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RESUMEN

En este proyecto de tesis se presenta el estudio de reconocimiento molecular de aniones
por nuevos derivados aromaticos del antibiético natural espiramicina, que es un compuesto
perteneciente a la familia de los macrélidos y que presenta muchas de las caracteristicas
adecuadas para funcionar como un buen receptor de aniones, ya que posee dos
aminoazUcares cargados positivamente en pH acido, asi como grupos hidrofébicos e
hidrofilicos y una gran cantidad de centros quirales. Sin embargo, carece de grupos
aromaticos que le confieran propiedades fotofisicas de absorcion y que pudieran favorecer
interacciones n—r con las unidades aromaticas de los aniones estudiados AMP, ADP y ATP.
Se llevo a cabo la sintesis de cuatro nuevos derivados de espiramicina 1a-d introduciendo
aminas con fragmentos aromaticos tales como: bencilo (1a), 2-metil-piridina (1b), 1-metil-
natftilo (1c) y 1-metil-pirenilo (1d) mediante reaccion de aminacion reductiva del grupo
aldehido de la espiramicina. Los derivados fueron completamente caracterizados mediante
RMN (H, "*C) y espectrometria de masas (HRMS). La adicién de fragmentos aromaticos a la
espiramicina se hizo con la finalidad de estudiar las propiedades fotofisicas de los nuevos

derivados por la técnica espectrofotométrica UV-visible.

Posteriormente, se llevaron a cabo estudios para la determinacidon de las constantes de
protonacion (pKa’s) de los derivados 1a-c por la técnica de potenciometria. Adicionalmente,
las constantes de protonacién calculadas para el derivado 1b fueron asignadas mediante

titulacién potenciométrica sequida por RMN "H en D,0.

Se realizaron estudios de reconocimiento molecular por potenciometria para la
determinacion de las constantes de asociacion de 1a-c con huéspedes anidnicos de
estructura diversa; en donde, el compuesto 1a reconoci6 selectivamente a los aniones
fosfatados en el siguiente orden ADP > ATP > AMP > pirofosfato > fosfato, con constantes
de magnitud log K= 4.82 - 3.34. Por otro lado, también se observo la asociacién de 1a con

dicarboxilatos, observandose una mayor afinidad por pimelato sobre adipato (log K= 4.80



y 4.56, respectivamente). La tendencia de selectividad para los complejos formados por 1b
con la misma serie de aniones fue: pirofosfato > fosfato > ATP > AMP > ADP (log K = 4.16-
2.67); mientras que con la serie de acidos dicarboxilicos la selectividad fue: succinato >
adipato > pimelato > suberato (log K= 3.27 - 3.03). Finalmente, para el receptor 1c sélo se
estudio la serie de nucledtidos de adenina, cuya tendencia para la complejacion fue: ATP >
ADP > AMP (log K = 6.40 — 4.10). Adicionalmente, por ITC se determinaron los parametros
termodinamicos para la formacion del complejo 1b-ATP. No obstante, por medio de UV-
visible no fue posible determinar las constantes de asociacion entre los derivados 1c-d con

los nucledtidos de adenina.

Se llevaron a cabo titulaciones por RMN 'Hy *'P en D,0O entre el derivado 1b con los aniones
ATP y ADP con el fin de conocer los sitios de interaccion en los complejos formados. Los
valores de CIS calculados indicaron que dichos complejos se forman principalmente por
interacciones de puente de hidrégeno entre los grupos amino protonados del receptor y los
grupos fosfato de los nucleétidos, lo cual fue confirmado mediante estudios de quimica

computacional a nivel de mecanica molecular.

De este trabajo se concluye que el derivado bencil espiramicina 1a, mostré mayor afinidad
hacia ATP y pirofosfato; mientras que el derivado 2-picolil espiramicina 1b mejor6 su
capacidad en el reconocimiento molecular Unicamente hacia el pirofosfato y el derivado
naftil espiramicina 1c potencializé su afinidad hacia ATP, todas ellas en comparacion con las
reportadas por espiramicina. El derivado 1a también mostrd constantes de asociacion mas
altas hacia los aniones dicarboxilato, como adipato y pimelato en comparacién con las
obtenidas por espiramicina. Cabe destacar que estas constantes se obtuvieron mediante la
técnica de potenciometria, la cual nos permitio trabajar con mezclas acuosas para disolver
mejor los derivados, arrojando valores de constantes mas confiables. La técnica de ITC
Unicamente permitié trabajar con compuestos solubles en agua, por lo cual el derivado 1b
fue el Unico que se estudio bajo esta técnica, determinandose los valores termodinamicos
para el complejo 1b - ATP. Finalmente, por espectrofotometria con la técnica de UV-visible
solo fue posible trabajar con los derivados 1c-d, los cuales presentaron absorbancias

significativas debido a la presencia de grandes grupos aromaticos.



ABSTRACT

In this work, the study of the anion molecular recognition by new derivatives of spiramycin
is presented. Spiramycin is a natural antibiotic of the macrolide family and has many of the
adequate characteristics to work as an efficient receptor for anions, including two
aminosugar moieties with a positive charge at acidic pH, hydrophobic and hydrophilic
groups as well as several chiral centers. However, spiramycin lacks aromatic groups that can
confer photophysical properties of light emission/absorption or the ability to establish n-n

interactions with anions such as AMP, ADP or ATP.

The synthesis of four new derivatives 1a-d was carried out by reductive amination of the
spiramycin aldehyde group to link aromatic moieties, such as benzyl (1a), 2-methyl-pyridyl
(1b), 1-methyl-naphthyl (1c) and 1-methyl-pyrenyl (1d). The compounds 1a-d were fully
characterized by 'H, and *C NMR and mass spectrometry (HRMS). The aim of introducing
aromatic fragments into the structure of spiramycin was to study the photophysical

properties of the new derivatives by UV-vis spectrophotometry.

Later, studies for the determination of protonation constants (pk:’s) of the derivatives by
potentiometry were carried out. Additionally, the determined protonation constants for 1b

were assigned unequivocally by 'H NMR titrations in D,0.

Molecular recognition studies to determine the association constants between 1a-c with
diverse anionic guests were carried out by potentiometry. Compound 1a selectively
recognized phosphate anions in the order ADP > ATP > AMP > pyrophosphate, phosphate
with association constant in the range log K= 4.82 - 3.34. In another side, the association of
1a with dicarboxylates also was observed, in this case a higher affinity for pimelate over

adipate (log K= 4.80 and 4.56, respectively) was observed.

The selectivity trend for the complexes formed between 1b and the same anion series was:
pyrophosphate > phosphate > ATP > ADP > AMP (log K= 4.16 - 2.67); while with the studied
dicarboxylates the selectivity followed the order: succinate > adipate > pimelate > suberate

(log K= 3.27 — 3.03). Finally, receptor 1c was only studied with adenine nucleotides, which

Vi



form complexes in the affinity trend: ATP > ADP > AMP (log K = 6.40 — 4.10). Besides, the
thermodynamic parameters of the association between 1b-ATP were determined by ITC. The
determination of association constants between the receptors 1¢-d and nucleotides was not

possible by UV-vis spectroscopy.

In order to determine the interaction sites in the structure complexes formed between 1b
derivative with ATP and ADP nucleotides, some 'H and *'P NMR titrations were performed.
The calculated CIS values indicated that these complexes are formed by hydrogen bonds
between the protonated amino groups of the receptor and phosphate moieties of the

nucleotides, which was confirmed by molecular mechanic computational studies.

In conclusion, compared with spiramycin, the benzyl spiramycin derivative 1a, has the
highest affinity toward ATP and pyrophosphate; while 2-picolyl spiramycin, 1b improved its
molecular recognition ability towards pyrophosphate and naphthyl spiramycin derivative 1c
showed a higher affinity for ATP. Derivative 1a also showed higher association constants
with dicarboxylates as pimelate and adipate in comparison with spyramycin. It’s essential to
remark that constants obtained by potentiometry in aqueous solution in this study are
trustworthy. Because of the ITC equipment only allows to work with substances totally
dissolved in water; just the derivative 1b was studied by this technique, where the
thermodynamic parameters for the 1b-ATP complex were determined. Finally, complexes
with the derivatives 1c-d were analyzed by UV-Vis spectrophotometry due to the strong

absorption of the aromatic groups present in the structure of the derivatives.

Vii
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1. INTRODUCCION

Siendo la guimica supramolecular el area principal de esta tesis, se hara una descripcién de
su concepto enfocandose especificamente a una de las ramas de esta area que es el
reconocimiento molecular, dentro de ésta se nombraran las caracteristicas y propiedades de

los aniones que deben de tomarse en cuenta para el disefio adecuado de receptores.

La Quimica Supramolecular definida por Jean Marie Lehn, como “la quimica del ensamble
molecular y del enlace intermolecular”, empezd con el enlace selectivo a cationes metalicos
alcalinos por éteres corona; y posteriormente, amplié su campo de aplicacién al

reconocimiento molecular.®

El Reconocimiento Molecular se puede definir como la capacidad de una molécula de
discriminar entre huéspedes con diferentes estructuras, lo cual implica que se debe tener
complementariedad geométrica y de interacciones entre las especies que se asocian. Para
lograr un elevado reconocimiento es necesario que el huésped y el anfitrion tengan
complementariedad molecular. Esto ocurrira cuando el anfitrion sea capaz de envolver al

huésped estableciendo numerosas interacciones no-covalentes.

Los conceptos y lenguaje de esta disciplina, los cuales en parte son tomados de la biologia
y la quimica de coordinacion, pueden ser mayormente atribuidos a la creatividad cientifica
de Lehn. El reconocimiento, la translocacion, la catalisis y la auto-organizacion son
consideradas las cuatro piedras angulares de la Quimica Supramolecular. El reconocimiento
no sélo contempla los bien conocidos metales de transicion (quimica de coordinacién
clasica) sino también iones metalicos, cationes organicos y especies neutras y anidnicas. Los
aniones tienen gran relevancia desde el punto de vista biolégico ya que el 70% de los

cofactores y sustratos involucrados en la biologia son de naturaleza anionica.

El nacimiento del primer receptor sintético reconocido de haluros ocurrié practicamente al
mismo tiempo que el descubrimiento de Charles Pedersen sobre los éteres corona. Mientras

Pedersen publico su primer articulo sobre éteres corona en abril de 1967 con el titulo “Cyclic

6 Lehn, J. M. Supramolecular Chemistry. Concepts and Perspectives, VCH, Weinheim, 1995.
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Polyamines and their Complexes with Metal Salts” en la revista Journal of the American
Chemical Society,’ Park y Simmons, quienes trabajaban en la misma compafiia que Pedersen,
enviaron su primer articulo sobre los complejos formados por receptores biciclicos de
diamonio con cloruro titulado “Macrobicyclic Amines. Ill. Encapsulation of Halide ions by in,
in-1, (k+2)-diazabicyclo[k.l.m]alkane ammonium ions” a la misma revista en noviembre del
mismo afio.® Este tipo de receptores jaula fueron llamados catapinandos tomados del
término griego que describe el encapsulamiento de las especies anidnicas al interior de la
cavidad macrociclica. Sin embargo, las investigaciones sobre los éteres corona avanzaron
rapidamente y su quimica fue ampliamente explorada, mientras que los estudios de la
quimica de coordinacion anidnica permanecieron en su etapa inicial y no fueron
desarrollados hasta que Jean Marie Lehn y sus colaboradores retomaron este punto a finales
de los 70s y comienzos de los 80s.” Estas iniciativas fueron seguidas por un reducido nimero
de grupos.’® Actualmente, se ha incrementado el nimero de grupos de investigacion y los

articulos cientificos que realizan estudios en relacién a los aniones."

Dentro del reconocimiento molecular, la detecciéon de aniones fosfatados tales como los
nucledtidos de adenina (AMP, ADP, ATP), fosfato y pirofosfato, asi como los dicarboxilatos,
ha cobrado gran interés en la comunidad cientifica durante los ultimos 30 afios debido a su

importancia en los sistemas biolégicos. En este sentido, en la seccion de Antecedentes, se

7 Pedersen, C.J. . Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7017-7036.

8 Park, C.H., Simmons, H.E. . Am. Chem. Soc. 1968, 90, 2431-2432.

9 a) Graf, E., Lehn, J.-M. J Am. Chem. Soc. 1976, 98, 6403-6405. b) Lehn, J.-M., Sonveaux, E., Willard, AK. /. Am.
Chem. Soc. 1978, 700, 4914-4916. c) Dietrich, B., Hosseini, M\W., Lehn, J.-M., Sessions, R.B. /. Am. Chem. Soc.
1981, 703 1282-1283. d) Peter, F., Gross, M., Hosseini, M\W., Lehn, J.-M,, Sessions, R.B. /. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1981, 20, 1067-1069. e) Hosseini, M\W., Lehn, J.-M. J Am. Chem. Soc. 1982, 704, 3525-3527. f)
Kintzinger, J.-P., Lehn, J.-M,, Kauffman, E., Dye, J.L, Popov, A.l. /. Am. Chem. Soc. 1983, 705, 7549-7553. g) Peter,
F., Gross, M., Hosseini, M\W., Lehn, J.-M., J. Electroanal. Chem. 1983, 744, 279-292.

0 a) Schmidtchen, F. P., Angew. Chem., Int. Ed. Engl. Engl. 1977, 16, 720-721. b) Kimura, E., Sakonaka, A,
Yatsunami, T., Kodama, M. J. Am. Chem. Soc. 1981, 703, 3041-3045. c) Kimura, E., 7Top. Curr. Chem. 128 1985,
7713-741. d) Schmidtchen, F.P., Muller, G. /. Chem. Soc,, Chem. Commun. 1984, 76, 1115.

" a) Seel, C, Galan, A, De Mendoza, J. Top. Curr. Chem. 1995, 775, 101. b) Gale, P.A., Coord. Chem. Rev. 2001,
213, 79. ¢) Beer, P.D., Hayes, E.J. Coord. Chem. Rev. 2003, 240, 167. d) Vilar, R, Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 2003,
42,1460. e) Llinares, J.M., Powel, D. |, Bowman-James, K. Coord. Chem. Rev. 2003, 240, 57. f) Kubik, S., Reyheller,
C., St'uwe, S. /. Inclusion Phenom. Mol. Recognit. Chem. 2005, 52, 137. g) Top. Curr. Chem. 2005, 255 (special
issue in anion sensing).
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daran ejemplos de receptores sintéticos, naturales y semisintéticos reportados para el

reconocimiento molecular de aniones fosfatados.

El uso de compuestos naturales como receptores en el reconocimiento molecular tiene la
ventaja de evitar procedimientos sintéticos muy laboriosos para su disefio. Previamente,
nuestro grupo de investigacién ha demostrado que algunos compuestos naturales tales
como los alcaloides de isoquinolina,’® antibidticos peptidicos™ y aminoglucdsidos™ pueden
ser exitosamente empleados para el reconocimiento molecular de huéspedes de bajo peso
molecular y biolégicamente importantes. Posteriormente, se emprendioé el estudio de las
propiedades de reconocimiento molecular de algunos miembros de la familia de los

macroélidos.

Los macrélidos (macro. grande y olido: lactona) son una amplia familia de antibioticos
naturales y semisintéticos que se obtienen de diferentes cepas de Streptomyces. Los
macrélidos cuentan con la presencia de un anillo de lactona macrociclico de 12 a 16
miembros como nucleo principal de su estructura quimica. El anillo de lactona se encuentra
unido mediante enlaces glucosidicos a desoxiazlcares aminados. La espiramicina es un
macrolido natural de 16 miembros que contiene dos aminoazucares llamados forosamina y
micaminosa que funcionan como aminas protonadas, brindandole a la molécula caracter
cationico. Estas caracteristicas convierten a la espiramicina en un posible receptor de
aniones. Cabe destacar que después de un analisis bibliografico no se hallaron
investigaciones previas o articulos reportados sobre la utilizacion de los macrélidos como

receptores en el campo del reconocimiento molecular.

Bajo este contexto, dentro de nuestro grupo de investigacion se reporto el estudio de

reconocimiento molecular de espiramicina por aniones tales como los nucledtidos de

2 Ochoa Lara, K., Godoy-Alcantar, C., Eliseev, AV., Yatsimirsky, AK. Org. Biomol. Chem. 2004, 2, 1712-1718.

3 2. Godoy-Alcantar, C., Ledn Rivera, |, Yatsimirsky, AK. Bioorg. Med. Chem. Lett 2001, 77, 651-654.

4 Fuentes-Martinez, J.P., Gutiérrez-Rodriguez, D., Rogel-Garcia, E., Rivera-Mérquez, K. I, Medrano, F., Torres-
Angeles, 0., Castillo-Vargas, E., Duque-Montafio, B. E., Godoy-Alcantar, C. Nat. Prod. Commun. 2014, 9, 1449-
1455.
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adenina (AMP, ADP y ATP) y acidos dicarboxilicos usando la técnica de potenciometria.' Las
constantes de asociacién determinadas para los complejos de espiramicina con los
nucledtidos de adenina fueron similares y en algunos casos mejores a las reportadas en el

2011 por Bianchi y col.'

en donde reportan un receptor sintético que forma complejos con
los mismos nucledtidos de adenina también por potenciometria. Sin embargo, la estructura
de la espiramicina carece de grupos aromaticos que le ayuden a ser estudiada mediante
otras técnicas espectrofotométricas, como UV-visible, ademas de que dichos grupos
aromaticos podrian favorecer las interacciones n—n con las unidades aromaticas presentes
en los aniones antes estudiados: AMP, ADP y ATP. Para ello, se plante6 que el grupo aldehido
que contiene la macrolactona podria funcionar como un sitio de unién para introducir una
serie de aminas aromaticas a la molécula. Bajo esta idea, se encontré que, mediante una
reaccion tricomponente de aminacion reductiva entre el grupo aldehido de la espiramicina,

una amina alquil aromatica y triacetoxiborohidruro de sodio como agente reductor fue

posible la obtencion de una nueva serie de derivados de espiramicina (Esquema 1.1).

1a-d

1a: R= Fenil
1b: R= 2-Picolil
1c: R= Naftil
1d: R= Pirenil

Esquema 1.1. Estructuras de los receptores sintetizados en este trabajo

15 Rivera-Marquez, K. I. Tesis de maestria: Reconocimiento Molecular de Aniones por Espiramicina. CIQ-UAEM,
Cuernavaca, Morelos, México, 2012.

6 Arranz-Mascards, P.; Bazzicalupi, C,; Bianchi, A.; Giorgi, C.; Godino-Salido, M. L,; Gutiérrez-Valero, M. D.; Lépez-
Garzon, R;; Valtancoli, B.,, New J. Chem. 2011, 35, 1883-1891.
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En este sentido y continuando con la misma linea de investigacion, en este proyecto de tesis
se presenta la sintesis de los receptores 1a-d, su caracterizacion completa y su aplicacion en
la deteccion de aniones de interés biologico, tales como los nucleétidos de adenina, fosfato
y pirofosfato, asi como algunos acidos dicarboxilicos. Los estudios de reconocimiento
molecular se realizaron utilizando diferentes técnicas como potenciometria, RMN ('"H y *'P),
UV-visible y calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), asi como estudios de modelado

computacional que soportan los resultados experimentalmente obtenidos.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Caracteristicas y propiedades de los aniones

Los aniones presentan caracteristicas que tienen que tomarse en cuenta para preparar
receptores adecuados. Primero, los aniones son grandes en comparacion con los iones
metalicos. Por ejemplo, F* que es el anidon mas pequefio muestra un radio i6nico (rF= 135
pm) cercano al potasio (rk*= 133 pm), el cual puede ser considerado como un cation de
tamafo mediano. El segundo aspecto se refiere a la variedad de formas de los aniones:
esféricas (F, CI, etc.), triangular (NOs, HCOs, etc.) tetraédricos (SO4+*, fosfato, ReO.4?),
cuadrado plano (PdCls®, [Pt(CN)4*), octaédricos (PFe, [Fe(CN)e]*) o incluso formas mas
complejas como policarboxilatos (citrato, malonato, succinato, etc.), nucleétidos (AMP, ADP

y ATP) y dinucleétidos (NAD*, NADH).

