva a cationes especificos. Se utilizaron las mismas concentraciones
y condiciones empleadas en los experimentos de titulacion espectrométrica con cationes
metélicos individuales. Las titulaciones se realizaron directamente en la celda del
espectrofotometro. En cada experimento se colocaron 3 mL de solucién del ligante en la celda de
fluorescencia y se obtuvieron los espectros de emisién y excitacion del ligante libre;
posteriormente se afiadieron alicuotas de 10 pL de las soluciones metalicas, las cuales contenian
un equivalente del cation en estudio (en el orden que se especifica méas adelante) y se observo la
variacion en los espectros de fluorescencia. Cada adicion estaba acompafiada de un intervalo de
agitacion magnética antes de tomar el espectro. Se realizaron dos tipos de experimentos: Tipo A,
se adicionaron primero los metales competidores y enseguida el metal de interés; Tipo B, se

adicion6 primero el metal de interés y enseguida los metales competidores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 13 se muestran los espectros de emision de los ligantes 1-6, tomados a pH
7.2 en amortiguador MOPS, Xexc= 280 nm para los ligantes 2-6 y 330 nm para el ligante 1, los
espectros muestran caracteristicas ligeramente distintas a las reportadas por Machi et al. "®
debido al cambio de pH y amortiguador. Todos los compuestos, excepto los ligantes 1 y 3,
presentan bandas de emisién de fluorescencia tanto de naftaleno monomérico (con méximos entre
~330-350 nm) como de excimeros de naftaleno (~ 400-410 nm). La razén de intensidades
excimero/mondmero (le/ly) es dependiente del tipo de cadena de interconexion y del sitio de
unién de la unidad quelante al grupo naftaleno. Los ligantes 4 y 6 muestran las razones Ig/ly
mayores (~0.6 y 0.5, respectivamente), seguidos de 2 y 5 (~0.3 y 0.4, respectivamente). En el
caso de los ligantes 1 y 3, estos presentan espectros de fluorescencia con bandas de emision sélo

de excimero y solo de mondmero, respectivamente.
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0.8 0.8 0.8
< < <
= 0.6 = 0.6 = 0.6
B B 3
= = =
2 2 2
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Figura 13. Espectros de emision de los ligantes 1-6, tomados a pH 7.2 en amortiguador MOPS,
hexc= 280 para los ligantes 2-6 y 330 nm para el ligante 1. [1]= 5x10° M, [2]= 1x10° M y [3-6]=
1x10™ M.

Los ligantes 1-6 en presencia de zinc a diferentes concentraciones como se muestra en la
Figura 14 los ligantes que tuvieron una respuesta fluorescente significativa al coordinarse con

zinc fueron 2, 5 y 6. Mientras que 2 mostré una disminucién de la intensidad de emision en todo
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el intervalo de longitudes de onda, 5 y 6 mostraron cambios radiométricos de intensidad:
disminucion de la emision de excimero e incremento en la emision de mondmero. Las curvas de
intensidad de emisién en funcién de la razon molar [M]/[L] mostraron saturacion a valores
[M]J/[L]=1 en el caso del ligante 2, y [M]/[L]=0.5 en los casos de 5 y 6, lo que sugiere
estequiometrias M:L 1:1 para el complejo 2-Zn y 1:2 para los complejos 5-Zn y 6-Zn. A pesar de
que la estequiometria encontrada para el complejo 2-Zn en este trabajo coincide con la reportada
por L. Machi et al. " a pH=10 (0.1 M NaOH/0.05M NaHCOs), la respuesta fluorescente fue
distinta. Los autores reportan un cambio radiométrico de intensidad: consistente en un aumento

de la emision de excimero y disminucion en la emision de monomero.
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Figura 14. Espectros de emision de los ligantes 1-6 en presencia de zinc a diferentes
concentraciones, pH 7.2 (amortiguador MOPS). Ae.= 280 nm para los ligantes 2-6 y 330 nm para
el ligante 1. [1]= 5x10° M, [2]= 1x10®° M y [3-6]= 1x10° M.