La tercera particularidad de los aniones contempla la alta energia de hidratacion en
comparacién con los iones metalicos de densidad de carga similar. Esta caracteristica se
relaciona con su habilidad para formar puentes de hidrogeno, haciendo energéticamente

mas demandante su complejacion en agua en relacion a los iones metalicos esféricos.

Otra caracteristica de los aniones es el intervalo de pH limitado en el que existen muchos
aniones. Si los aniones son bases conjugadas de acidos proticos, producirian procesos de
protonacion y sus cargas negativas dependeran de sus constantes de basicidad. Un ejemplo
muy simple es proporcionado por el fosfato el cual presenta constantes secuenciales de 11.5,
7.7 y 2.1 para su primer, segundo y tercer paso de protonacion, respectivamente. Sin
embargo, el fosfato solo existe como anion trivalente en un intervalo de pH muy basico
mientras que a pH neutro es una mezcla de las formas divalente y monovalente. Esta
propiedad puede ser utilizada ventajosamente para discriminar entre aniones de diferente

basicidad.

Una ultima caracteristica de interés en cuanto al disefio de receptores para aniones, es el
hecho de que los aniones son especies que se coordinan facilmente. Entonces, solo

interacciones del tipo carga - carga o las fuerzas intermoleculares mas o menos débiles
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como los puentes de hidrogeno, apilamiento n—n o los efectos hidrofébicos pueden

utilizarse para el reconocimiento de aniones.

2.3. Diseio de receptores para aniones

Para disefiar un receptor de aniones es necesario considerar que estas especies son de
tamafo grande y altamente polarizables, lo cual significa que las fuerzas no direccionales
tales como las interacciones de dispersidén, juegan un papel significativo en el
reconocimiento de aniones. Los aniones son capaces de unirse aln a moléculas neutras
debido a la diferencia de carga entre el anién y el receptor. En este sentido, el receptor
completo es el sitio de unién, aunque algunas de sus regiones experimenten interacciones
mas fuertes con el anion. Los aniones son especies coordinativamente saturadas y carecen
de funcionalidades capaces de formar interacciones altamente direccionales como el puente
de hidrdégeno (con excepcion de H,PO4). En conclusion, para disefiar un buen receptor para
un grupo especifico de aniones es necesario que tenga el tamafio y forma adecuado, con
grupos funcionales cargados positivamente presentes en un arreglo convergente en torno
al anion, complementados con grupos formadores de puente de hidrogeno que pueden
proporcionar direccionalidad a la interaccién y grupos capaces de establecer interacciones

de tipo van der Waals que pueden envolver o encapsular al anién.

En la literatura se han reportado muchos receptores para aniones siguiendo algunos de los
principios arriba enunciados. Seria imposible enumerar todos los sistemas reportados hasta
la fecha y, por lo tanto, s6lo se hara mencion de ejemplos de receptores sintéticos,
semisintéticos y naturales especificos para el reconocimiento molecular de los aniones

fosfato y pirofosfato, nucledtidos de adenina y acidos dicarboxilicos de cadena abierta.

2.4. Reconocimiento de fosfatos en la naturaleza

Los principios que se usan en el disefio de receptores sintéticos para fosfatos se derivan del
analisis de lo que ocurre en los receptores naturales de fosfatos. Cerca de la mitad de todas

las proteinas en los sistemas vivos estan disefiadas para enlazar huéspedes fosforilados,
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particularmente las proteinas kinasas y fosfatasas que regulan un amplio intervalo de

procesos de sefializacion inter- e intracelulares.

Recientemente, Diederich y colaboradores examinaron el banco de datos de proteinas en
donde identificaron cerca de 3000 estructuras de proteina que enlazan fosfatos inorganicos
y otras moléculas fosforiladas.” Casi todos los sitios de enlace de las proteinas contienen
un gran numero de residuos de glicina localizadas en los fragmentos loop que permiten que
el huésped fosfato esté rodeado de grupos electrostaticos y puentes de hidrégeno. Cerca
de un tercio de las estructuras proteinicas estudiadas se basan principalmente en estas

interacciones (sin la asistencia de quelatacion metalica).

2.5. Importancia del reconocimiento de los nucledtidos y el ATP

Los nucledtidos fueron una de las primeras clases de sustratos anionicos que fueron
investigados por los pioneros del campo de la quimica supramolecular.”® Esto es entendible
debido a la gran cantidad de implicaciones bioldgicas de estas moléculas. Como se sabe, los
nucledtidos son los bloques de construccién del ADN y de los biopolimeros del ARN, los
cuales almacenan la informacién genética de los organismos y permiten la construccion de
las proteinas.' El enlace de las proteinas con el trifosfato de adenosina (ATP), la unidad de
cambio de la energia bioldgica, es uno de los eventos de reconocimiento mas importantes
en la naturaleza.®® EI ATP juega roles importantes en la transduccion de la energia en los
organismos y controla varios procesos metabdlicos incluyendo la sintesis del ciclo del

monofosfato de adenosina.

El nucledtido ATP se encuentra en todos los tipos celulares en concentraciones que varian
entre 1a 5 x 10 M. Es una molécula altamente cargada (a pH > 8), la estructura lineal del

trifosfato le confiere cuatro cargas negativas.

7 Hirsch, A. K. H,, Fischer, F. R. y Diederich, F. Angew. Chem., Int. Ed. 2007, 46, 338.

'8 a) Dietrich, B., Hosseini, M. W., y Lehn, J. =M., /. Am. Chem. Soc. 1981, 703, 1282-1283. b) Kimura, E., Kodama,
M., y Yatsunami, T. /. Am. Chem. Soc. 1982, 704, 3182-3187.

9 Berg, J. M., Tymozco, J. L. y Stryer, L. Biochemistry, W. F. Freeman and Company, 2002.

20 Lipscom, W. N. y Strater, N. Chem. Rev., 1996, 96, 2375-2433.

10
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El ATP es una molécula rica en energia porque su unidad trifosfato contiene dos enlaces
fosfoanhidros. Una gran cantidad de energia se libera cuando el ATP se hidroliza a ADP y

monofosfato, o cuando el ATP se hidroliza a Adenosina-Monofosfato (AMP) y pirofosfato.
ATP + H,0 —> AMP + Pirofosfato AG° =-10.9 kcal mol? (-45.6 k) mol?)

ATP + H,0 —> ADP + Monofosfato AG® = -7.3 kcal mol™ (-30.5 k) mol™)

El AG® para estas reacciones depende de la fuerza idnica del medio, asi como de las
concentraciones y otros iones. En el caso de las concentraciones celulares tipicas, el AG® para

esas reacciones de hidrélisis es de aproximadamente -12 kcal mol™.

La energia libre generada en la hidrolisis del ATP se utiliza para que se lleven a cabo
reacciones que requieren de energia libre, tal como la contraccion muscular. A su vez, el ATP
se forma a partir de ADP y Pi cuando las moléculas almacenadoras de energia se oxidan en
los organismos quimiotrofos o cuando la luz es atrapada por los fototrofos. Este ciclo ATP-

ADP es el mecanismo fundamental de intercambio de energia en los sistemas biolégicos.

La sintesis de ATP se obtiene por la fosforilacién del ADP en la reaccion:

ADP + H,PO,’ ATP + H,0

La discriminacion entre ATP y ADP es importante para las aplicaciones de sensores porque
permite la deteccion de todos los procesos independientes del ATP. La deteccion de ADP
puede utilizarse para monitorear el progreso de numerosas reacciones, incluyendo las de las

ATP sintasas que producen ADP y Pi.

El complejo ATP sintasa es una enzima transmembranal que cataliza la sintesis de ATP a
partir de ADP, un grupo fosfato y la energia suministrada por un flujo de protones (H"). La
ATP sintasa se puede imaginar como un motor molecular que produce una gran cantidad
de ATP cuando los protones fluyen a través de ella. La tasa de sintesis es grande, el
organismo humano en fase de reposo puede formar unas 10°" moléculas de ATP por

segundo.

11
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El ATP también se incorpora en los acidos nucleicos por polimerasas en el proceso de
replicacién y transcripcién de ADN. El ATP es el principal transportador de energia en la
célula. Ademas, dos transportadores de electrones importantes, nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD") y flavina adenina dinucledtido (FAD), se derivan del ATP. Por tanto, es

claro que el papel del ATP en el metabolismo intermedio es fundamental.

2.6. Caracteristicas de un receptor adecuado para nucleétidos

La mayoria de los receptores enlazan a los nucledtidos mediante interacciones
electrostaticas entre los sitios cationicos (grupos amonio o complejos metalicos) del receptor

y los grupos polifosfatados cargados negativamente.

Considerando que la fuerza de atraccién electrostatica es dominante en estos complejos, es
predecible que tales sensores tengan una afinidad mas alta con los nucledtidos trifosfato
que con los nucledtidos difosfatados, nucledtidos monofosfatados y otros aniones
fosfatados tales como pirofosfato. Sin embargo, la interaccién electrostatica ion-ion no es
direccional y adicionalmente, esta disminuye en medios con alta constante dieléctrica como
el caso del agua. Por esta razén, para lograr un mejor reconocimiento del nucleétido, se
debe construir un receptor multifuncional. Ademas de los sitios de enlace anidnico, los
receptores necesitan contener otros sitios de enlace capaces de interactuar con las
nucleobases y los fragmentos de azucares.

Las interacciones con la nucleobase pueden lograrse por apilamiento m, en los cuales la
distincién entre diferentes nucleobases radica en la diferencia de las energias de apilamiento
o por los sitios que son capaces de formar patrones de puente de hidrégeno

complementarios, los cuales favorecen el reconocimiento molecular entre las nucleobases.

12
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2.7. Receptores sintéticos para aniones fosfatados

Los primeros receptores para fosfatos descritos en la literatura fueron los receptores
macrociclicos poliamina. El primero se reportd hace mas de 30 afos®' y su eficacia se debe
en gran medida a las fuertes interacciones electrostaticas formadas entre los fosfatos

negativamente cargados y los sistemas poliamonio protonados a un pH casi neutro.

Cuando las poliaminas macrociclicas estan protonadas, se enlazan fuerte y selectivamente a
nucledtidos via interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno entre los sitios de
enlace cationicos (grupos amonio) del receptor y los grupos polifosfatados del sustrato
cargados negativamente.”? En consecuencia, se han reportado otros receptores sintéticos
basados en grupos amonio, actuando como acidos de Lewis por el enlace de cadenas de
nucledtidos polifosfatados mediante interacciones carga-carga y de puente de hidrégeno,
evolucionando a receptores mas sofisticados que contienen fragmentos aromaticos que

incrementan sus caracteristicas de selectividad de enlace.?®

Las fuerzas electrostaticas (y de superficie - T en receptores con fragmentos aromaticos) han
mostrado ser la principal contribucion a la estabilidad de los complejos formados por
aniones de nucleétidos con receptores sintéticos positivamente cargados, en acuerdo con
la ley de Coulomb. La selectividad en el enlace del nucle6tido de adenina por receptores de
poliamonio en agua ha mostrado invariablemente que ocurre en el orden ATP* > ADP*" >
AMP? ?* La naturaleza, sin embargo, es capaz de establecer mecanismos de reconocimiento

con nucleétidos ignorando el orden establecido por la ley de Coulomb.?®

Adicional al importante papel de las interacciones electrostaticas, el puente de hidrogeno
de las aminas también afecta a la estabilidad del complejo y su selectividad. Otros factores
relevantes incluyen la forma y el tamafio del macrociclo, la metilacion del nitrégeno y la

coordinacion metalica. La adicién de fragmentos al receptor, tales como anillos aromaticos

21 Kimura, E., Sakonaka,A., Yatsunami,T., Kodama, M. /. Am. Chem. Soc, 1981, 703, 3041-3045.
22 Marecek, J. F,, Fisher, P. A. y Burrows, C. J. Tet Lett 1988, 29 6231-6234.

23 Bazzicalupi, C., Bencini, A, Lippolis, V. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3709-3728.

24 Kimura, E., Kodama, M., Yatsunami, T. /. Am. Chem. Soc. 1982, 704, 3182-3187.

25 Wang, H., Oster, G. Nature, 1998, 396, 279-282.
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y grupos amida, puede seguir incrementando la selectividad entre varias especies

fosforiladas.

Los primeros receptores sintéticos para fosfato descritos en la literatura fueron cationes
poliaza macrociclos. Los estudios en la complejacion de aniones usando este tipo de
compuestos poliaza fueron inspirados en las propiedades de reconocimiento de aniones de
algunas poliaminas presentes en la naturaleza, tales como la espermidina 2 y la espermina
3 (Esquema 2.1).%° Estos compuestos precipitan el ADN y protegen este polianién de la
desnaturalizacion por calor o dafio por corte; los efectos estabilizadores se atribuyen a la
neutralizacion de las cargas negativas en los grupos fosfato del ADN por las formas
policatidnicas de los compuestos poliaza. En este sentido, la ventaja de los atomos de
nitrégeno en los macrociclos de poliaza es su capacidad para actuar como donadores o

aceptores de enlaces de hidrégeno dependiendo de si estan protonados o no.

H H
HZN\/\/N\/\/\NH2 HZN\/\/N\/\/\N/\/\NH2
H
Espermidina 2 Espermina 3

Esquema 2.1. Estructuras de poliaminas naturales.?

Se han sido descritos numerosos macrociclos de tipo poliaza que muestran afinidad por los
fosfatos inorganicos, algunos ejemplos representativos de ellos son los compuestos 4-7

(Esquema 2.2).%

26 (@) Lahti, R; Hannukainen, R,; Lonnberg, H. Biochem. J. 1989, 259, 55-59. (b) Kubik, S. en: Bowman-James, K;
Bianchi, A.; Garcia-Espafia, E. (Eds.), Anion Coordination Chemistry, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2012,
p. 363.

%7 Garcia-Espanfia, E.; Diaz, P.; Llinares, J. M.; Bianchi, A. Coord. Chem. Rev. 2006, 250, 2952-2986.
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Esquema 2.2. Ejemplos de compuestos poliaza macrociclicos.”’

Por otra parte, Ghosh y col. recientemente reportaron la bis-amida 8 con fragmentos
piridinio en su estructura capaz de reconocer el anién dihidrégenofosfato (H.PO4’) utilizando
una mezcla HO-MeCN (1:1), formando interacciones de tipo carga-carga y de puente de
hidrégeno, asi como interacciones © — m entre los grupos naftilo presentes en el receptor.?®
El valor del logaritmo de la constante de asociacion (log K7) calculada fue de 3.96 tomando
en cuenta la adicion de dos equivalentes del anion al receptor 8. Adicionalmente, a partir de
un estudio de titulacién por RMN "H (DMSO) se propone que la unién entre el receptor 8
con el anién H,PO4™ ocurre como se muestra en el Esquema 2.3, lo cual se respalda por los
desplazamientos a campo bajo de los protones Ha, Hy, He, Ho, Ho' ¥ Hp, indicando que el

anion se encuentra interaccionando en la cavidad formada entre la o-fenilendiamina y los

fragmentos piridinio.

28 Ghosh, K.; Saha, I. New J. Chem. 2011, 35, 1397-1402.
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Esquema 2.3. Especie propuesta para la interaccion entre el receptor 8 con H,PO, .28

Por otro lado, Goswami y col. utilizaron el complejo quiral 9-Cu®* como quimiosensor
fluorescente selectivo para la deteccion de H,PO4~.%° Mediante estudios por fluorescencia se
observd que el espectro de emisidn (a 398 nm) del receptor 9-Cu?* aumenta drasticamente
en presencia de H.PO4” mientras que con otros aniones (I, Br, CI', F, AcO’, PO4*, NO3) no
se observa un cambio notable, determinandose un log K; = 4.52 para el complejo 9-Cu?*-
H.PO.". La notable selectividad del receptor 9 hacia H.PO4 en fluorescencia se debe a una
propuesta de encapsulacion del anidén dentro de la cavidad creada en el receptor

macrociclico preorganizado (Esquema 2.4).

9-Cu®* 9-Cu?*- H,PO
Sin fluorescencia Con fluorescencia

Esquema 2.4. Estructura propuesta para el complejo 9-Cu?*- H,PO4.%°

29 Goswami, S.; Sen, D.; Das, N. K. Tetrahedron Lett 2010, 57, 6707-6710.
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Entre los aniones fosfatados, el pirofosfato (PPi = P,O;*) es un anidon tetrabasico
biolégicamente importante porque no soélo es el producto de la hidrélisis del ATP bajo
condiciones celulares, sino también porque participa en la secuenciacion/replicacién del
ADN en tiempo real.*° Su deteccién esté siendo investigada para el tratamiento del cancer,®'
)32

y en pacientes con cristales de pirofosfato de calcio deshidratado (CPPD)* vy

.33 En este sentido, la deteccion

condrocalcinosis por su alto nivel de PPi en el liquido sinovia
y discriminacion de este importante aniéon en un medio acuoso o semiacuoso requiere el

disefio adecuado de un receptor.

Entre los diferentes métodos para la deteccion de PPi, el disefio de quimiosensores
fluorescentes, asi como sensores colorimétricos han atraido considerable atencién durante
los ultimos 15 afos.>* Uno de los trabajos pioneros en la deteccion de PPi fue en 1994
reportado por Czarnik y col. El receptor 10 basado en un antraceno con grupos poliamina
se evaludé como quimiosensor para PPi en medio acuoso 100%. Su interaccion con PPi se dio
con un aumento en la fluorescencia y una complejacion 1:1 con una afinidad log K;= 5.53 a
pH 7.0 (HEPES 0.05 M), mostrando una selectividad pirofosfato/fosfato de 2200 veces al

mismo pH (Esquema 2.5).*°

+ +
NH; o o HsN

+
+ +
[ NHN3H y :3N j TNHg Omp B0 HN™
A 3+/ﬁ Io_v o~ \O.

4- /
* L B A My H Y
N N N *N
H H H H
10 10-P,0,*
Baja fluorescencia Alta fluorescencia

Esquema 2.5. Esquema de representacién del receptor 10 con PPi.*®

30 L ee, D.-H.; Hong, J.-I. Bull. Korean Chem. Soc. 2008, 29, 497-498.

31 Xu, S.; He, M.; Yu, H,; Cai, X; Tan, X;; Lu, B.; Shu, B. Anal. Biochem. 2001, 299, 188-193.

32 Doherty, M.; Becher, C.; Regan, M,; Jones, A,; Ledingham, J. Ann. Rheum. Dis. 1996, 66, 432-436.
3 Timms, A. E; Zhang, Y.; Russell, R. G.; Brown, M. A. Rheumatology 2002, 47, 725-729.

34 Kim, S. K;; Lee, D. H.; Hong, J.-1; Yoon, J. Acc. Chem. Res,, 2009, 42, 23-31.

35 Vance, D. H.; Czarnik, A. W. J. Am. Chem. Soc. 1994, 776, 9397-9398.
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Otro tipo de receptores con sitios de enlace de hidrogeno para detectar PPi se han basado

en estructuras de tipo calix-pirroles con grupos tiourea,*® dipirrolil quinoxalinas,®’ o

quimiosensores basados en unidades de pireno.®® Por ejemplo, el compuesto 11 que

incorpora una unidad de pireno con grupos guanidinio, mediante estudios de RMN 'H

(CDsOD) muestra una selectividad por PPi con un log k; = 4.11 formando el complejo

(11)22P.07*,* mientras que el receptor 12, con subunidades de pireno y ferrocenilo

conectadas por un 1,2,3-triazol, forma el complejo (12)2*HP.O7* con un logaritmo de la

constante de asociacion de log K; = 8.74 mediante estudios de UV-vis en CH:Cl, (Esquema

2.6).°

NH,
H2N +

HN P,0/*
2%

1"

12

Esquema 2.6. Interaccion de receptores basados en pireno con PPi.

O ‘\\O'----H—:,,,,+ Q
/ H < D

Q H

\ J0rHN,,
“—NH
N0 -H-N
O H

(11)2-P,07*

(12),-HP,0,*

39,40

36 Anzenbacher, P., Jr; Jursikova, K;; Sessler, J. L. /. Am. Chem. Soc. 2000, 722, 9350-9351.
37 Aldakov, D.; Palacios, M. A.; Anzenbacher, P., Jr. Chem. Mater. 2005, 77 5238-5241.

38 Karuppannan, S.; Chambron, J.-C. Chem. Asian J. 2011, 6, 964-984.

39 Nishizawa, S.; Kato, Y.; Teramae, N. /. Am. Chem. Soc. 1999, 727, 9463-9464.

40 Romero, T.; Caballero, A; Tarraga, A; Molina, P. Org. Lett. 2009, 77, 3466-3469.
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Entre varios disefios, los complejos de iones metalicos también se han establecido como
sitios de union ideales para el reconocimiento de PPi en solucion acuosa.*! Entre ellos, los
complejos de Zn** que incorporan unidades de Dpa (dipicolilamina) son conocidos por
mostrar una fuerte afinidad de unidén por aniones fosfatados en solucién acuosa.** Por
ejemplo, el receptor 13 derivado de acridina dio logaritmos de constantes de asociacién de
log Kz = 7.68 para PPi y un log ki = 4.97 para fosfato, mediante un apagamiento y un

incremento en la fluorescencia, respectivamente (Esquema 2.7).

X A

_N N
"

/ Nll|||||||||||||||:I|’|I|IZn2+ Zn2+|||||||||||||||||||N \
| K \“\\\ 1,,,””” )
N N N

13

Esquema 2.7. Estructura del receptor 13.43

Por otra parte, una de las caracteristicas mas interesantes de los derivados de pireno es su
capacidad para formar excimeros y su habilidad para producir fluorescencia dual de
mondmero-excimero. Por ejemplo, Hong y col. reportaron que la interaccién del compuesto
14, basado en una estructura de tipo pireno-Zn (Dpa), con PPi dio un logaritmo de la
constante de asociacion log K = 5 en solucion acuosa a pH 7.4 (buffer HEPES 0.01 M),
exhibiendo un fuerte y selectivo excimero formando el complejo (14),-P,O7* en una relacion

2:1 (Esquema 2.8) de acuerdo con el gréfico de Job.*

41 (a) Lee, D. H.; Im, J. H.; Son, S. U.; Chung, Y. K,; Hong, J.-I. /. Am. Chem. Soc. 2003, 725, 7752-7753. (b) Mesquita,
L. M.; André, V., Esteves, C. V.; Palmeira, T,; Berberan-Santos, M. N.; Mateus, P.; Delgado, R. Inorg. Chem. 2016, 55,
2212-2219. (¢) Liu, X.; Smith, D. G; Jolliffe, K. A. Chem. Commun. 2016, 52, 8463-8466. (d) Lee, D. H.; Im, J. H,;
Son, S. U;; Chung, Y. K,; Hong, J.-I. /. Am. Chem. Soc. 2003, 725, 7752-7753. (e) Datta, B. K.; Mukherjee, S.; Kar, C;
Ramesh, A; Das, G. Anal. Chem. 2013, 85, 8369-8375. (f) Jang, Y. J.; Jun, E. J,; Lee, Y. J.; Kim, Y. S; Kim, J. S,; Yoon,
J. J. Org. Chem. 2005, 70, 9603-9606.

42 (a) Tamaru, S.-i; Hamachi, |. Struct. Bond. 2008, 729, 95 -125. (b) Ojida, A.; Mitooka, Y.; Inoue, M.; Hamachi, |.
J.Am. Chem. Soc. 2002, 724, 6256-6258.

43 Lee, H. N.; Swamy, K. M. K;; Kim, S. K.; Kwon, J.-Y.; Kim, Y.; Kim, S.-J,; Yoon, Y. J.; Yoon, J. Org. Lett 2007, 9, 243-
246.

4 Cho, H. K, Lee, D. H.; Hong, J.-I. Chem. Commun. 2005, 1690-1692.
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Esquema 2.8. Interaccion del receptor 14 con P.O7* en solucién acuosa.*

Posteriormente, Yoon y col. extrapolaron la misma técnica empleando el derivado de
naftalendiimida 15 como quimiosensor para PPi en solucion acuosa al 100%, en donde
mediante cambios en la emision de fluorescencia del complejo 15 por la interaccion con el
anién PPia pH 7.4 (HEPES 0.01 M) se determind un log K; = 5.61. Este quimiosensor mostro
un pico excimérico a 490 nm Unicamente en presencia de PPi. La deteccion hacia PPi por
este receptor fue selectiva sobre ATP o PO4*". La interaccidon de PPi con cuatro sitios de zinc,
asi como interacciones de tipo n— 7 entre dos unidades naftalendiimida, inducen a la

formacién del excimero de tipo 2 + 2 mostrado en el Esquema 2.9.%

Qp QO

= 7 - o i 2+
N.zn2\ \ N q 2*'N \ - N 7Zn

2™ A _. 0 O ' 6,0
N N PPi 0=p" o 0 R=0
Q_ _) g Q o 2
0=P P=0
&Po. Q o
zn2+nN—/_

Nm .Zn2+

Esquema 2.9. Propuesta de la unién entre el complejo 15 con PPi.*®

4> Lee, H. N.; Xu, Z; Kim, S. K.; Swamy, K. M. K;; Kim, Y.; Kim, S.-J.; Yoon, J. /. Am. Chem. Soc. 2007, 729, 3828-3829.
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2.8. Receptores para nucleétidos de fosfato

Los nucledtidos son los bloques de construccion del ADN y biopolimeros de ARN, los cuales
almacenan la informacion genética de los organismos y proporcionan el modelo de
construccién para proteinas.*® La union de ATP por proteinas es uno de los eventos de
reconocimiento mas importantes en la naturaleza. El ATP juega un papel importante en la
transduccion de energia en organismos y controla varios procesos metabolicos incluyendo
la sintesis de monofosfato de adenosina ciclico.*’” Ademas, el ATP es incorporado a los acidos
nucleicos por polimerasas en los procesos de replicaciéon y transcripcion del ADN.*® Dada la
importancia biologica de estas moléculas, no es de sorprenderse que los nucledtidos hayan
sido de las primeras clases de sustratos anidnicos investigados por los pioneros de la quimica
supramolecular.®

Desde un punto de vista histérico, las poliaminas protonadas fueron la primera clase de
receptores utilizados para la uniéon con nucledtidos. Los grupos de Lehn®® y Kimura®'
proporcionaron evidencias iniciales de la fuerte interaccion que se produce entre los
receptores de poliamonio y los nucle6tidos ATP, ADP y AMP. Adicionalmente, en el disefio
de nuevos receptores para el reconocimiento de aniones de fosfato, se ha explorado
ampliamente el uso de grupos funcionales tales como ureas, tioureas, amidas y unidades de
pirrol.

Por ejemplo, Gunnlaugsson y col. reportaron, mediante espectros de absorbancia, que la
bis-amidotiourea 16 es capaz de reconocer ADP sobre ATP en DMSO-H,0 (4:1), presentando
un log Kaor = 3.77, mientras que para el AMP no fue posible obtener una constante a partir

del ajuste de regresion lineal y el ATP no presento interaccion favorable. Por otro lado, el

46 Berg, J. M.; Tymozco, J. L,; Stryer, L. Biochemistry, W. F. Freeman & Company, 2002.

47 Le, D. H,; Kim, S. Y.; Hong, J.-I. Angew. Chem. Int. £d., 2004, 43, 4777-4780.

48 a) Kornberg, A. J. Biol. Chem. 1988, 263, 1-4. b) Shen, X; Mizuguchi, G.; Hamiche, A; Wu, C. Nature 2000, 406,
541-544.

49 Garcia-Espania, E.; Belda, R.; Gonzalez, J.; Pitarch, J,; Bianchi, A. Supramolecular Chemistry: From Molecules to
Nanomaterials, John Wiley & Sons, Ltd., 2012.

50 Djetrich, B.; Hosseini, M. W.; Lehn, J.-M. /. Am. Chem. Soc. 1981, 703, 1282-1283.

51T Kimura, E.; Kodama, M.; Yatsunami, T. /. Am. Chem. Soc. 1982, 704, 3182-3187.
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receptor 17 de estructura muy similar es capaz de reconocer AMP sobre ADP en EtOH-H,O

(1:1) con valores de log Kavp=4.02 y log Kapp=3.63 (Esquema 2.10).

\oH
o\L
0
| X AN
o) A0 o) | o)
N S N
S S
NH HN
N~ ~N >—N/NH HN\N—4
OZNO—NH H H HN@NOz FgC@NH H HN@CFs
16 17
\OH
o\L
o)
| X AN
o) A0 o) | o)
N S N
S S S
NH HN
>\_N/ ~N >\_N/NH HN\N_/<
OZNGNH H H HN@NOZ FSC—Q—NH H H HN@CF3
16 17

Esquema 2.10. Receptores de tipo bis-amidotiourea como receptores para AMP.>

La discriminacién entre ADP y ATP es importante porque permite la deteccion de todos los
procesos bioldgicos dependientes del ATP. Por ejemplo, la deteccion de ADP podria usarse
para controlar el progreso de numerosas reacciones, incluidas las de las ATPasas que

producen ADP y Pi, y quinasas que producen ADP y un producto fosforilado.>®

Bajo este contexto, Feng y col. reportaron en 2013 el complejo mononuclear de Zn®* 18 con
dos unidades de antraceno, el cual resultd ser selectivo para la deteccion de ADP,

discriminando otros aniones como ATP, AMP y PPi. Su interaccion con ADP dio un log K =

>2 (a) Duke, R. M,; O'Brien, J. E,; McCabe, T.; Gunnlaugsson, T. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 4089-4092. (b) Duke,
R. M,; McCabe, T.; Schmitt, W.; Gunnlaugsson, T. /. Org. Chem. 2012, 77, 3115-3126.
3 Xu, Z,; Spring, D. R;; Yoon, J. Chem. Asian J. 2011, 6, 2114-2122.
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6.04 en solucion acuosa H,O-DMSO (75:25) a pH 7.2 (HEPES 0.01 M).>* Posteriormente, el
mismo grupo describié el complejo macrociclico dinuclear de Zn®>* 19 y evaluaron su
capacidad en el reconocimiento de aniones como ATP, ADP, AMP, PPi y fosfato, entre otros.
Entre ellos, se encontré que el ADP indujo el mas grande cambio en la fluorescencia del
complejo, mientras que el ATP mostrd la constante de afinidad mas fuerte. El ciclofano 19
mostré la selectividad ATP>ADP>PPi>AMP > >fosfato en soluciéon acuosa a pH a pH 7.2
(HEPES 0.01 M). Los logaritmos de las constantes de asociacién (log K3) calculadas para los

distintos aniones fueron de 6.30 (ATP), 5.59 (ADP), 4.95 (PPi) y 6.5 (AMP) (Esquema 2.11).>

« S
2NO, HN NH
) 72 \o,. HO- 5. /7 N\
: N---Zn?2 Zn2*----N
O AN BYEAS S e d
Zn2+ Q
! ' < > 4NOy
OH,
18

() =

19

Esquema 2.11. Receptores para nucleétidos de adenina basados en antraceno.® >*

Continuando con el uso de complejos metalicos de Zn?', recientemente Feng y col.
reportaron el compuesto 20 como el primer complejo de bis-(Zn-Dpa) selectivo para ADP
con un log K; = 6.60. La capacidad de deteccién del complejo 20 fue investigada en solucion
acuosa al 100% a pH 7.2 (HEPES 0.01 M). Su interaccion con ADP resultd en una mejora en
la fluorescencia 133 veces mayor con respecto a la del complejo, mientras que con ATP solo
se incremento 56 veces. El patron de union del compuesto 20 con ADP se investigd mediante
un grafico de Job el cual arroj6é una estequiometria 2:1 (Esquema 2.12), formando el

complejo 20+(ADP),.*

>4 Shi, L; Hu, P,; Ren, Y,; Feng, G. Chem. Commun., 2013, 49, 11704-11706.
> Hu, P,; Yang, S.; Feng, G. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 3701-3706.
*6 Huang, F.; Hao, G.; Wu, F,; Feng, G. Analyst 2015, 740, 5873-5876.
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Esquema 2.12. Modo de interaccién del complejo 20 con ADP.>®

En particular, el reconocimiento y la deteccién de ATP por fluorescencia han llamado mucho
la atencién en los ultimos afos. En este sentido, Bencini y col. reportaron el compuesto 21
basado en fenantrolina con grupos poliamonio como un receptor capaz de detectar ATP
sobre otros nucledtidos trifosfatados (CTP, GTP, TTP) en medio acuoso a pH 6 mediante un
efecto de apagamiento de la fluorescencia.>” Mientras que el receptor de tipo bis-quinolinio-
piridin-2,6-dicarboxamida 22 también es capaz de reconocer el anién ATP en solucién

acuosa a pH 6.5 (MOPS 0.01 M) con una afinidad de log K; = 3.73 (Esquema 2.13).*

X

NH HN e) — 0
G W ~
+ +
LNUNJ N N
Me Me

21 22

Esquema 2.13. Receptores aromaticos para el reconocimiento de ATP.>" 8

>7 Bazzicalupi, C.; Biagini, S.; Bencini, A.; Faggi, E.; Giorgi, C.; Matera, |.; Valtancoli, B. Chem. Commun. 2006,
4087-4089.

>8 Dorazco-Gonzalez, A; Flores Alamo, M.; Godoy-Alcantar, C,; Hopfl, H.; Yatsimirsky, A. K. RSC Adv, 2014, 4, 455-
466.
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Por otro lado, la visualizacién por imagenes de ATP puede ofrecer informacién util sobre la
produccién y el consumo de ATP en tiempo real en las células.® Yoon y col. reportaron que
la disociacion del excimero formado por el compuesto 23, es la responsable del
reconocimiento molecular de ATP sobre otros nucleétidos trifosfatados en buffer HEPES a
pH 7.4.°° Los autores sostienen que la selectividad del receptor 23 por ATP sobre GTP, CTP
y UTP depende del hecho de que la guanina, citosina, o uracilo interactian con el exterior
del dimero ya estabilizado, por interacciones n—m (pireno-pireno), provocando que se
apague la fluorescencia, mientras que la adenina puede insertarse entre las dos unidades de
pireno, permitiendo asi un aumento en la fluorescencia (Esquema 2.14). A partir de los
experimentos de titulacién por fluorescencia, se calculé que el logaritmo de la constante de
asociacion por ATP es de log K; = 4.01. Ademas, se propone que la selectividad por ATP en
comparacién con ADP o AMP se atribuye a la diferencia en las interacciones electrostaticas,

asi como al apilamiento del anillo de adenina por parte del ATP con las unidades de pireno.

No se detecté interaccion del receptor con ADP y AMP ya que los autores mencionan que
la razdn por la cual no establecen interacciones fuertes es por el niUmero de grupos fosfato
presentes los cuales no contribuyen del mismo modo que ATP en tamafio y carga anidnica
total. El ATP con sus 3 grupos fosfato se acopla facilmente a los grupos imidazolio mientras

que ADP y AMP no lo hacen.

> (a) Berg, J.; Hung, Y. P,; Yellen, G. Nat. Methods 2009, 6, 161-166. (b) Amabilino, D. B. Nat Chem. 2015, 7, 275-
277.
60Xu, Z,; Singh, N. J,; Lim, J,; Pan, J,; Ha, N. K;; Park, S.; Kim, K. S.; Yoon, J. /. Am. Chem. Soc. 2009, 737, 15528-15533.
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Esquema 2.14. Modo de unidn entre el receptor 23 con nucleétidos trifosfatados.®

Finalmente, Yan y col. desarrollaron un nuevo quimiosensor fluorescente basado en una
diimida de perileno 24 para la deteccién selectiva de ATP sobre otros aniones fosfatados
(GTP, CTP, UTP, ADP, AMP, entre otros) en solucion acuosa a pH 7.4 (HEPES 0.01 M).
Mediante un grafico de relacion molar por fluorescencia combinado con un experimento
por masas (ESI-TOF) se determind una estequiometria 1:1 entre el complejo 24 y ATP

(Esquema 2.15).°’

24

Esquema 2.15. Propuesta de interaccion entre el quimiosensor 24 con ATP.®

61van, L, Ye, Z,; Peng, C; Zhang, S. Tetrahedron 2012, 68, 2725-27217.
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A pesar de que se han reportado varios receptores sintéticos para el reconocimiento
molecular de aniones fosfatados, las desventajas de su disefio y sintesis son sus altos costos
de produccion debido al uso de reactivos quimicos econdmicamente caros requiriendo de
varios pasos de reaccion, asi como también la implicacion de tiempos largos de reaccién. Es
por ello, que otra alternativa de receptores que no requieren de altos costos o tiempos
largos para su obtencion, es el uso de receptores naturales, los cuales debido a su estructura
presentan los grupos quimicos o el arreglo necesarios para llevar a cabo un reconocimiento
molecular.

Recientemente el grupo de Bianchi y colaboradores reportaron el enlace del ATP y ADP a un
ligando polifuncional 25 constituido por una molécula tren (tris(2-aminoetiljamina)
funcionalizada con un residuo de pirimidina (Esquema 2.16) en solucion acuosa mediante
potenciometria, mostrando que la accion sinergistica de los diferentes grupos enlazantes de
este ligando prefiere la interaccion con ADP sobre ATP en agua. Se demostré que la
interaccion apilamiento-t entre el residuo de pirimidina del ligando y el grupo purina del

nucledtido contribuye significativamente a este particular proceso de reconocimiento.®

Esquema 2.16. Receptor sintético 25 para la interaccion de nucleétidos de purina.®

Se estudid la interaccion de 25 con ATP, ADP y AMP al igual que los aniones pirofosfato
(P.07%) y fosfato (PO.4*). Los logaritmos de K, de la forma tetraprotonada del receptor fueron
de 3.84 (ATP), 5.70 (ADP), 2.39 (AMP), 4.93 (PO.*) y finalmente para P.O7* con la forma

triprotonada del receptor de 5.6.