En la Figura 15 se muestran las variaciones de intensidad de emision, (I-1,)/1,, de todos
los ligantes en funcién de [Zn]/[L]. Como ya se ha mencionado, los ligantes 2, 5 y 6 destacan
entre la serie de compuestos estudiada por el tipo de respuesta que presentan al coordinar a este

metal.
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Figura 15. Variacion en la intensidad de emision a A= 350 nm (monomero) y 410 (excimero) en
funcion de [Zn*]/[L] para los ligantes 2-6 y a 380 nm y 440 nm para el ligante 1. Simbologia:
Ligante: 1, ; 2, @;3, A; 4, @;5, %; 6, X,

Con el proposito de conocer el efecto de la coordinacion de los ligantes 1-6 a calcio y
magnesio, dos de los principales cationes interferentes en las determinaciones de zinc
intracelular, se realizaron dos series adicionales de experimentos de titulacién y los resultados se
muestran en las siguientes figuras (ver Figura 16- Figura 19). Como se aprecia en la Figura 16 y
Figura 18, del grupo de ligantes 1-6, solo el ligante 3 presenta una respuesta fluorescente
significativa al coordinarse a los iones de magnesio o calcio. En la Figura 17 y Figura 19 se
muestra la variacion en la intensidad de emision, tanto de mondmero como de excimero, de los
diferentes ligantes en funcion de [Mg]/[L] y [Ca/[L], respectivamente. Salvo en el caso del

complejo 3-Mg, la disminucion de la intensidad de fluorescencia no supera el 20%.
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Figura 16. Espectros de emision de los ligantes 1-6 en presencia de magnesio a diferentes
concentraciones, pH 7.2 (amortiguador MOPS). Agc:= 280 nm para los ligantes 2-6 y 330 nm para
el ligante 1. [1]= 5x10° M, [2]= 1x10®° M y [3-6]= 1x10° M.
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Figura 17. Variacion en la intensidad de emision a A= 350 nm (monomero) y 410 (excimero) en

funcion de [Mg*J/[L] para los ligantes 2-6 y 380 nm y 440 nm para el ligante 1. Simbologia:
Ligante: 1, M; 2, @; 3, A; 4, @;5 %; 6, X.
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Figura 18. Espectros de emision de los ligantes 1-6 en presencia de calcio a diferentes

concentraciones, pH 7.2 (amortiguador MOPS). Aex.= 280 nm para los ligantes 2-6 y 330 nm para
el ligante 1. [1]= 5x10° M, [2]= 1x10®° M y [3-6]= 1x10° M.
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Figura 19. Variacion en la intensidad de emision a A= 350 nm (monoémero) y 410 (excimero) en

funcion de [Ca**]/[L] para los ligantes 2-6 y 380 nm y 440 nm para el ligante 1. Simbologia:
Ligante: 1, l; 2, @; 3, A; 4, @:5 %; 6, X,
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Como puede apreciarse, la fluorescencia del ligante 6 es practicamente insensible a la
presencia de calcio o magnesio (ver Figura 16- Figura 19), mientras que al coordinar a zinc
mostré una respuesta radiométrica (Figuras 14 y 15). Esto lo posiciona como un posible
quimiosensor radiométrico selectivo a zinc. Para confirmar dicha selectividad, se llevaron a cabo
estudios de competencia con la metodologia que se describe en la seccion experimental. Los
resultados de los experimentos Tipo Ay Tipo B se muestran en la Figura 20. En el experimentos
Tipo A se muestra que tras adicionar un equivalente de calcio, o uno de calcio y uno de
magnesio, la intensidad de excimero y mondémero no varian de forma significativa. En cambio, la
adicion de un equivalente de zinc provoca una respuesta radiométrica como en el experimento
previo, la cual es mas marcada en presencia de un exceso del metal (2 o 3 eq). En el experimento
Tipo B se muestra que tras la adicion de un equivalente de zinc se presenta nuevamente una
respuesta radiométrica y las intensidades de mondmero y excimero no varian significativamente

tras la adicion de varios equivalentes de calcio y magnesio.

Al igual que para el ligante 6 también se realizaron estudios de competencia para el
ligante 5, cuya fluorescencia cambia en forma radiométrica al coordinar a zinc (Figura 14 y
Figura 15) y es practicamente insensible a la presencia de calcio o magnesio (Figura 16-Figura
19). Los resultados fueron similares a los obtenidos con el ligante 6 en ambos experimentos (ver
Figura 21).

Como se ha mostrado en los anteriores experimentos, del grupo de compuestos
estudiados, los ligantes 5 y 6 presentan una mejor respuesta fluorescente al coordinarse al
zinc(ll). La respuesta es radiométrica, ademé&s selectiva a los iones de zinc en presencia de
calcio(ll) y/o magnesio(ll). La diferencia principal de los ligantes 5 y 6 respecto a los ligantes 1-
4, es que presentan una cadena de interconexion mas larga entre las unidades fluoréforas, ademas
de maés sitios de coordinacién. Esto permite una conformacion de coordinacion en la cual las
unidades fluordforas quedan en una posicion que propicia la generacion de una respuesta tipo
radiometrica, en la cual la emision de mondémero se hace mas eficiente y la de excimero menos
eficiente. Esto puede atribuirse a que, al momento de coordinar a los iones de zinc, las unidades

de naftaleno se separan y hace menos eficiente la formacion de excimero.
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Figura 20. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emisién de excimero y
monomero del ligante 6 en presencia de los cationes metalicos Ca(ll), Mg(ll) y Zn(ll) a pH 7.2
(amortiguador MOPS); el numero de equivalentes del metal se indica con un coeficiente
estequiométrico; [L]= 1x10° M, Aem= 410 nm (excimero), 335 nm (Mondmero); Aexc= 280 nm.
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Figura 21. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emisién de excimero y
monomero del ligante 5 en presencia de los cationes metalicos Ca(ll), Mg(ll) y Zn(ll) a pH 7.2
(amortiguador MOPS); el numero de equivalentes del metal se indica con un coeficiente
estequiométrico; [L]= 1x10° M, Aemi= 410 nm (excimero), 335 nm (Mondmero); Aexc= 280 nm.

En la Tabla A 1 se muestran los diametros iénicos y modos de coordinacion de algunos
cationes. Al comparar los diametros idnicos de calcio, magnesio y zinc se observa que el
didametro de éste ultimo tiene un valor intermedio y esta puede ser la razén de que los ligantes 5 y
6 prefieran coordinarse a este metal. Es decir, que el tamafio de la cadena sea mas apropiado para
el diametro ionico del zinc y su modo de coordinacion.
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Otra forma de explicar la preferencia de los ligantes 5 y 6 por zinc, sobre calcio y
magnesio, podria ser mediante la evaluacion de la dureza de los &tomos metalicos. Sin embargo,
encontramos que los tres iones pertenecen al grupo de los &tomos duros y presentan una

configuracién electronica similar con todos los orbitales llenos en su capa de valencia.

Bajo las condiciones utilizadas en este estudio, la posicion de unidn de las unidades
fluordforas (1- o 2-naftil) a la unidad quelante, independientemente si ésta es de tipo edta o dtpa,
no tuvo una gran importancia en la respuesta de coordinacién hacia zinc. Sin embargo, hay una
preferencia de coordinacion hacia magnesio, respecto a zinc o calcio, de los dos ligantes
derivados de edta con unidades 1-naftil (1 y 3). La formacion de los complejos 1-Mg y 3-Mg
provoco amortizacion de la fluorescencia de los ligantes en un 10 y 30%, respectivamente, con
una disminucion lineal de la intensidad hasta una razon molar [Mg]/[L]~1, seguida de saturacion,
lo que indica formacién de complejos con estequiometria 1:1 M:L (ver Figura 16 y Figura 17).
En contraste, la fluorescencia del ligante 1 practicamente no varia en presencia de zinc o calcio
(ver Figura 14- Figura 15 y Figura 18- Figura 19), mientras que la fluorescencia del ligante 3
disminuye menos del 5% en presencia de 1 eq. de zinc y se reduce en forma lineal con la adicion

de cantidades crecientes de calcio, sin mostrar saturacion (ver Figura 14- Figura 15).

En los trabajos previos’® realizados a pH 10 (TRIS), se encontré que los ligantes 2 y 4
presentan una respuesta radiométrica al coordinarse con zinc y sus espectros muestran una banda
de excimero mas intensa. En este trabajo realizado a pH 7.2 (MOPS) no se observé dicha
respuesta radiométrica, a pesar de que el ligante 2 si present6 una afinidad importante a los iones
de zinc. Sin embargo, es importante mencionar que los ligantes 5 y 6, que no habian sido
evaluados previamente, presentaron una respuesta radiométrica y los resultados indican que

podrian funcionar como sensores de zinc a pH fisioldgico.