62 Mascaros, P. A., Bazzicalupi, C., Bianchi, A., Giorgi, C., Gutiérrez-Valero, M.D., Lépez-Garzén, R., Godino-
Salido, M.L., Valatancoli, B. Chem. Commun. 2011, 47, 2814-2816.
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Es de esperarse que el enlace de aniones por las cargas positivas de los receptores sea
controlado por las fuerzas electrostaticas. Sin embargo, el resultado mas llamativo de la
interaccion con las formas protonadas de 25 con los tres nucle6tidos es la evidente habilidad
del receptor para reconocer ADP* sobre AMP* y ATP*. Este es el primer receptor sintético

capaz de realizar una fuerte discriminacién en el enlazamiento de ADP* sobre ATP*.

2.9. Receptores naturales y semisintéticos para aniones fosfatados

La naturaleza nos provee de una gran cantidad de compuestos bioactivos, que a menudo se
producen en mezclas complejas. La quimica supramolecular puede ayudar a analizar y
clasificar estos compuestos, usandolos de forma adecuada en distintas aplicaciones
medicinales. La complejacion de compuestos naturales puede proporcionar una idea de los
mecanismos de interaccidon importantes de los sistemas biolégicos.“ En este sentido, el uso
de compuestos naturales y sus derivados como receptores sintéticos es muy prometedor en
el reconocimiento molecular de aniones de interés bioldgico, tales como los nucleétidos de

adenina, carboxilatos u otra clase de aniones quirales como aminoacidos.**

Con el propésito de mostrar una alternativa accesible a los receptores sintéticos, en 2001
Yatsimirsky y col. utilizaron el macrociclo natural tetrandrina, la cual modificaron
cuaternizando los atomos de nitrégeno para obtener el receptor dicationico dibencilado 26,

el cual se empled como receptor para nucleétidos de adenina (Esquema 2.17).°

63 Schneider, H.-J.; Agrawal, P.; Yatsimirsky, A. K. Chem.Soc. Rev. 2013, 42, 6777-6800.

64 Steed, J. W, Atwood, J. L; Gale, P. A, Definition and Emergence of Supramolecular Chemistry- Supramolecular
Chemistry: From Molecules to Nanomaterials, John Wiley & Sons, Ltd., 2012.

65 Ochoa-Lara, K.; Godoy-Alcantar, C; Ledn-Rivera, |; Eliseev, A. V.; Yatsimirsky; A. K. /. Phys. Org. Chem. 2001, 74,
453-462.
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OMe
26

Esquema 2.17. Estructura de la tetrandrina dibencilada 26.%°

Los experimentos de reconocimiento de aniones se hicieron mediante titulaciones por RMN
'H en D,0, determindndose un desplazamiento a campo alto de las sefales de 26 inducido
por la adicion de los aniones. Las constantes de asociacidn muestran una dependencia
irregular con respecto a la carga de los huéspedes, observandose una disminucién en el
valor de Kde AMP a ADP, y posteriormente un incremento, hacia ATP. Los valores de K1y K
de AMP son muy grandes para ser interacciones puramente electrostaticas de un dianion a
un monocatién. Los valores tipicos de las constantes de asociacién para tales pares idnicos
son de 10 M" con /= 0 M.%® Las constantes de asociacion mas grandes para AMP indican
una contribucion de interacciones de apilamiento, las cuales probablemente son menos

significativas para los nucle6tidos que poseen cargas negativas mas grandes.

Considerando la formacion de los complejos 1:1y 1:2 entre 26 y AMP, en donde el dianidn
aparentemente se enlaza solo a uno de los anfitriones amonio, se asume también que tanto
el ADP como el ATP se enlazan sélo a uno de los grupos amonio, pero la formacion de
complejos 1:2 para estos aniones es desfavorable debido a la repulsion mutua de huéspedes
altamente cargados. En la Tabla 2.1 se muestran los valores de las constantes de enlace de

26 hacia los nucledtidos.

66 Cascio, S.; De Robertis, A; De Stefano, C,; Foti, C,; Gianguzza, A;; Sammartano, S. J. Chem. Eng. Data, 2000, 45,
717.
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Tabla 2.1. Constantes de enlace de 26 con nucleétidos de adenina.®

Anion log K

AMP? 1.68 £ 0.84

1.74 £ 1.0
ADP* 1.60 + 0.55
ATP* 2.04 + 0.92

Posteriormente, en el 2010, nuestro grupo de investigacién demostré que la kanamicina A
27, una poliamina natural, enlaza aniones fosfatados y puede discriminar entre nucleétidos

de trifosfato con diferentes nucleobases (Esquema 2.18).%’

HoN
NH,
W “uy
\\\\\O “ny

“OH

27

Esquema 2.18. Estructura quimica de la Kanamicina A 27.%

La Tabla 2.2 muestra los logaritmos de las constantes de asociacion de la kanamicina A
tetraprotonada con la forma anidnica de los diferentes aniones fosfatados. Se puede resaltar
que el pirofosfato presenta mayores constantes de asociacion incluso que ATP cuando la
kanamicina A se encuentra en los grados de protonacién mas altos. Las interacciones con
ADP* y ATP* son progresivamente fuertes en relacion al aumento de la carga negativa del

huésped.

Tabla 2.2. Logaritmos de la constante de asociacion de nucleotidos y PPi con kanamicina A,
25°C en NaCl 0.1 M.%’

Anion ‘ log K
Pirofosfato 5.30 £ 0.09
ATP* 4.15 £ 0.05
ADP* 341 +£0.05
AMP% 2.47 +0.05

67 Fuentes-Martinez, Y.; Godoy-AIcantar, C., Medrano, F.; Dikiy, A.; Yatsimirsky, A. Supramol. Chem. 2010, 22, 212-
220.
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La discriminacién entre ATP*, ADP* y AMP?* es principalmente por cargas y el fuerte enlace
de ATP* en comparacién con el pirofosfato puede ser atribuido a la interacciéon con la
nucleobase.

Mas recientemente, en nuestro grupo de investigacion se llevo a cabo la sintesis de cinco
derivados hidrazona del aminoglucésido estreptomicina 28a-e. Mediante estudios por
potenciometria en solucién acuosa a pH 7.0 y fuerza idnica 0.1 M, se encontré que el
derivado 28b presenta una mayor afinidad por AMP sobre ATP y ADP; mientras que el
derivado 28c muestra una mejor selectividad por ATP sobre ADP y AMP. Los logaritmos de

las constantes de formacién entre los derivados 28b-c se resumen en la Tabla 2.3.8
R

H,N 28a —H

/ Y—NH
" HN 280 @
N o OH s
e} HO NH 28c <
OH \
NH N

H3C
HO 0 HoN Cl
HO
0 28d CF3
HO l\{H
HO
CH3 Cl
+
. NH,
28a-e 28¢

NH,

Tabla 2.3. Logaritmos de constantes de formacion (log k) de los derivados de
estreptomicina por los nucleétidos de adeninaa 25°Cy /= 0.1 M.%®
Especie

ATP ADP AMP ATP ADP AMP
LA 3.81 2.85 2.54 417 4.64 3.63
LHA 4.57 3.52 3.62 4.09 431 3.28
LH:A 3.37 2.53 2.77 458 420 3.27
LH;3A - - - 3.32 2.86 b

2 Cargas omitidas para claridad. ® No fue posible calcular.

68 Fuentes-Martinez, J. P.,; Gutiérrez-Rodriguez, D.; Rogel Garcia, E.; Rivera-Marquez, K. I.; Medrano, F.; Torres-
Angeles, O.; Castillo-Vargas, E.; Duque Montafio, B. E.; Godoy-AIcantar, C. Nat. Prod. Commun. 2014, 9 1449-
1455.
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2.10. Definicion de macrélidos

Los macrolidos representan un grupo de antibidticos, los cuales son caracterizados por la
presencia de un anillo de lactona macrociclico como nucleo en su estructura quimica. Son
agentes bacteriostaticos, aunque en determinados casos pueden tener accién bactericida
actuando sobre la subunidad ribosomal 50s, interfiriendo con la sintesis proteica. Presentan
buena actividad frente a cocos aerobios grampositivos y micoplasmas, algunos aerobios
gramnegativos (generalmente presentan resistencia frente a éstos) y ciertos

microorganismos anaerobios (su actividad se considera de favorable a buena).®

Los macrélidos son moléculas lipofilicas que poseen como centro de su estructura un anillo
de lactona de 12 a 16 atomos, pocas o ninguna ligadura doble y carecen de atomos de
nitrégeno. El anillo de lactona se encuentra unido mediante enlaces glucosidicos a
desoxiazlcares aminados ya sean neutros o basicos. Los compuestos con maximo potencial
son aquellos con anillos de 14-, 15-, y 16 miembros, la mayoria de los cuales derivan de la

eritromicina.

Se les clasifica de acuerdo al nimero de atomos de carbono que conforman el anillo
macrociclico, y cada grupo dentro de la familia posee caracteristicas quimicas y bioldgicas
diferentes. A su vez, pueden catalogarse segun su origen en naturales y semisintéticos. De

acuerdo a las 2 clasificaciones mencionadas, se les agrupa como se indica en la Tabla 2.47°

69 (a) Damaso, D. Macrdlidos. Lincosamidas. Antibacterianos, Ed. Marketing Pharm, S.A. Madrid, 1991, 375-416.
70 (@) Omura, S., Tanaka, H. Macrolide Antibiotics: Chemistry, Biology and Practice, Academic Press, Orlando, 1984.
(b) Brittain, D. Clin. Med. Nort. Am. 1987, 6, 1213-1218.
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Tabla 2.4. Clasificacion de los macrélidos.”

Macroélidos

Naturales

14-miembros 16-miembros
Eritromicina Espiramicina
Oleandomicina Midecamicina
Ketolida (Telitromicina, Cetromicina) Tilosina
Troleandomicina Mitomicina

Josamicina

Leucomicina

Kitasamicina

14-miembros 15-miembros 16-miembros

Claritromicina Azitromicina (azalido) Rokitamicina
Roxitromicina Tulatromicina (triamilida) Miocamicina (derivado de
Diritromicina midecamicina)
Fluritromicina Tilmicosina (derivado de tilosina)

2.10.1. Mecanismo de accion de los macrolidos

Su mecanismo de accién consiste en unirse a la subunidad 50S del ARN ribosémico en forma
reversible. La unidn se realiza mediante la formacion de puentes de hidrogeno entre los
grupos hidroxilo del macrélido y determinadas bases del ARNr. Esto provoca un bloqueo en
las reacciones de transpeptidacién y traslocacion. Los macrélidos ejercen su actividad
antimicrobiana al obstaculizar la sintesis de proteinas en la bacteria a nivel ribosémico, se
fijan a la unidad 50 S del mismo, e impiden la reaccion de translocacién en la cual la cadena
del péptido en crecimiento se desplaza del sitio aceptor al donador, por esta particularidad
se preescribe su combinacién con otros farmacos que compitan con un sitio similar de
fijacion en el ribosoma, por ejemplo, con la clindamicina y el cloranfenicol. Su efecto
bactericida o bacteriostatico depende de su concentracién, del microorganismo, del inéculo,

su sensibilidad y de la fase de proliferacion en que se encuentren.”’

1A) Goodman, L,; Gilman, A. The pharmacological basis of therapeutics, 8 ed. New York: Pergamon, 1990, 1197-
1202. B) Kirst, H. A., Sides, G. D. Antimicrob. Agents Chemother, 1983, 33, 1419-1422.

33



Antecedentes

2.10.2. Fundamento molecular del modo de accion de los antibioticos del tipo
macrolido

El grupo de Steitz reportd las estructuras de cristales de la subunidad ribosomal de

Haloarcula marismortui complejada con antibioticos de 16 miembros: carbomicina A,

espiramicina y tilosina y un macrélido de 15 miembros: azitromicina (Esquema 2.19).”

16- Miembros

030%0
HOC“ C5C\ C1C

Micinosa

c17 Tilonolida Micarosa

Tilosina

OH
% o}
OH
Micarosa :f)l/\|/
Isobutirato O OH
Carbomicina A Platenslida IR =H: Micarosa
. .. IIR = COCHy;
Espiramicina Il R = COCH,CH;:
15- Miembros 14- Miembros
o]
N\ '
N Desosamina HO cu < 8H N .
wc12 Desosamina
o) c13 ,,,IHO 5
c15 Cia 013 0
N
Cladinosa 0 Cladinosa
Azitromicina ° OH Eritromicina A © ito"'

Esquema 2.19. Estructuras de los macrolidos.”

72 Hansen, J. L, Ippolito, J.A, Ban, N., Nissen, P., Moore, P. B, Steitz, T. A. Molecular Cell. 2002, 70, 117-128.

34



Antecedentes

El sitio activo de estos macrélidos sugiere que inhiben la sintesis proteica mediante el
bloqueo del tunel donde pasa el péptido de la unidad ribosomal, se observa que la rama del
disacarido (micaminosa-micarosa) adyacente al C5 de los macrélidos estudiados se extiende
en este mismo tunel a través del centro de transferasa peptidilico (Figuras A y C del
Esquema 2.20). Las interacciones de esta rama con el ribosoma son principalmente
hidrofébicas y son facilitadas por su complementariedad en forma en el sitio de enlace.

Adicionalmente, cada azucar forma puentes de hidrégeno con el ribosoma.

R

~Macrolidg

The,

P emTuphiel 1
0« . '{- &

.
.

Esquema 2.20. Aqui se puede apreciar la vista general en que el macrélido Carbomicina bloquea la salida del
tanel peptidico. (Figura A) Sitio de enlace del macrélido: se puede observar el tunel del péptido (gris) con el
péptido modelado (lazo amarillo). EI ARN ribosomal es blanco y las proteinas ribosomales son azul claro. Las
flechas negras apuntan a la apertura entre el centro peptidico transferasa y el tinel de salida del péptido en
donde se enlazan los macrélidos (rojo). Los dtomos en verde son bases que interactian con los macrélidos.
(Figura B) Constriccidn. A través del sitio de constriccién se muestran los sustratos del sitio P (bastones amarillos)
y el sitio A (bastones morados) enlazados en el sitio activo. (Figura C) Blogueo. La apertura mostrada en (B) es
obstruida tanto por la presencia del macrélido (rojo) como por la conformacién extendida de A2103 (verde).”?

El grupo acetaldehido de la posicion C6 de cada anillo de lactona de 16 miembros forman
un enlace covalente con el N6 del componente ribosomal A2103 (A2062, £ col). La
inhibicion de la sintesis proteica por los macrélidos tiene dos caracteristicas distintivas:

primero, los macrélidos estén o no enlazados, inhiben la actividad de formacién del enlace
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peptidico. Los autores proponen que las bases nitrogenadas de adenina y guanosina
interactian con los grupos de la micaminosa de tilosina y espiramicina formando
interacciones cercanas con el hidroxilo de la posicidén 2" y los grupos metilo sustituyentes
del nitrégeno de la amina (Esquema 2.21). Se propone que cada azucar forma un puente
de hidrégeno con el ribosoma y de esta manera interrumpen la transcripciéon del ARN en el

ribosoma.

Y C2487
7 /L ’ - D P-site
C5. > & ¥ 34} (Carbomyc
2.6 Mycarose i
h Mycaminose (Tylosin) -2 \
% (Azithromycin) (Sp|¥arnycir1) A_Slte"\,
. (Erythromycin) G2540 U2541 .

4 4
Esquema 2.21. Correlacion entre las estructuras de los macrélidos y su mecanismo de accién
antibacteriana.”

2.10.3. Uso de los macrolidos en el reconocimiento molecular

Los macrolidos poseen en su estructura caracteristicas adecuadas para actuar como
receptores para aniones y otras moléculas de interés bioldgico o farmacoldgico.”® Sin
embargo, tras realizar una busqueda bibliografica previa no se encontré informacién
reportada acerca del empleo de los macrélidos como receptores moleculares.

Por esta razdn, en nuestro grupo de investigacion se estudié el macrélido tilosina que es un
macrolido de 16 miembros, compuesto por una lactona sustituida (tilondlida), un amino
azucar (micaminosa) y dos azucares neutros (micinosa y micarosa). La tilosina se empled

como receptor de aniones y se encontrd que es capaz de discriminar a nucleétidos de

3 0Omura, S. Macrolide Antibiotics: Chemistry, Biology, and Practice. Second Edition. Academic Press. San Diego,
California, USA. 2002.
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adenina en funcion de la carga.” Los derivados benciltilosina y naftiltilosina se obtuvieron
por aminacion reductiva del grupo aldehido de la tilosina con bencilmetilamina y con 1-
naftilmetilamina, respectivamente (Esquema 2.22). Los productos fueron caracterizados por

espectrometria de masas FAB*, analisis elemental y espectroscopia de RMN de 'H'y "*C.

Micaminosa

“~CHs
H;C
3 P H%—Q\o OH
HO% CH?%C%
Micinosa H3
Tilondlida Micarosa

Tilosina O
. . X
CHs

NH M NH

Micaminosa
s “w-CHs

Micaminosa
= 3 \N ~CHj;

H3C o o q,,/gwo OH H3C o o ,,,,,gcizgﬁ\o OH
HO CH?“%LCM =Y CH?“%LCHs
HsCO~  OCH, "o o OH HsCO OCH; "o (¢ o OH
3 3

Micinosa Micinosa

Tilondlida Micarosa Tilondlida Micarosa

Benciltilosina Naftiltilosina

Esquema 2.22. Estructura quimica de la tilosina y sus derivados.”

Posteriormente se realizaron estudios de complejacion por potenciometria de la tilosina y
sus derivados con los nucle6tidos AMP?, ADP*" y ATP*. También se realizaron estudios por
fluorescencia para el derivado naftilado. Dichos experimentos permitieron determinar las

constantes de asociacion de los complejos que se resumen en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Constantes de asociacién para la tilosina con nucleétidos de adenina.”

‘ log K
Receptor AMP ADP ATP
Tilosina® 3.05 £ 0.02 5.58 + 0.02 3.09 £ 0.02
Benciltilosina® c 3.56 + 0.02 c
Naftiltilosina® 3.60 £ 2.0 3.36 £ 1.70 3.45 + 1.54

2 Constantes calculadas por potenciometria. ® Constantes calculadas por fluorescencia.c No se pudieron calcular
las constantes por potenciometria.

74 Copalcua Rosales, A. Tesis de licenciatura: Sintesis y Propiedades de Reconocimiento Molecular de Ciclofanos
Derivados de Tilosina, CIQ-UAEM, Cuernavaca, Morelos, México, 2010.
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2.11. Espiramicina

La espiramicina es un antibiético compuesto por un anillo macrélido de 16 miembros que
fue descubierto en 1952 como un producto de la bacteria Streptomyces ambofaciens. Este
compuesto presenta actividad antibacterial gram-positiva, asi como actividad antimicrobial
contra Toxoplasma gondiiy Cryptosporidium, dos protozoarios los cuales pueden resultar
en infecciones potencialmente fatales asociadas con el SIDA. Ha sido usado clinicamente en
Europa, Canada y México y es considerado un medicamento experimental en los Estados
Unidos. En Europa se usa desde el afio 2000 bajo el nombre comercial “Rovamicina”
producida por Rhone-Poulenc y Famar Lyon en Francia y Eczacibasi llae en Turquia.”

Es un antibiético bacteriostatico, que actua mediante la inhibicion de la sintesis proteica y
por tanto del crecimiento celular en bacterias; solo en altas concentraciones es bactericida.
Posee ocho precursores para su biosintesis: cinco grupos acetatos, un propionato, un

butirato y otros precursores de dos carbonos no identificados.”

2.11.1. Estructura quimica

La espiramicina posee dos aminoazucares, (micaminosa y forosamina), un azucar neutro
(micarosa) y un anillo de macrolactona (platendlida). Tanto el metoxi carbono de la aglicona,
como el amino carbono y el metil carbono 3 (C-3) de la micaminosa, son derivados de la
metionina.”’ Existen tres componentes de la espiramicina denominados espiramicina I, que
posee un grupo hidroxilo en el C-3 de la aglicona, la espiramicina /], en la cual el grupo
hidroxilo esta acetilado, y la espiramicina /l/, en la cual esta misma posicién esta propionilada

(Esquema 2.23).”®

75> Professional Drug Information Spiramycin http://www.drugs.com/cons/spiramycin-oral-injection-rectal.html.
76 Ramu, K., Shringarpure, S., Cooperwood, S., Beale, J. M., Williamson, J. S. Pharmaceutical Research 1994, 17, 3,
458-465.

7 Inoue, A., Deguchi, T. /. Antibiot. 1982, 35, 8, 1998-2004.

8 Omura, S., lkeda, H., Kitao, C. J. Biochem. 1979, 86, 1753-1758.
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Alam y colaboradores reportaron la asignacion completa de los espectros de RMN de 'H'y
3C de la espiramicina en CDCl; y D,O a pH 7.6.”° Por otro lado, el grupo de Kumar Ramu
reportd la asignacion de 'Hy *C de la espiramicina | y lll en CDCls y C¢Dg.%°

En un trabajo anterior realizado en nuestro grupo de investigacién, reportamos los espectros
de RMN "Hy "C de espiramicina los cuales se obtuvieron en el equipo de 700 MHz en CDCls
y se muestran en las Figuras 2.1 y 2.2 respectivamente. La asignacién de las sefiales de 'H
y BCy las constantes de acoplamiento se muestran en la Tabla 2.6 y se hicieron en base a

lo reportado por Alam y colaboradores.®'

~
wn Q

PLATENOLIDA MICAROSA

R = H; ESPIRAMICINA |
R = COCHj3; ESPIRAMICINA 1I
R = COCH,CH3; ESPIRAMICINA Il

Esquema 2.23. Estructura de la espiramicina y sus tres componentes.’®

2 Alam, P, Barber, J., Brennan, R.J., Kennedy, K., Tehrani, M.H.H. Magnetic Resonance in Chemistry, 1995, 33, 3,
228-231.

80Ramu, K., Shringarpure, S., Williamson, J. S. Pharm. Res,, 1995, 12, 621-629.

81 Rivera-Marquez, K. |. Tesis de maestria: Reconocimiento Molecular de Aniones por Espiramicina. CIQ-UAEM,
Cuernavaca, Morelos, México, 2012.
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Figura 2.1. Espectro de espiramicina obtenido en RMN "H (700 MHz, CDCl;, 25 °C).#"
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Figura 2.2. Espectro de espiramicina obtenido en RMN "*C (175 MHz, CDCls, 25 °C).#
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Tabla 2.6. Asignacion de las sefiales de 'H y "*C de Espiramicina en CDCl3.*’

Sitio ' 5 'H (ppm) | JCH'H) (Hz) | 5"C (ppm)
1 - - 174.2
2 2.68 dd, 147,112 376
3 380d 112 68.2
4 3.07 dd 9.1, 14 85.2
5 411dd 84,14 793
6 230m - 30.5
7 149 m, 0.99 m - 307
8 194 m - 317
9 4.06 m - 787
10 5.69 dd 14.7,9.1 128.5
1 6.24 dd 14.7,10.5 1346
12 6.02 dd 14.7,10.5 132.8
13 5.56 ddd 154,112, 4.2 131
14 245m, - 419
15 529 m - 69.2
16 129d - 20.1
17 0.99 d 7 Hz 153
18 279 ddd, 14,112,175 432
19 9.82s - 202.7
20 350s - 61.8
1 4474 7.7 103.9
2 353m 10.5,7.7 718
3 246 m - 68.7
e 326m - 74.8
5 327m - 73.1
6 123 m - 19.04
7,8 248 - 42.1
1” 5.07 d 35 9.4
2" 203d, 14 408
3" - - 69.4
4 294d 9.8 76.4
5° 4.06 m - 66
6" 129 m - 18.2
7 122s - 254
1 438 dd 84,14 100.2
2 1.86m, 1.51 m - 312
3 1.84m, 148 m - 184
4 231m - 64.8
5 343m - 73.8
6" 1.22m - 189
77,8 2225 14.7,11.2 40.7
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2.11.2. Determinacion de los valores de pK, de espiramicina en solucion acuosa

En un trabajo previo realizado en nuestro grupo de investigacién se realizé la determinacion
de las constantes de protonacién (pki) de la espiramicina por medio de titulaciones
potenciométricas en solucion acuosa (25 °C, 0.1 M de NaCl). El ajuste de los datos con el
programa HYPERQUAD arrojé dos constantes de protonacion (pk:): 8.44 + 0.006 y 7.49 +
0.009. Para asignar las constantes de protonacién (pki) detectadas en potenciometria, se
realizé un experimento de RMN "H en funcién del pH. Las sefiales que sufrieron los mayores
cambios fueron las que corresponden a los protones de los grupos dimetilamino
sustituyentes de la forosamina y la micaminosa identificados como 7””, 8" para forosamina
y 7', 8" para micaminosa que se desplazaron a campo alto conforme el pH aumenta. Las
constantes de protonacion calculadas a partir de potenciometria y de RMN 'H coincidieron
razonablemente, y las diferencias observadas se pueden deber a las diferencias en las
condiciones de medicién y es mayormente atribuido al disolvente, en el caso de

potenciometria se empled agua mientras que en RMN 'H se emple6 D.O (Tabla 2.7).’

HsC
R
CH3 Q
FOROSAMINA | CHs MICAMINOSA
pK,= 8.44+0.006 S /O pK,= 7.49+0.009
o H 3C\N|I-L CH 3

WBOZoL0 o
CH\3\\¢CH3

OH
H,C” 0 ‘OR CHs

PLATENOLIDA MICAROSA

Tabla 2.7. Comparacién de las constantes de protonacion de la espiramicina obtenidas por
potenciometria y RMN "H.®’

Sitio Potenciometria RMN 'H
Forosamina 8.44 + 0.006 8.42 + 0.019
Micaminosa 7.49 + 0.009 7.88 £ 0.013
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2.11.3. Estudios de reconocimiento molecular de espiramicina con aniones

Por otra parte, se llevo a cabo el estudio de reconocimiento molecular de los aniones AMP,
ADP, ATP y acidos dicarboxilicos (succinico, glutarico, adipico, pimélico y subérico) por
espiramicina. En ese trabajo, se reporté la determinacion de las constantes de protonacion
(pka) de la espiramicina por medio de titulaciones potenciométricas en solucion acuosa en
atmosfera inerte de nitrbgeno a temperatura constante (25 °C), con una concentracion 1
mM de la espiramicina, fuerza idnica 0.1 M de NaCl, asi como también mediante titulaciones
por RMN "H, obteniendo los valores de pA.1 = 8.44 + 0.006 (para la forosamina) y pka, =

7.49 £ 0.009 (para la micaminosa).

Posteriormente se determinaron las constantes de asociacion de la espiramicina con
nucledtidos de adeninay con acidos dicarboxilicos por medio de potenciometria en solucién
acuosa y titulaciones por RMN 'H. Los resultados mostraron que la espiramicina presenta
afinidad por aniones de la serie de los nucle6tidos de adenina mostrando preferencia por

ADP sobre AMP y ATP (Tabla 2.8).%'

Tabla 2.8. Logaritmos de K'de asociacién de la espiramicina con diferentes nucleétidos de
adenina.?’

AMP™ ADP” ATP [P207]*
LH+A = (LH)(A)? 311+0020 | 324+0160 | 3.18 0018 ND
LH +A = (LH)(A) 364 0012 | 380+0009 | 3650011 | 378003
LH +AH = (LH)(AH) 3730015 | 419+0010 | 370+0012 | 293 +002
LH +AH_ = (LH)(AH) | 448+0039 | 577:0016 | 3.14%0017 | 265+ 0051
LH +AH_ = (LH)(AH) ND ND ND 2.40 + 0.09

2 Cargas omitidas para simplicidad, HL = Espiramicina monoprotonada, H,L = Espiramicina diprotonada, A =
Anion, ND = No detectable

Adicionalmente, la espiramicina mostr6 capacidad para unirse a dicarboxilatos alifaticos con
un numero de carbonos mayor a cuatro, siendo la maxima afinidad con los aniones pimelato

y suberato (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9. Logaritmos de las constantes de asociacion de la espiramicina con los acidos
dicarboxilicos.?’

ESPECIES
Succinato | Glutarato Adipato Pimelato Suberato
LH* + AZ = [(LH)(A)]™ ND ND ND 292 + 0017 | 2.88 + 0.008
LHZZ+ + A% = [(LHZ)(A)]o ND ND 3.03 +£0.028 | 3.40 £ 0.009 | 3.38 £ 0.005
LH 2" + AH" = [(LH )(AH)]"* ND ND 285+ 0041 | 33040014 | 3.27 + 0.058
LH 2" + AH_ = [(LH )(AH )I** ND ND ND 278 + 0.024 | 3.20 + 0.007

HL = Espiramicina monoprotonada, HoL = Espiramicina diprotonada A = Acido dicarboxilico, ND = No detectable
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3. JUSTIFICACION

Los antibidticos de 16 miembros de la familia de los macrélidos, tales como la espiramicina
y la tilosina, relnen muchas de las caracteristicas adecuadas para funcionar como receptores
de aniones. Poseen aminoazUcares cargados positivamente en pH acido, asi como grupos

hidrofébicos e hidrofilicos, y una gran cantidad de centros quirales.

Como se ha demostrado en los antecedentes, algunos macrolidos que se han estudiado
como receptores para aniones en nuestro grupo de investigacion han sido la espiramicina y
la tilosina. En particular, la espiramicina presenta propiedades muy interesantes en el
reconocimiento molecular de distintos aniones biolégicamente importantes, tales como,
nucledtidos de adenina y acidos dicarboxilicos. Sin embargo, dicha molécula carece de
grupos funcionales que le permitan sefalar los eventos de reconocimiento molecular como
cambios de color o emision de luz. En este sentido, las Unicas técnicas que se han podido

emplear para estos estudios son la resonancia magnética nuclear y la potenciometria.

Por ello, en este trabajo se pretende realizar la modificacion estructural de la espiramicina
mediante la introduccion de unidades aromaticas a la molécula de tipo fenilo, piridina,
naftilo y pireno. Se propone que la presencia de estos grupos aromaticos podria mejorar la
capacidad de reconocimiento molecular de los receptores estableciendo interacciones de
tipo n — 7 con los fragmentos aromaticos de los nucledtidos de adenina (AMP, ADP y ATP).
Adicionalmente, se espera que estos cambios les permitan a los nuevos derivados
semisintéticos de espiramicina mejorar sus propiedades fotofisicas de absorcion y que
ademas les confieran la posibilidad de realizar los estudios de reconocimiento molecular

mediante técnicas como UV-visible.
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5. HIPOTESIS

Se sintetizaran nuevos derivados semisintéticos de espiramicina los cuales
presentaran unidades de bencilo, metil-piridilo, metil-naftilo y metil-pirenilo. La
presencia de estos grupos aromaticos en los derivados presentara una mejor
selectividad por el establecimiento de interacciones del tipo © — n 0 CH--x, las cuales
son importantes para el reconocimiento molecular en solucion de huéspedes
anionicos con unidades aromaticas tales como AMP, ADP y ATP que seran
detectados por medio de titulaciones en potenciometria, ITC, y RMN.

Los estudios de modelado molecular, empleando la informacién de RMN, nos
permitirdn proponer una estructura probable de los complejos anfitrién-huésped
formados por los derivados de espiramicina con los nucleétidos de adenina.

Con esta modificacion los derivados mejoraran su sefalizacion en los estudios de
reconocimiento por medio de la técnica espectrofotométrica UV-visible.

Se propone que la presencia de estos grupos aromaticos introducira superficies
hidrofébicas que serdn capaces de establecer interacciones de tipo

n — n convirtiéndolos en moléculas anfitrionas prometedoras
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar la sintesis de nuevos derivados semisintéticos de espiramicina y evaluar su
capacidad en el reconocimiento molecular de aniones tales como los nucleétidos de adenina

AMP, ADP y ATP, fosfato, pirofosfato y los acidos dicarboxilicos de cadena abierta.

Para cumplir con este objetivo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

4.1. Objetivos especificos

1. Modificar sintéticamente a la espiramicina mediante la introduccion de grupos
aromaticos, tales como bencilo, metil-piridilo, metil-naftilo y metil-pirenilo, mediante
aminacion reductiva del grupo aldehido de la espiramicina con el fin de mejorar sus

propiedades fotofisicas y de reconocimiento molecular.

2. Determinary asignar las constantes de protonacion de los derivados en solucion acuosa
o mezcla agua-metanol por medio de potenciometria, resonancia magnética nuclear y

espectroscopia UV-visible.

3. Realizar estudios de reconocimiento molecular de los derivados de espiramicina con
aniones fosfatados y los nucleétidos de adenina ATP, ADP y AMP y acidos dicarboxilicos
de cadena abierta: acido succinico, glutarico, adipico, pimélico y subérico, empleando
las técnicas de potenciometria, calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), RMN y UV-
visible con el fin de emplear los datos obtenidos en el calculo de constantes de

asociacion con los aniones.

4. Realizar estudios de modelado molecular de la formacion de los complejos con el fin de
proponer las estructuras probables para los complejos formados por los derivados de

espiramicina con los diferentes huéspedes.
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6. METODOLOGIA

A continuacién, se enlistan los reactivos, equipos empleados y se describe la metodologia
de sintesis para los derivados de Espiramicina. Asi mismo se presentan los estudios acido-
base para cada derivado y los estudios de reconocimiento molecular de aniones fosfatados
y dicarboxilatos. La manera de cuantificar y determinar las interacciones intermoleculares
entre los receptores y los aniones también es de suma importancia, es por eso que también
se hablara sobre las titulaciones espectrométricas, describiendo como se deben de hacer las
titulaciones con diferentes técnicas tales como potenciometria, resonancia magnética
nuclear, UV-visible y calorimetria de titulacion isotérmica, que fueron las técnicas utilizadas
en este proyecto. Se incluyen ejemplos de los procedimientos seguidos para el analisis de

los datos obtenidos de las diferentes titulaciones.

6.1. Materiales

6.1.1. Reactivos

Los reactivos utilizados eran de grado analitico y fueron utilizados sin previa purificacion.
Las moléculas que se emplearon como materia prima fueron: espiramicina (96% de pureza),
1-naftilmetilamina (97% de pureza), clorhidrato de 1-pirenmetilamina (95% de pureza), 2-
piridilmetilamina (99% de pureza), bencilamina (99% de pureza), etilendiamina (99% de
pureza) y cloruro de dansilo (99% de pureza) todos comprados a Sigma-Aldrich. Como
moléculas huésped fueron empleados los nucledtidos de adenosina: 5-monofosfato de
adenosina monohidratada (97% de pureza), sal de adenosin-5"-difosfato de sodio (95% de
pureza) y la sal de adenosin-5'-trifosfato dibasica de sodio (99% de pureza) todos
comprados a Sigma-Aldrich. El pirofosfato decahidratado (99% de pureza) y el fosfato
disédico (99.2% de pureza) fueron comprados a la empresa J.7. Baker.

Los acidos dicarboxilicos que fueron empleados también como huéspedes se adquirieron
en Sigma Aldrich. acido succinico (99% de pureza), acido glutarico (99% de pureza), acido

adipico (99% de pureza), acido pimélico (98% de pureza) y acido subérico (98% de pureza).
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Para mantener las muestras a pH constante se utilizd la solucion amortiguadora MES (Acido
2-[N-morfolin] etansulfénico) (95.5% de pureza) de la empresa Sigma-Aldrich. Para la fuerza
ionica se utilizd cloruro de sodio cristal de la empresa J.7. Baker. Para los estudios de
potenciometria se utilizé hidroxido de sodio (95% de pureza) de Sigma-Aldrich. Todas las
soluciones fueron preparadas con agua desionizada obtenida del equipo NANOpure
Ultrapure Water System (Barnstead). Para los estudios de RMN se utilizaron los siguientes
disolventes: Agua deuterada (D:0), cloroformo deuterado (CDCl3) y las soluciones de
deuterdxido de sodio (NaOD, 40% en D,0O) y cloruro de deuterio (DCl, 35% en D,0) todos

comprados a Sigma-Aldrich.

6.1.2. Instrumentacion

Sintesis: El avance de las reacciones se llevd a cabo por cromatografia en capa fina sobre
cromatofolios 60 F254 de Merck, y como agentes reveladores se utilizaron luz ultravioleta,
vapores de I, disoluciones de ninhidrina y anisaldehido en etanol. La purificacién de los
compuestos obtenidos se realizd por cromatografia utilizando silica gel 60® de 230-400

mesh.

Resonancia magnética Nuclear: Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrometro
Varian INOVA a 400 MHz Multinuclear y un equipo Varian modelo VNMRS a 700 MHz. Los
desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm) con respecto a la
referencia interna de tetrametilsilano (TMS) y son positivos cuando la sefal se desplaza a
frecuencia mas alta que el estandar. Para la obtencion de los espectros de los derivados se
utilizé el disolvente deuterado CDCls. La multiplicidad de las sefales se denotd con las
siguientes abreviaturas: s (sefial simple), d (sefial doble), t (sefial triple), ¢ (sefial cuadruple),
sa (sefal ancha), m (multiplete), empleando en ocasiones combinaciones de ellas. Las

constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz.

La determinacién de las constantes de protonacion de 2-picolil espiramicina 1b en RMN, se

hizo en D;0 a diferentes pH’s. Se utilizd un electrodo de vidrio ORION ROSS y soluciones de
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los estandares de pH convencionales. Las titulaciones de este mismo receptor con los

nucléotidos de adenina se hicieron con D;O a pH 7.

Los analisis de masas de alta resolucién (HRMS) se obtuvieron en un equipo JEOL HRM
Station JHRMS-700. Las rotaciones opticas se determinaron en un polarimetro Anton Paar
MCP 300. Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fischer-Johns utilizando

cubreobjetos y no estan corregidos.

Potenciometria: Los estudios de potenciometria se realizaron con un pHmetro Hanna
Instruments modelo HI 4221 equipado con un electrodo de combinacién Hanna Instruments
HI 1093. Se utilizd como titulante NaOH libre de CO,, valorado con biftalato de potasio, la
solucion titulante fue adicionada con un titulador automatico marca Schott TITRONIC Basic
con capacidad para 20 mL, con valvulas de 2/3 vias controladas por motor y resolucién de
volumen hasta 0.01 mL. El volumen se adicion6 en porciones de 20 pL. El pH se registr6 a
los tres minutos posteriores a cada adicién. Durante las valoraciones se controld la
temperatura a 25 £+ 0.1 °C por medio de un bafio termostatado. Asimismo, se mantuvo una
agitacion constante mediante la propela del titulador automatico y con atmodsfera de
nitrogeno saturado con agua a fin de evitar la incorporacién de CO; en la solucién y la

evaporacion del sistema.