Para analizar el efecto de la estructura de los ligantes 1-6 en el modo de respuesta a la
coordinacion con iones de zinc a pH 7.2 (amortiguador MOPS), es (til agruparlos de acuerdo a
sus caracteristicas:

a) En el grupo de cuatro ligantes derivados edta (1-4) se pueden comparar las respuestas
fluorescentes de 1 vs 3 y de 2 vs 4, cuyas estructuras se diferencian por la presencia del
puente metileno como grupo espaciador. En estos dos casos, no se observo una diferencia

importante en el comportamiento de la fluorescencia por efecto de la coordinacion a zinc.
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b)

Esto significa que la presencia del grupo no-coordinante metileno, no es determinante en la
respuesta de las moléculas frente a la coordinacion.

Por otro lado, dentro del grupo de cuatro ligantes que contienen como unidades fluoréforas
unidades aminometilnaftaleno (3-6), se pueden comparar las respuestas de 3 vs 5y 4 vs 6,
cuya unica diferencia es el tamafio y tipo de la cadena de interconexion (edta vs dtpa). En
estos dos casos, los ligantes mas grandes y con mayor numero de &tomos coordinantes (5 y 6)
presentaron las respuestas mas notables. Esto implica que la mejor capacidad de coordinacion
de la cadena dtpa (mayor nimero de grupos donadores), asi como su mayor flexibilidad
respecto a edta, favorecen un mejor modo de respuesta fluorescente de los ligantes 5 y 6
respecto a 3y 4.

Por ultimo, al analizar las respuestas entre los miembros de cada par de derivados 1-naftil vs
2-naftil (1 vs 2, 3 vs 4y 5 vs 6) se observa que invariablemente la fluorescencia de los
derivados 2-naftil presenta mayores cambios al coordinarse al zinc. Esta caracteristica puede
estar relacionada con efectos estéricos y las diferentes conformaciones que adquieren los
derivados 1-naftil vs 2-naftil en solucion, antes y después de la coordinacion a zinc.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que los ligantes 1-6 presentan tipos diferentes de
respuestas en sus espectros de fluorescencia al coordinar a zinc, calcio 0 magnesio en
solucion acuosa a pH=7.2.

La longitud de la cadena de interconexién, el sitio de unién de los grupos croméforos y la
presencia de grupos espaciadores metileno influyen en el modo de respuesta fluorescente
de los ligantes al coordinar a los metales.

Los ligantes derivados de dtpa 5 y 6 son practicamente insensibles a la presencia de calcio
0 magnesio, ademas presentan cambios de tipo radiométrico en sus espectros de
fluorescencia al coordinar a zinc, lo cual es muy atractivo desde el punto de vista
analitico.

Los estudios de competencia revelaron que la respuesta radiométrica de los ligantes 5y 6
a zinc se mantiene aun en presencia de calcio y/o magnesio, lo cual indica la selectividad
de los compuestos a dicho metal.

Con base en las respuestas selectivas a zinc frente a calcio y magnesio, se puede
establecer que los compuestos 5 y 6 tienen potencial de ser aplicados como

quimiosensores fluorescentes de dicho metal en agua a pH=7.2.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Llevar a cabo estudios con més metales de transicion de importancia biologica.

Realizar estudios de competitividad cinética con los diferentes iones metélicos estudiados,
asi como algunos otros de interés bioldgico.

Realizar estudios con los ligantes 1-6 utilizando buffer HEPES ya que es mucho més
utilizado en el cultivo de celular.

Realizar modelado molecular para apreciar como es que se dan las interacciones metal-
ligante basado en los resultados de este trabajo.

Buscar una metodologia de aplicacién para los ligantes 5 y 6 como sensores de zinc en
concentraciones micro molar como por ejemplo en la imagenologia de células neuronales.
Sintetizar y caracterizar los ligantes derivados de dtpa sin el puente metileno que une a los
grupos fluoréforos; y probarlos bajo las mismas condiciones de los experimentos

realizados en este trabajo para analizar su comportamiento frente a zinc(l1).
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ANEXOS
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Figura A 1. Espectro de RMN *H de 2 ((edta2nap)H,) en D,0, pH 10.47.
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Figura A 2. Espectro de Infrarrojo de 2 ((edta2nap)H,).
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TablaA 1l

Cation Diametro idnico (A) Densidad de carga Numfero de
(qA) coordinacion
Li* 1.36 1.47 6
Na* 1.94 1.03 6
K* 2.66 0.75 6
Mg 1.32 3.03 465
ca’ 1.98 2.02 769
Ba* 2.68 1.49 9
Ni%* 1.38 2.9 466
cu®* 1.44 2.78 466
Zn** 1.48 2.7 466
cd* 1.94 2.06 466
Pb2+[14] 2.4 1.67 466
Ref:
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