Titulacion de calorimetria isotérmica: Las titulaciones calorimétricas se llevaron a cabo
con un calorimetro de titulacion isotérmica modelo MicroCal ™VP-ITC de General Electric.
Con un intervalo de temperatura de 2 a 80 °C, un volumen de celda muestra de 2 mL,

volumen de celda de 1400 pL y un error de 0.2 ncal/s.

Fuerza ionica: En los estudios por potenciometria e ITC la fuerza idnica de las soluciones

se mantuvo fija en 0.1 M con NaCl.

Espectroscopia UV-Vis: Para registrar los espectros de absorbancia de las moléculas
anfitrion y de la mezcla anfitrion-huésped, se utilizo el espectrofotometro ultravioleta-visible

de arreglo de diodos HP 8452A (190 a 1100 nm y una resolucion de 1 nm), con una precision
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de longitud de onda < = 0.5 nm y una precision fotométrica < + 0.005 A. Se usaron celdas

de cuarzo de paso 6ptico de 1 cm con capacidad para 3 mL.

6.1.3. Programas para realizar calculos y ajustes

Todos los calculos y ajustes de regresion lineal y no lineal requeridos en este trabajo se
llevaron a cabo con el programa Microcal Origin versién 6.0 (para el analisis de las
titulaciones potenciométricas y de las espectroscopias por UV-Vis) y la versién 7.0 (para el
analisis de las titulaciones calorimétricas) de Microcal Software Inc. (confiabilidad del 95%),
tomando como criterio el mejor ajuste que reproduzca parametros fisicamente congruentes
con las observaciones experimentales y modelos empleados. El programa de Origin usa el
algoritmo Levenberg-Marquardt59%? y el método simplex® para el ajuste no lineal de
minimos cuadrados. Este método esta entre los mas empleados en la estimacion de
parametros ya que encuentra los parametros de los modelos especificado por minimizacién
2)84

de los valores de chi cuadrada (x°)*, para hacer el proceso de ajuste mas estable incluyendo

restricciones lineales basadas en un método de programacion cuadratico.®

Para la determinacidon de las constantes de protonacion y asociacion de las titulaciones
potenciométricas se utilizo el programa HYPERQUAD 2013.%¢ Para minimizar la funcion que
incluye a la propiedad medida, se utiliza el método Gauss-Newton-Marquardt y las
ecuaciones de balance de masa se resuelven con el método Newton-Raphson. El programa
HYPERQUAD ha sido empleado para calcular constantes de estabilidad en diferentes
sistemas. El programa HYSS 2009 se utilizo para la generacién de los diagramas de especies

y el calculo de las constantes efectivas (Kzf).

82 press, C.J., Flannery, B.P., Teukolsky, S.A, Vetterling, W.T. Numerical Recipe in C. The art of scientific computing.
Cambridge University Press, New York, 1988, 801-806.

8 Nelder, J.A., Mead, RA. Computer Journal, 1965, 7, 308.

84 Microcal Software, Inc. Origin 3.0: Reference Manual (114-117) and Supplement (35-37, 39-53 y 79-86),
Technical Graphics and Data Analysis in Windows, 1993.

85 Shrager, R.I. Communication of the ACM, 1972, 15, 41-45.

8 a) Gans, P., Sabatini A, Vacca, A. Talanta. 1996, 43, 1739-1753. b) Para mayor informacién consultar la pagina:
http://www.hyperquad.co.uk/applications.html.
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6.2. Metodologia sintética

6.2.1. Sintesis de los derivados de espiramicina

En un matraz de 50 mL se disolvié espiramicina (1.0 equiv.) en una mezcla cloroformo-acido
acético (10 mL : 1 mL). A temperatura ambiente se adicion6 lentamente una amina (1.3
equiv.) y después de 10 min se agrego el triacetoxiborohidruro de sodio (1.5 equiv.). La
mezcla se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 24 h bajo una atmosfera inerte
de nitrogeno. Pasado el tiempo de reaccidn, en este punto, el producto se encuentra en
forma de sal disuelto en la fase acuosa debido a la protonacién de los grupos amino del
derivado y la fase organica se extrajo con diclorometano (2 x 20 mL), con lo cual se consigue
remover la cantidad de amina en exceso empleada de acuerdo con el procedimiento.
Posteriormente la fase acuosa se traté con una solucion de NaOH 1 M hasta alcanzar un
pH>9, obteniendo de este modo el derivado de espiramicina en su forma neutra, el cual se
extrajo de la solucién acuosa con diclorometano (3 x 30 mL). Finalmente, en la fase acuosa
se eliminaron las sales formadas del agente reductor y la fase organica conteniendo el
producto esperado se separd, se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se evapord
a presién reducida, aislando asi los derivados de espiramicina 1a-d con altos rendimientos

quimicos y mediante un proceso libre de purificacién por cromatografia en columna.

6.3. Estudios por potenciometria

Los macrélidos tienen grupos ionizables y por lo tanto son susceptibles de estudiarse
mediante potenciometria. De esta forma, los estudios de potenciometria permitieron
determinar las constantes de protonacion de los derivados de espiramicina y de las
moléculas huésped, asi como sus constantes de asociacion.

Todos los experimentos realizados con esta técnica se hicieron por duplicado. Cada muestra
se coloco en agitacion a temperatura constante, 25 °C, con flujo de nitrégeno (para prevenir
la formacién de CO. que interfiere con la medicion) y se midié el pH inicial para
posteriormente hacer adiciones de 0.01 mL de NaOH estandarizado (ver Apéndice B:

Preparacion de NaOH estandarizado) con el titulador automatico.
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6.3.1. Determinacion de los valores de pK, de los derivados de espiramicina

A continuacion, se presenta la metodologia experimental para el célculo de los valores de
pki (o de protonacién) de los derivados: Bencil espiramicina 1a, 2-Picolil espiramicina 1b y
Naftil espiramicina 1cy de las moléculas huésped utilizadas en este trabajo.

Para las muestras que se usaron en la titulacién potenciométrica, se realizaron soluciones
que fueron aforadas a 25 mL con la concentracion y con el sistema de solubilidad que se
indica en la Tabla 6.1 para cada derivado; de éstas se tomaron dos alicuotas de 10 mL y
cada alicuota se tituld con el NaOH estandarizado registrando el pH después de cada adicion
del titulante hasta llegar a un pH basico. En esta misma tabla se describen las condiciones
de trabajo para las titulaciones de cada derivado y el intervalo de pH en el cual se hizo la

titulacion.

Tabla 6.1. Condiciones de trabajo para las titulaciones de obtencién de pkis en
potenciometria de los derivados de Espiramicina.

. Concentracion . Acido Intervalo de
Derivado Sistema . .l
(M) agregado titulacion

Bencil 5x10* H.O-MeOH (9:1 V/V) con | 3 equiv. de 3.0-11
espiramicina fuerza i6nica 0.1 M de | HCI 1M
1a NaCl.
2-Picolil 2x1073 Acuoso con fuerza idnica | 4 equiv. de 2.3 -11
espiramicina 0.1 M de NaCl. HClI 1 M
1b
Naftil 5x10 H.O-MeOH (9.5:0.5 V/V) | 3 equiv. de 3.0-85
espiramicina con fuerza iénica 0.1 M| HCI 1M
1c de NaCl.

La determinacion de pk; de los huéspedes (nucledtidos de adenina y los acidos
dicarboxilicos) se hizo con la misma metodologia descrita anteriormente. Se obtuvieron las
constantes de protonacién para medio acuoso y para las mezclas agua-MeOH 9:1y 9.5:0.5

con una concentracion 5x10™ My fuerza iénica 0.1 M de NaCl.
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6.3.2. Determinacion de los logaritmos de las constantes de asociacion de los
complejos anfitrion-huésped

A continuacién, se describe el procedimiento para la obtencion de las constantes de
asociacion de los complejos huésped-anfitrion. Para la realizacién de las muestras que se
utilizaron durante la titulacién potenciométrica, se realizaron soluciones que fueron aforadas
a 25 mL con la concentracién y con el sistema de solubilidad que se indica en la Tabla 6.2,
para cada mezcla anfitrién-huésped; de éstas se tomaron dos alicuotas de 10 mL,
posteriormente se agregan los equivalentes de HCl 1 M (con la cantidad que se muestra en
la columna “acido agregado” de la tabla) para protonar el receptor. Cada alicuota se tituld
con el NaOH estandarizado registrando el pH después de cada adicion del titulante hasta
llegar a un pH basico. La relacién estequiométrica anfitrion-huésped fue de 1:1 para todas

las titulaciones.

Tabla 6.2. Condiciones de titulacién para la obtencién de las constantes de asociacion de
los complejos anfitrién-huésped.

Derivado | Conc. Sistema Acido Intervalo de Aniones utilizados
[M] agregado titulacion

. H,O-MeOH (9:1 V/V), 3 equiv. de ATP, ADP, AMP, Pi, PPi,

1a >X10™ | fuerza idnica 0.1 M NaCl qun. 3.2-11 glutarato, adipato y

HCI1.0 M .
pimelato
, Solucidn acuosa, 4 equiv. de ATP, ADP, AMP, Pi, PP;j,
1b 2x10™ | fuerza idnica 0.1 M NaCl HC(?1 O M 2.5-11 succinico, adipato,
) pimelato y suberato
5x104 | H20-MeOH (9.5:0.5 V/V) | 3 equiv. de i
Te fuerza idnica 0.1 M NaCl HCl 1.0 M 3.5-85 ATP, ADPy AMP

6.3.3. Tratamiento de datos obtenidos de las titulaciones potenciométricas

Para la obtencién de los valores de las constantes de protonacion (pAis) de los receptores:
bencil espiramicina 1a, 2-picolil espiramicina 1b y naftil espiramicina 1c, se graficaron los
datos de pH obtenidos experimentalmente durante las titulaciones potenciométricas vs el
volumen de NaOH agregado en el programa ORIGIN 6.0. Se muestra como ejemplo la

titulacion del derivado 2-picolil espiramicina 1b (Figura 6.1).
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2-picolil espiramicina
12

10

——r
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
Vol. NaOH (mL)

Figura 6.1. Ejemplo de curva de titulacion de 2-Picolil espiramicina 1b (2x10 M), solucién
acuosa, 25 °Cy 0.1 M de NaCl.

Posteriormente estos datos se exportan al programa HYPERQUAD 2013 para calcular las

constantes de protonacion de los receptores 1a-c (Figura 6.2).

2-picolil espiramicina 1b
12 -
10 -
8 4
T
o
6 | '
B
&S
S
<<<<<<««««««4««“‘
2 -
| | I I | | I ! T T T

: — —
02 00 02 04 06 08 10 12 14 16
Volumen de NaOH (mL)

Figura 6.2. Curva de titulacion de 2-picolilespiramicina 1b (2x10® M) en HYPERQUAD 2013.

Los datos experimentales (<) y la curva generada (----). En el recuadro inferior aparece la
desviacion estandar de los datos experimentales.
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Para la obtencion de las constantes de asociacion de los complejos formados entre los
derivados de espiramicina y los aniones utilizados en este trabajo, se grafican los valores de
pH obtenidos contra el volumen de NaOH agregado. En la Figura 6.3 se muestra como
ejemplo la gréfica obtenida de la titulacion de 2-picolil espiramicina 1b con ATP realizada

en ORIGIN 6.0.

12 4 2-picolil espiramicina - ATP

10

pH

2—— T 7T T T T T T T
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18

Vol. NaOH (mL)
Figura 6.3. Ejemplo de curva de titulacion de 1b con ATP relacién molar 1:1 (2x10° M,), en
solucion acuosa a 25 °Cy 0.1 M de NaCl.

A continuacion, se muestra el tratamiento de los datos obtenidos en las titulaciones para
ajustar las curvas experimentales a las curvas tedricas que se generan con el programa
HYPERQUAD, en el cual se calculan los valores de logaritmos de g que finalmente se

transforman en logaritmos de las constantes de asociacién (log K).

1. Para crear un nuevo archivo en HYPERQUAD 2013 se debe dar clic en la pestafia “Data”
en donde se selecciona los datos obtenidos previamente en la titulacion por potenciometria,
los cuales son facilmente extraidos de un blog de notas con la extension .txt que
anteriormente se copian del archivo de Origin y son importados al programa HYPERQUAD

2013 (Figura 6.4).
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L]

File Model Titration Settings Run  Window Help

B = ¢ 85| @] x| x| 2|3

Create new Hyperquad project O X

Model Data Save Cancel Help

7

Figura 6.4. Ventana para crear un nuevo documento de Hyperquad. Pestafia “"Data”.

2. Al crear el modelo de titulacién se elige el niUmero de especies participantes, es decir, si
solo se titula el anfitrion son 2 especies (anfitridn y protdn) pero si se titula el complejo se
trata de 3 especies (anfitrién, huésped y proton). También existe la opcidén de abrir un
modelo previamente guardado que contenga los datos de las especies y de los logaritmos
de B que necesitamos para realizar el ajuste de datos. Se guarda el archivo con la extension

*HQD (Figura 6.5).

L]

File Model Titration Settings Run Window Help

(B =[¢| e @[] w5 x2 9]

Model Data Save Cancel Help

Mews model file
Data file: C:4UsersyKarla\DesktopsPOTENCIOME TRi&\Potenciometria Ene-Mar 154BenSpy DAT\BenSpy-ATP 3 NaOH 0.04 M.tzt

Formula LogBeta A B H Bitdcora 3 pag.Z2 NaCOH 0.04 M ~
ABH 0.0 1 1 1 refine o 3.€55
H 1377 0 0 -1 constant (I LT

! .0z

03
.04
.05
08
.07
.oe

EEEEEEEEEE
W W W

Figura 6.5. Ventana para crear el modelo de titulacion.

3. Una vez guardado el archivo, aparece una ventana llamada “Revision de condiciones”
indicando las condiciones que faltan por completar antes de realizar el llenado de constantes

y los calculos de refinamiento (Figura 6.6).
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[ ][ ]uSn]

The following condtions need to be revised before attempting any calculation

Curve 1 has nolabel
Curve 1 Initial volume is zero
Curve 1 Titre reading error is zero

Curve 1 Eeagent SPYPIC has zero concentration in whole curve
Curve 1 Eeagent ATP has zero concentration in whole curve
Curve 1 Eeagent H has zero concentration in whele curve

Curve 1 The burette appears to be empty
Curve 1 The electrode erroris zero

Figura 6.6. Ventana de "Revision de condiciones”
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Una vez que se meten los datos faltantes se prosigue con el llenado de las ventanas: “Datos

del modelo” y “Datos experimentales”.

4. La ventana "Datos del modelo” se llena con los logaritmos de  (Figura 6.7). En la primera

fila se escribe el pK,, del agua, en las siguientes filas se indican como “constantes” los valores

de B obtenidos para el anfitrion y del huésped. En las filas posteriores se escriben las B de

los complejos que se forman entre el anfitrién y el huésped y el nimero de protones

involucrados y se indican como “refinar”.

Model data
SPYRIC-ATPZ
Formula Log Beta SPYPIC ATF H
H-, -14.05 0 0
SPYPICH 878 1 0
SPYFICH, 16.97 1 0
2434 1 0
ATPH 652 0 1
ATPH, 1.4 0 1
SPYPICATPH 113 1 1
SPYPICATPH, 19.3188 1 1
SPYPICATPH, 271583 1 1
SPYPICATPH, 33.924 1 1

'
=i

LR

constant
constant
constant
constant
constant
constant
refine
refine
refine
refine

Figura 6.7. Ventana: "Datos del modelo"

5. Se llena la ventana de “Datos experimentales” con las condiciones experimentales de

nuestra titulacion (Figura 6.8). En la primera pestafia: “Concentraciones” se escribe el

nombre de la curva, el volumen inicial de la muestra, el error del volumen (en este caso es

el error de la bureta que es de 0.02% y la resolucion es de 0.01 mL). A continuacion, se

agregan las concentraciones en la columna “milimoles totales iniciales”, se incluyen las
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condiciones de titulacion: los milimoles del anfitrion, milimoles del huésped, milimoles de
acido totales presentes en la muestra. En la columna “concentracion de la bureta / M” se

escribe Unicamente la concentracion de NaOH estandarizado que se utilizé.

Jrl-" Experimental data = || = | = |

Import tration curve |

Cancentrations ] Experimental data] Electrade settings

Curve Label SPYFIC-ATP2
Initial vwolume Aml 10
Error in tiredml - 0.02

Initial Total millimales Burette concentration /i
SPYFIC 0.0165 SPYPIC 0.0

ATP 0.0164 ATP 0.0

H 0103 H -0.109

Figura 6.8. Ventana: "Datos experimentales”, pestafia "Concentraciones”.

En la segunda pestafa: “Datos experimentales” se debe asegurar que se encuentren incluidos

los datos de volumen y pH obtenidos de la titulacion (Figura 6.9).

41 Experimental data o || = | =

Import tration curve |

Concentrations  Experimental data l Electrode Settings]

peint volume /ml use pH i‘ Add point
1 0 Yez  2.766
2 0.01 es 279 Remave paint(s)
3 0.0z Yes  2.816
4 0.03 Yes  2.845
5 0.04 Yes  2.878
6 0.05 Yes 28513
7 0.06 Yes 2947
8 0.07 Yes  2.985
9 0.02 Yes  3.026

Figura 6.9. Ventana: "Datos experimentales”, pestafia "Datos experimentales”
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En la tercera pestaia: "Ajustes del electrodo” se indica el tipo de electrodo utilizado y el error

de lectura de pH (Figura 6.10).

J|L-|-" Experimental data | = ” = ”&|

Imnport tration curve

Al curves
Reagent H
Error 0.02

Figura 6.10. Ventana: "Datos experimentales”, pestafa "Ajustes del electrodo”

6. Una vez llenas todas las ventanas con los datos, se procede a crear la gréafica en la que
observaremos si nuestros datos experimentales se ajustan al modelo tedrico que da el

programay que a su vez fue alimentado con las B que se introducen al inicio (Figura 6.11).

2-picolil espiramicina 1b - ATP
12

10

T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 1.2

Volumen de NaOH (mL)

Figura 6.11. Ejemplo de curva de titulacion de la 2-picolil espiramicina — ATP (1:1, 2x10° M)
en HYPERQUAD 2013. Los datos experimentales (<) y la curva generada (---).
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7. Finalmente se refinan las constantes de estabilidad, obteniendo los resultados con un 95%
de confianza. Los valores de las constantes se obtienen como logaritmos de f, con el error

correspondiente (Figura 6.12).

&4, Results: C:\Program Files (xB6)\Hyperquad... E\ = @

Wiew Stepwize constants

Al
i+ i
" Iterations alb albe

Erint zection * Results

— K=
Save onginal
data

Revert

=
il
_ Ao |

Hypergquad (wversiom & 0 1 )}

Refinement Concluded at 02/05/201€ 01:35:36 p.
Data from: C:\.._\Potenciometrka Spypic Febrero
Project title: SEYBIC-ATEZ

Execution time 0.23 secs

1 iterations. S5igma = 0.305

Befinement converged successfully

Standard
Log beta Value Deviation Comment
H=1 —-14 .05 constant
SPYPICH 8.78 constant
SPYPICHZ 16.597 CONSTant
SPYPICH3 Z24_34 constant
ATEH &6.52 constant
LTPHZ 11.4 constant

SPYPICRTFH 11.3 0.2355
SEYPICRTFHZ 15._318¢ 0.255

SPYPICATPH2 27.1598 0.1&88
SPYPICRTPH4 33.524 0.0827

Figura 6.12. Ventana de refinamiento de las constantes.

Con el programa HySS 2009 se hace un diagrama de especies (tomando en cuenta los
valores de f's obtenidos en HYPERQUAD) donde se grafica el porcentaje de formaciéon de

las especies vs el pH (Figura 6.13).
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90

1 ®m  SPYPICATPH
804 ® SPYPICATPH2
o 704 SPYPICATPH3
@ ] v v SPYPICATPH4
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@ v . ]
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5 |
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Figura 6.13. Diagrama de abundancia de especies del complejo 2-picolil espiramicina 1b
con ATP (2x10°* M, relacién molar 1:1).

6.3.4. Ecuaciones para la determinacion de las constantes de protonacion (pK.’s) de los
derivados de espiramicina y de los huéspedes

A continuacion, se presentan las ecuaciones (1a-d) para la determinacién de los p&:s de los

derivados preparados por titulacién potenciométrica.

[LH3*1[H™]
LH2'+ = LH§+ + H* K1 = [LH—Z"I'] (1a)
[LH3*][H*]
LH3* = LH?* + H* K, = ——_ - (1b)
i i T ILHS]
[LH*][H*]
LH?* = LH* + H* K, = ———— (1c)
2 ° T [LHF]
N [L][H*]
LH* = A+ H* K, = TLHT (1d)

El ajuste de las curvas de titulacion para el caso de la formacion de complejos, permite la
determinacion de las constantes acumulativas definidas por le ecuacion 2, la cual

corresponde a la reaccién 3:
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C [LAHy) 2
P =

L+ mH* + A" =2 LAHT™? (3)

En donde S es la constante acumulativa o global de formacién, L el receptor, Aes el aniony

H* es el proton, m es el nUmero de protones que forman el complejo.

La constante de asociacion Kj que corresponde a la formacion del complejo entre las formas
protonadas del receptor (LH;) y el anién (AH;)), donde i + j =n, y puede calcularse de los
valores de f11n con constantes de protonacion conocidas de ambos reactantes. Para aplicar
esta definicion, se asume que la complejacion del anidon no cambia el patrén de protonacién
del receptor y el huésped. La localizacion de los protones en los complejos se asume que

sea regulada por la basicidad de las especies que interactian.

Las constantes acumulativas o globales de protonacidon o asociacion B, involucran el
producto de las constantes de protonacion paso a paso: Ki, K...K, de acuerdo a la ecuacién
4.

=K "K, K;..K, (4)

Para el calculo de los pK; del anfitrion (molécula de 2 especies), se toma la primera f como
el primer pK; del compuesto, y para las siguientes se hace una resta como se muestra en la

ecuacion 5:

Bn — Bn-1 = pKa, (5)

Donde n es mayor que n - 7. Se restan los valores de 8 obtenidos para el complejo menos
el valor de 8 del derivado solo, correspondiente a cada especie generada. Asi, si queremos
el valor de pKG se resta al valor de 5 obtenido para el complejo el valor de S5 del derivado
solo. De manera desarrollada los pAzs de los derivados de espiramicina y de los huéspedes
utilizados se pueden obtener como se muestra a continuaciéon (se muestra un ejemplo de la
obtencién de los pAis de 2-picolil espiramicina 1b que tiene 4 sitios de protonacion en las

ecuaciones 6a-d):
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By = AT pKgy de Sustrato = log f; (6a)
[LH,] _ 6b
B, T pK,, de Sustrato =logf, — pKa, (6b)
_ [LHs] _
fs = TAIIE pKq3 de Sustrato = log 3 — pKy — pKao (6¢c)
_[LH,] _
B [LI[H] PKq4 de Sustrato =log B, — pKq1 — 0Kaz — PKas (6d)

6.3.5. Ecuaciones para la determinacion de las constantes de asociacion (log K) de los

complejos anfitrion-huésped

Para la determinacion de las constantes de estabilidad de los complejos, que son sistemas
de 3 especies (anfitrion-huésped-proton), se restan las betas calculadas. Se muestra como

ejemplo el 2-picolil espiramicina 1b (4 sitios de protonacion) y un anién con dos cargas

negativas (un dicarboxilato) (Ecuaciones 7a-f):

[LAH]
P111 = m logKy11 =logf111 — PKax
[LAH,]
P11z = W logKy1, = logf112 — PKa1 — DKz
[LAH;]
P11z = W log K13 =10gf113 — PKa1 — PKaz — K3
[LAH,]
P11a = W log K114 = 10g 114 — PKa1 — Kaz — PKaz — PKaa

[LAH]
P11s = W log K115 = log 115 — PKa1 — PKaz — PKaz — PKgs — DKgs

[LAH,]
Pi16 = W log K116 = l0g 115 — PKa1 — Kaz — PKaz — PKas — DKas — PKye

(7a)

(7b)

(7¢c)

(7d)

(7e)

(7f)
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6.3.5. Ecuaciones para la obtencion de la constante efectiva (K.r)

Es dificil establecer el orden de selectividad a partir de las constantes de asociacion debido
a que varios equilibrios de protonacion que se encuentran presentes en la solucién estan
traslapados. Una mejor alternativa es el uso de la constante de estabilidad efectiva, K,

definida a cierto valor de pH, de acuerdo con la ecuacion 8 (se omitieron las cargas):

v 2([LAHi+j])
1 SLHD(E[AH])

(8)

Teniendo el diagrama de especies, se puede calcular la constante efectiva del complejo en
el mismo programa. La ecuacion 9 es utilizada por HySS:

Y[Anfitrion] unido a Huésped

K,rr= 9
eff Y.[Huésped] no unido al Anfitrion = },[Anfitrion] no unido al Huésped ©)

Se divide la concentracion del complejo formado, entre la multiplicacion de la concentracién

del huésped libre por la concentracion del anfitrion en su forma libre.
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6.4. Estudios por Resonancia Magnética Nuclear

El pardmetro méas importante en este tipo de espectroscopia es el desplazamiento quimico
(), el cual esta asociado a una frecuencia de resonancia relativa de un proton tomando
como referencia la frecuencia de resonancia de los protones del tetrametil silano y
expresado en partes por millon (ppm). El 8 es sensible a la estructura electrénica del atomo
al cual estd enlazado (depende de la hibridacién del carbono y los efectos de los
sustituyentes unidos a ese carbono) y de las interacciones que presenta el protén con el
resto de los atomos de la molécula y con las moléculas vecinas. Esta Ultima caracteristica
permite el empleo de esta espectroscopia para detectar la formacion de complejos no

covalentes del tipo anfitrién-huésped.

Con la instrumentacion de RMN es posible obtener espectros de buena calidad con
concentraciones sub-milimolares (usualmente tan bajas como 10™* M), sugiriendo que RMN
puede ser adecuado para obtener K; hasta y por encima de 10® M. Dicho esto, muchas
referencias en la literatura establecen que la concentracién 10° M es el limite minimo para

los experimentos de titulaciones en RMN.%

6.4.1. Determinacion de los valores de pK. de 2-picolilespiramicina 1b

Para asignar los sitios de protonacion de 2-picolilespiramicina 1b se realizd un estudio de
dependencia del pH sobre el desplazamiento quimico de los protones. Se prepar6 una
solucion 5 mM en un volumen de 500 pL de DO y se le agregd suficiente acido acético
deuterado para obtener un pH de 1.33. La muestra se titul6 agregando alicuotas de NaOD
0.08 M para aumentar el pH de la solucion hasta llegar a 9.26 y registrando el espectro de

'H después de cada adicion.

87 Nelissen, H. F. M., Smith, D. K. Chem. Commun. 2007, 0, 3039-3041.
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Obtencion de las constantes de protonacion de 2-picolil espiramicina 1b en RMN

Una vez concluida la titulacion se graficaron los desplazamientos de RMN H en funcién de
los valores de pH en el programa ORIGIN y posteriormente se hizo el ajuste de los datos

experimentales por la ecuacion 10.

8o+ 6,K;107PH + §,K,1072PH+

+1) —
Sobs ([HT]) = 1+ K{107PH + K,1072PH 4 . (10)

Las constantes de protonacién se determinan por la curva de titulacién ajustada por ésta
ecuacion. Los valores de §,, se definen como: §, que es el desplazamiento final en pH basico,
&, como el promedio del desplazamiento inicial y el final y §, como el desplazamiento inicial
en medio acido. Los valores de K; y K, se proponen en el ajuste como los pki's de la

molécula.

Obtencion del pX: en D0

El grupo de Bal y colaboradores,®® reportaron una férmula que se deriva experimentalmente
a partir de lecturas por medio del pH de soluciones equivalentes en H.O y D0, las cuales
proveen una herramienta precisa para convertir los valores de pk; (determinados en H:O)

en aquellos que sean validos para D20 y viceversa.

La ecuacion 11 tiene aplicaciones universales y su uso se puede considerar para facilitar la
planeacién de experimentos y para el analisis de resultados y ayuda a evitar errores y

discrepancias.

pK, = (0.929)(pKp) + 0.42 (11)

8 Krezel, A, Bal, W. /. Inorg. Biochem. 2004, 98, 161-166.
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6.4.2. Estudios de reconocimiento molecular de 1b hacia ATP y ADP mediante
titulaciones por RMN 'H y °'P

Se prepararon soluciones del derivado 2-picolil espiramicina 1b con concentracion 5 mM en
un volumen de 550 yL de D>O y se fijé el pH a 7 con DCl diluido. En el caso de los huéspedes
ADP y ATP se prepararon las soluciones con concentracion 55 mM en 500 plL. Al tubo que
contenia la solucién del derivado 1b se le adicionaron cantidades equimolares del huésped
para aumentar la concentracion de este Ultimo durante la titulacidn. Se registré el espectro

después de cada adicién del huésped.

Debido a que los datos de las titulaciones de cada complejo no daban una curva con
saturacion suficiente para un ajuste, se opto por calcular los desplazamientos inducidos por
complejacion (Complexation Induced Shifts: CIS, por sus siglas en inglés) de las sefiales de
los de los espectros de RMN de 'H y de *'P. Los valores de complejacion inducida se

calcularon con la formula:

(5obs - 5) (1 2)

En donde §,,5 es el desplazamiento quimico de una sefial medida en soluciones de D,O en
las cuales se encuentra el receptor y el sustrato en la relacion molar maxima (1 : 3.75 para el
complejo 1b-ATP y 1 : 2 para 1b-ADP), § es el desplazamiento quimico de la sefal que

corresponde al receptor o al sustrato no complejados.®

8 Covington, A. K, Paabo, M., Robinson, R. A, Bates, R.G. Anal. Chem. 1968, 40, 700.

73



Metodologia

6.5. Estudios por modelado computacional

Las estructuras iniciales de los anfitriones y las moléculas huésped se calcularon empleando
la estructura de rayos X reportada por Steitz’' y fueron construidas en el programa
Maestro.®® Las estructuras fueron optimizadas empleando mecénica molecular con el campo
de fuerza OPLS3%", tal como est4 implementado en el paquete computacional Macromodel
de Schrodinger inc.? En todos los casos el disolvente acuoso fue simulado con un modelo
continuo de tipo Poison-Boltzman®. En todos los casos se realizd una bulsqueda
conformacional para encontrar la estructura de minima energia empleando la rutina
CofGen* incluida en Macromodel que utiliza un algoritmo de busqueda conformacional
que implica la rotacién de fragmentos de la molécula. Una vez obtenida la estructura de

minima energia se realizé un refinado hasta 0.01 Kcal/mol con un algoritmo Polak-Ribiére.*

% Maestro, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2008 https://www.schrodinger.com/maestro

91 Harder, E.; Damm, W.; Maple, J.; Wu, C.; Reboul, M; Xiang, J. Y., Wang, L.; Lupyan, D.; Dahlgren, M. K; Knight, J.
L, Kaus, J. W.,; Cerutti, D.; Krilov, G.; Jorgensen, W. L; Abel, R.; Friesner, R. A. /. Chem. Theory Comput. 2016, 72,
281-290.

92 MacroModel, versién 11.1. Schrédinger, LLC, New York, 2008 https://www.schrodinger.com/citations/

93 Fixman, M. J. Chem. Phys. 1979, 70, 4995

% rwin, J. J,; Sterling, T.; Mysinger, M. M, Bolstad, E. S.; Coleman, R. G. /. Chem. Inf Model. 2012, 52, 1757-1768.
% Khoda, K. M.; Liu, Y,; Storey, C. J Optim Theory Appl. 1992, 75, 345-354,
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6.6. Estudios de titulacion isotérmica por calorimetria (ITC)

En afos recientes, la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) ha emergido como uno de
los mas poderosos métodos para el estudio de interacciones anion-receptor. ITC es
especialmente atractiva porque provee acceso a los pardmetros termodinamicos
individuales correspondientes a las interacciones de enlace propuestas (p. €j. AG, AH y AS).
También se pueden usar estudios dependientes de la temperatura (p. ej. RMN, UV-vis) para
derivar estos mismos parametros termodindmicos, tales analisis generalmente son
laboriosos, insensitivos y propensos al error. ITC, por otro lado, permite la obtencion de una
alta energia de asociacion dentro de sus componentes individuales entalpicos y entrépicos

por medio de mediciones llevadas a cabo a una sola temperatura.

Un calorimetro es capaz de medir la cantidad de muestra que ha reaccionado, o la velocidad
de ésta, esto lo hace por medio de la medicion de la cantidad del calor absorbido (proceso
endotérmico) o el calor generado (proceso exotérmico) en una reaccion quimica, el cual es
igual a la cantidad de muestra que reacciond, n (en moles) y al cambio de entalpia en la
reaccion, AH (en cal/mol). La medicion de la velocidad a la cual el calor es intercambiado con

el medio es igual a la velocidad de la reaccion.

Las mediciones calorimétricas se pueden realizar mediante el proceso de cambio de
temperatura (proceso adiabatico) y el proceso de compensacion de energia (proceso
isotérmico). En un instrumento de compensacion de energia, la celda de medicién del
calorimetro esta controlada a temperatura constante (isotérmico). Cuando se lleva a cabo
una reaccion quimica, el calor producido por la reaccion es detectado y la energia aplicada
al controlador disminuye para mantener la temperatura constante; es decir, el calor
producido por la reaccion es compensado por una disminucion del calor generado por el
controlador. La sefial producida por el calorimetro, es la energia (ucal/sec) aplicada al

controlador de calor para mantener la temperatura de la celda constante, como funcion del
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tiempo; es decir, la energia de calentamiento por el tiempo de la medicion (o el tiempo

requerido por el controlador para regresar a la linea base (Esquema 6.1).%

waaisen

leringa 544 \ | |
ontn
@ 5 10

ha

15 20 25 30 a5 40 45 50

Time {min)
— e f

Salida

™ Careta adiabdtica

I o A

Celda referencia f r') | 1 Celda muestra

Energia administrada d{ _ Administrador de energia a
constantemente al

|L| la celda muestra, calor
|

| |
calentador de la celda de X
referencia R o

Esquema 6.1. Representacion de un ITC de compensacién de energia tipico.®

proporcional a AT

Sin embargo, ITC no provee informacién directa sobre la estructura quimica de los
compuestos (como lo hace la espectroscopia de RMN) y requiere ajustar los datos a un
modelo de enlace predicho. Las mediciones calorimétricas son importantes para encontrar
y estudiar sistemas simples cuyas interacciones huésped-anfitrion puedan ser extrapoladas

a sistemas mas complejos.

6.6.1. Preparacion de las muestras

Se realizaron los experimentos de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) del derivado 2-
picolilespiramicina 1b con los nucle6tidos de adenosina: ATP, ADP y AMP en solucion
acuosa con las siguientes condiciones: Temperatura 25 °C, Buffer MES 0.05 M, NaCl 0.1 M,
pH 7. Las muestras se desgasificaron a vacio durante 5 min previo a cada experimento. Para

realizar la titulacion, primero se coloco en la celda muestra (dentro del calorimetro), la

% Freyes, M. W., Lewis, E. A. Methods in Cell Biology, 2008, 84, 79-113.
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solucion de 1b (~1.54 mL), y en la jeringa del equipo la solucion del huésped (nucleétido
de adenosina) (~ 270 pl) que seria el titulante. Se hicieron 29 adiciones, la primera de 1 pL
y las siguientes de 10 pL cada una con un tiempo de espaciamiento de 300 entre cada
adicion. Se variaron las concentraciones entre el huésped y el anfitridn (las cuales se colocan
en la celda y en la jeringa de adicion del equipo de ITC respectivamente) y se resumen en
la Tabla 6.3. Para restar el calor de dilucion del buffer se realizé el blanco correspondiente
colocando Unicamente el huésped en la jeringa y el buffer MES en la celda de trabajo.

Se obtuvieron las isotermas las cuales fueron ajustadas con la ecuacion predeterminada del
equipo para un sitio de interaccién. Los experimentos seflalados en negritas en la Tabla 6.3,
fueron los que mostraron un comportamiento adecuado para calcular los pardmetros del
complejo anfitrion-huésped, las curvas de titulacion de éstos junto con los ajustes

correspondientes se mostraran en la seccion 7.6 de Resultados y Discusion.

Tabla 6.3. Condiciones para obtener la K'de asociacion, niUmero de sitios de interaccién y
las constantes termodinamicas entre el derivado 2-picolil espiramicina 1b y los nucleétidos
de adenosina.

Experimento Celda Jeringa
[SpyPicl/mM [Nucledtido]/ mM
SpyPic-ATP 1B 1 10
SpyPic-ATP 2B 1 10
BlancoSpyPic-ATP 1B 10
SpyPic-ATP 1C 2 20
SpyPic-ATP 2C 2 10
SpyPic-ATP 3C 2 30
SpyPic-ATP 4C 2.5 25
SpyPic-ATP 5C 1.5 15
SpyPic-ATP 1D, pH 4.5 1 30
BlancoSpyPic-ATP 1D, pH 4.5 30
SpyPic-ATP 2D, pH 4.5 1 10
BlancoSpyPic-ATP 2D, pH 4.5 10
SpyPic-ATP 1E, pH 7 1 10
SpyPic-ATP 2E, pH 7 Sin NaCl 1 10
Buffer ATP 2E, pH 7 Sin NaCl 10
- - - |
SpyPic ADP 1B 1 10
BlancoSpyPic ADP 1B 70
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SpyPic ADP 2B 1 10
SpyPic ADP 1C 2 20
SpyPic ADP 2C 1.5 30
SpyPic ADP 3C 1 30
BlancoSpyPic ADP 3C 30
SpyPic ADP 4C 2 10
SpyPic ADP 5C 1 30
SpyPic ADP 1D, pH 4.5 1 30
Blanco SpyPic ADP 1D, pH 4.5 30
- - - |
SpyPic AMP 1B 1 10
BlancoSpyPicAMP 1B 70
SpyPic AMP 2B 1 10
SpyPic AMP 1C 1 30
BlancoSpyPicAMP 1C 30
SpyPic AMP 2C 1 20
SpyPic AMP 3C 1 30
SpyPic AMP 4C 1 30

Las especificaciones del experimento se muestran como en el programa MicroCallTC

(Esquema 6.2).
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IE:' istance Up
i 0.016 U | Sot Jacket Temp
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Esquema 6.2. Ventana del programa MicroCallTC donde se muestran los parametros usados
durante el experimento.
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6.6.2. Ecuaciones para obtener los parametros termodinamicos

En la titulacion calorimétrica o calorimetria de titulacion isotérmica el gradiente de la curva
se ajusta para determinar la constante de enlace y la integracion del area total bajo la curva,
da la entalpia de enlace (AHcompiejo), pOr lo que se puede calcular la energia libre y la entropia

del sistema de las ecuaciones 13 y 14:

AG=-nRTInK (13)

AGcomplejo= AHcomplejo - TAScomplejo (14)

6.6.3. Obtencion de la ecuacion de ajuste para un sitio de interaccion

El calorimetro cuenta con 2 celdas en forma de paleta, la celda de referencia y la celda
muestra con volumen Vo, que contiene a la disolucion de interés. El volumen de cada “i"
adicion es AV y el volumen total contenido en la celda muestra después de cada adicion es

AV, es decir, la suma total de las adiciones.

En los experimentos en ITC se asume que la concentracion inicial de la muestra es M y el

ligante afadido (X) tiene una concentracion inicial en la celda de cero.

Al inicio del experimento solo V es percibido calorimétricamente; por la forma de la celda
cada adicion del ligante desplaza el volumen hacia el tubo inactivo AV, asi la concentracion
de la muestra M en V no presenta cambios significativos ya que los moles iniciales de M en

V, se distribuyen en un volumen mayor: Vo+ AV.

La concentracion de la muestra en AV, es el promedio de la concentracion inicial M;°y la

concentraciéon actual M; en el volumen activo, por lo que se requiere conservar la masa:

Mt= ML[(1-AV/2V0)/(1+ AV/2V )] (15)

Usando un razonamiento similar, se muestra que la concentracién actual del ligante (X) en
Vo, se relaciona con la concentracién X;° (asumiendo que todo el ligante adicionado

permanece en Vo):
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Xt=X°[1/1+ AV /2V o) (16)

Las expresiones anteriores vienen contenidas en el programa Origin para corregir los errores
por dilucion que se puedan presentar en cada adicion y con el que se realizan los ajustes de

los datos experimentales obtenidos de la titulacién calorimétrica.

6.6.4. Tratamiento de los datos

A partir de la isoterma obtenida del complejo se pueden calcular los parametros
termodinamicos de la reaccion, AH, AS, AG, n y K; que se calculan con el programa Origin 7.
Estos calculos se hacen suponiendo que existe un conjunto Unico de sitios de enlace

idénticos. Para esto se requiere de las siguientes ecuaciones en donde:

K es la constante de enlace

nes el nUmero de sitios de enlace

Vo es el volumen activo de la celda

My [M) son la concentracién de la molécula del bulto y libre en Vp
X:y [X son la concentracion del ligante del bulto y libre

O es la fraccion de sitios ocupados por el ligante X

La ecuacion para la constante de enlace es:

K=0 / (1-0) [X] (17)

Al combinar las ecuaciones 15, 16 y 17:

02— 0 [1+ (X/nM:)+(1/nKM:)] + Xi/nM= 0O (18)

Para obtener la ecuacion de ajuste para un sitio de interaccién se tomo en cuenta el calor
total Qde la disolucién contenido en I/ a la saturacién fraccional © que se describe:

Q=n 6 M:AH Vy (19)
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Donde AH es el calor molar de enlace del ligante. Asi se toma en cuenta el volumen
desplazado por la adicion / La expresion correcta para el calor liberado AQj; de la adicion 7

es:

A(i)=Q(i)+ dViVo [Q(i)+Q(i-1)2]-Q(i-1) (20)
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6.7. Estudios por UV-visible

La espectroscopia de Ultravioleta-Visible se basa en el andlisis de la cantidad de radiacion
electromagnética (en el intervalo de longitudes de onda del ultravioleta y visible) que puede
absorber o transmitir una muestra en funcion de la concentracién del analito presente. Todas
las técnicas de absorcidon suponen que cuando una radiacién incide sobre una muestra se
produce una absorcidn parcial de esta radiacién, lo que hace que se produzca una transicion
entre los niveles energéticos de la sustancia: atomo, molécula o ion, X, pasando esta al
estado excitado, X*, el resto de radiacién es transmitida. Asi analizando una u otra podemos

relacionar la cantidad de especie activa presente en la muestra.

6.7.1. Determinacion de los coeficientes de absortividad molar (¢ ) de los derivados de
1a-d (Linealizaciones)

Para obtener el parametro de ¢ para cada derivado (1a-d), se realizaron los experimentos
de UV-vis los cuales se trabajaron con diferentes soluciones amortiguadoras debido a que
los derivados presentan diferente solubilidad. Las condiciones para medir la absorcion de la
muestra a diferentes concentraciones de cada derivado se presentan en la Tabla 6.4. Para
estos estudios no es necesario tener un blanco para corregir por dilucién. Todos los
experimentos se hicieron por duplicado. El volumen inicial de las muestras en la celda fue
de 2500 pL. Las adiciones se hicieron agregando cantidades equimolares de la solucion

madre [M] para obtener diferentes concentraciones de los derivados dentro de la celda.

Tabla 6.4. Condiciones de trabajo utilizadas para las mediciones del coeficiente a absorcion
molar de 1a-d.

Derivado ‘ [M] Disolvente ‘ Intervalo de [M] en la celda
1a 5x104 M 1x107 M -3.3x10> M
1b 2%103 M Solucién amortiguadora MES 25106 M — 2.5x10°5 M
i 0.05 M, 0.1 M de NaCl, pH 6.5 x10 =>x10

1c 5x10* M 4x10° M — 1.44x10* M
1d 1x103 M DMSO 1x107 M =2.3x10° M
1 1x103 M - -

c x10 Solucién amortiguadora de 9.9x10° M - 1.5x10* M
1d 1x10° M fosfatos 0.05 M, pH 3 3.99x107 M - 2.3x10° M
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Para los experimentos posteriores de reconocimiento molecular con aniones se eligio la
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 3 para disolver los derivados Naftil espiramicina

1c y Pirenil espiramicina 1d.

6.7.2. Ley de Lambert — Beer para la obtencion de ¢

La Ley de Lambert - Beer relaciona la energia radiante en un haz de radiacién
electromagnética, usualmente luz ordinaria, a la longitud del camino del haz en un medio
de absorcion y a la concentracién de las especies de absorcién. La ley combinada se enuncia

en la ecuacion 21:

P
A= —logig— = ebc (21)
Po

En donde:

A = absorbancia o densidad 6ptica,

Py = intensidad de la luz incidente

P = intensidad de la luz transmitida

¢ = absortividad o coeficiente de extincién (mol™ -cm™)
b = espesor del medio absorbente (cm)

¢ = concentracién de las especies de absorcion (M)

Es deseable que el huésped afiadido no presente ninguna absorcion en la region de interés
ya que esto simplifica el sistema considerablemente. Esto es usual en el caso de sistemas
supramoleculares simples (por ejemplo, en la adicién de cationes o aniones que contengan
estructuras cromoforicas). Es importante que la complejacidén cause un cambio notable en

el espectro de UV-visible.

6.7.3. Determinacion de los valores de pK, de Naftil espiramicina 1c

Para llevar a cabo la determinacion de los valores de las constantes de protonacion del
derivado Naftil espiramicina 1c empleando la técnica de UV-Visible, se prepar6 una solucion
madre con concentracion 1x10° M (0.0129 mmol) del derivado y se disolvié en una mezcla
70:30 H20-MeOH con fuerza ionica 0.1 M de NaCl. A partir de esta muestra se preparo la

dilucion que se utilizé para la titulacidn, con concentracion final de 1x10™* M en un volumen
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de 50 mL. Se utilizaron soluciones de HClI 1 My NaOH 2 M estandarizadas para ajustar el pH

de la muestra. La titulacién se hizo desde pH acido al basico (Intervalo de pH: 2.97 — 12.49).

La solucién del derivado Naftil espiramicina 1c se mantuvo en agitacion mientras se titulaba
con una solucién estandarizada de NaOH 2 M, el cual se agrego en cantidades constantes
de microlitros empleando una pipeta automatica. La Figura 6.14 muestra como ejemplo la
titulacion de Naftil espiramicina 1c con NaOH 2 M para el célculo de las constantes de
protonacion. El ajuste correspondiente para obtener los pk:’s se encuentra en el apartado

7.7.2 de Resultados y discusion.

Naftil espiramicina
Titulacion para obtener pK s

1.0—-
0.9—-
0.8—-
0.7—-
0.6—-

0.5

Absorbancia

0.4

0.3 1

0.2

01 —rT - T - T T 1 - T T T T T
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

A (nm)
Figura 6.14. Titulacién de Naftil espiramicina 1¢ [1.1x10™* M] con NaOH 2 M en el intervalo
de pH de 2.97 — 12.49 para el calculo de los pK:'s.

6.7.4. Tratamiento de los datos obtenidos de la titulacion

En el ejemplo mostrado en la Figura 6.14 se emple¢ la longitud de onda de 310 nm, que
presentd el mayor cambio en la absorbancia, para efectuar el calculo de los p&:'s de Naftil
espiramicina. Los datos de absorcion de esta longitud de onda se dividieron entre la
concentracion de la muestra (1x10* M) y se graficaron contra el pH de la titulacion. El
intervalo de pH graficado fue de 6.49 — 12.49 debido a que en esta zona se observa una

mayor saturacién.
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6.7.5. Ecuacion de ajuste para obtener las constantes de protonacion de los derivados
1a-d
La grafica obtenida de la titulacion se ajustd con la ecuacion 22. El pardmetro espectral

A,ps se formula como una funcién de [H™]:

Ay + A1 K 107PH + A,K, 1072PH 4,

(22)
1+ K;107PH + K,1072PH 4,

Aops ([H+D =

Los valores de A,, se definen como: 4, que es la absorbancia final en pH basico, A; como el
n 0 1
promedio de la absorbancia inicial y la final y A, como la absorbancia inicial en medio acido.

Los valores de K; y K, se proponen como los posibles pk;’s de la molécula.

6.7.6. Reconocimiento molecular de Naftil espiramicina 1c y Pirenil espiramicina 1d

Para realizar las titulaciones de reconocimiento molecular de los derivados con los
nucledtidos de adenina se buscd una solucidén amortiguadora que cubriera un intervalo de
pH entre 3y 5. A este pH los derivados se lograron disolver y no se degradaron ya que son
muy estables en pH’s acidos. En cambio, a pH’s mayores de 5 comienzan a precipitar. Se
encontré que preparando una solucion amortiguadora de fosfatos (tomando en cuenta su
pK; mas bajo: 2.12) en medio acuoso y con pH acido no iba a interferir con la absorbancia
de los compuestos. Por lo tanto, se preparo la solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM,
pH 3 con fuerza idnica 0.1 M de NaCl para disolver las muestras con los receptores y los

nucledtidos.

Los espectros de absorcion de las titulaciones anfitrion-huésped se obtuvieron preparando
las soluciones que se muestran en la Tabla 6.5, todas las titulaciones se hicieron en solucion
acuosa a pH 3 en la solucidon amortiguadora de fosfatos a 25 °C con un volumen inicial de
2500 pL del receptor en la celda. Se hicieron varias adiciones de 5 uL de los nucledtidos con
la concentracién que se sefiala en la tabla, en donde al agregar 50 plL del huésped equivalia
a tener una relacion anfitrion—-huésped 1:1, hasta llegar a 2 equivalentes aproximadamente.
Se usaron 2 celdas de trabajo, en una se coloco el receptor con la concentracion que se

indica y la segunda conteniendo Unicamente la solucién amortiguadora de fosfatos. A ambas
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se les fue agregando la misma cantidad del huésped para posteriormente corregir los datos

de absorbancia restando el blanco correspondiente.

Tabla 6.5. Condiciones de titulacion en UV-vis para los experimentos de complejacién de
1c-d con los nucledtidos.

Condiciones de titulacion Receptores
Naftil espiramicina 1c Pirenil espiramicina 1d
Concentracién en la celda 1.22x10* M 2x10° M
Concentracion de AMP, ADP y ATP 6.10x10> M 1x10° M
Disolvente Solucién amortiguadora de fosfatos pH 3

En la Figura 6.15 se puede observar el espectro de la titulacion de Naftil espiramicina 1c
con AMP. El derivado 1c presenta tres bandas de absorcién caracteristicas en L = 272, 290
y una absorbancia maxima en L = 280 nm. Por otra parte, los nucle6tidos de adenina
presentan bandas de absorcion en 208 y 260 nm, debido a que existe interferencia en las
bandas de ambas especies, se decidi6 analizar los datos de la longitud de onda de 290 nm.
Los resultados de estas graficas se encuentran en la seccion 7.7.3 del apartado. Resultados

y Discusion.

24 Naftil espiramicina - AMP

2.2 ]
2.0—-
1.8—-
16-
1.4—-
1.2 ]

Absorbancia

1.0—-
0.8—-
0.6—-
0.4—-
0.2 ]

0.0 4
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Figura 6.15. Titulacién de la complejaciéon entre Naftil espiramicina 1¢ [1.22x10™ M] con
AMP [6.1x10* M] en solucidén amortiguadora de fosfatos a pH 3.
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Por otro lado, en la Figura 6.16 se muestra un ejemplo de la titulacion de Pirenil espiramicina
1d con AMP, en donde se pueden observar las bandas caracteristicas de la unidad de pireno
en 312, 326 y 342 nm. Para este espectro se eligieron las bandas de absorcién en 326 y 342
nm para su analisis ya que son las bandas que no presentan interferencia con la absorcion

del blanco.

2.0

Pirenil espiramicina - AMP

18]
16
14;
12
10

0.8 4

Absorbancia

0.6
0.4

0.2 +

0.0

0.2 T T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340 360

A (nm)
Figura 6.16. Titulacidon de la complejacién entre Pirenil espiramicina 1d [2x10™ M] con AMP
[1x107 M] en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 3.

6.7.7. Tratamiento de datos obtenidos de titulaciones anfitrion-huésped

Todos los datos y las graficas obtenidas se hicieron en el programa Origin 6.0. Una vez que
se obtiene el espectro de absorcion, se eligen las bandas de longitud de onda que presentan
mayor cambio al adicionar el huésped. Las bandas se corrigen por dilucién con la ecuacion

23 que se muestra a continuacion, (A es absorbanciay I/volumen):

[(Acomplejo - Ablanco)(Vinicial enlacelda + Vagregado)] (23)

Acorregida -

Vinicial enlacelda
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Una vez hecho esto, se grafica la absorbancia corregida contra la concentracion del huésped
adicionado en la longitud de onda a analizar. El ajuste de estos datos se hace utilizando la

ecuacion 24 para considerar una estequiometria 1:1 entre el huésped y el anfitrion.

A = Ay + AxK[H]r (24)
obs 1+ K[H];

Donde 4,5 €s la absorbancia observada, A, es la absorbancia del receptor en ausencia del
huésped, A, es el cambio maximo de la absorbancia inducido por la presencia del huésped,

[H]r es la concentracién total del huésped y K es la constante de asociacion.”’

Con finalidad de poder realizar un mejor ajuste de los datos, éstos se transformaron en
-log [X] y la absorbancia como AA para obtener un modelo sigmoidal que nos permitiera
calcular la constante de asociacién en la complejacion, pero no fue posible encontrar un
modelo de ajuste adecuado para este tipo de graficas ya que el modelo sigmoidal implica
un proceso mas complejo que la asociacion. En la seccion 7.7.3 del apartado. Resultados y
Discusion se muestran las graficas obtenidas de esta transformacién (-log [Huésped] contra

AA) y las gréaficas de [Huésped] contra absorbancia corregida.

97 H.-J. Schneider, A. Yatsimirsky, Principles and Methods in Supramolecular Chemistry, John Wiley & Sons:
England, 2000.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Sintesis de los derivados

La modificacion quimica de la espiramicina se hizo para obtener derivados con propiedades
nuevas y atractivas. Especialmente para agregar grupos funcionales capaces de producir una
sefial analitica en la espectrometria UV-visible durante los fendmenos de reconocimiento
molecular o mejorar la selectividad en agua por el establecimiento de interacciones del tipo
n—n o CH--t que involucran a grupos aromaticos. Para explorar estas hipotesis se planted
que la sintesis de los derivados de espiramicina se podria llevar a cabo mediante una
reaccion tricomponente de aminacion reductiva entre el grupo aldehido de la espiramicina,
una amina y triacetoxiborohidruro de sodio como agente reductor. La reaccion se llevo a
cabo empleando cloroformo como disolvente, acido acético como catalizador y a

temperatura ambiente durante 24 h (Esquema 7.1).

CH;
/w\l,\l’CH3
Q H3C
P ooy H
H,N" R 3I/N\/R
_—
Hsc\N/CH3 NaBH(OAC); = H3C\N/CH3
CHCl3-AcOH H
oH 25°C, 24 h " wo OH
CH3E¢CH3 CH&C%
o) OH o - o OH
CHa HscY O OH CHj
Espiramicina 1a-d
1a: R= Fenil
1b: R= 2-Picolil
1c: R= Naftil
1d: R= Pirenil

Esquema 7.1. Esquema de sintesis de los derivados de Espiramicina 1a-d.

Mediante este método, primero se genera una imina a través de la reaccion del aldehido de
la espiramicina con la amina, liberando una molécula de agua, posteriormente el
triacetoxiborohidruro de sodio reduce esta imina dando lugar a la amina secundaria en los
derivados de espiramicina. A continuacion, se muestran las estructuras de los derivados de
espiramicina obtenidos y el rendimiento con el que se obtuvieron (Esquema 7.2). Tal como

se pudo constatar a partir del rendimiento quimico, el proceso de aminacién reductiva
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empleada para la obtencidén de los derivados de espiramicina es altamente eficiente. Los
nombres correctos de cada derivado son: N-bencilamino-espiramicina 1a, N-(2-piridil)
metilamino-espiramicina 1b, N-(1-naftil) metilamino-espiramicina 1c y N-(2-pirenil)
metilamino-espiramicina 1d; en el Esquema 7.2 se mencionan con los nombres cortos que

se usaron durante todo el documento para mayor simplicidad.

Bencil espiramicina, 1a; 98% 2-Picolil espiramicina, 1b; 96%

CHj
Ty Y

e
&M N

wnQ

o \,~CHs
“0 (o) O OH
CHs\{C%
e " o OH
H3C O OH CH3
Naftil espiramicina, 1c; 93% Pirenil espiramicina, 1d; 91%

Esquema 7.2. Estructuras de los derivados de Espiramicina 1a-d.
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7.2. Caracterizacién de los derivados por RMN 'H y 3C

La obtencion de todos los derivados se confirmd mediante las técnicas espectroscopicas de
RMN de 'H, "C y espectrometria de masas. La caracterizacion se realizb por comparacion
de los espectros anteriormente asignados de la espiramicina y se encuentran en la seccion
2.11.1 Estructura quimica de la espiramicina. En el espectro de 'H del primer derivado: Bencil
espiramicina 1a, como era de esperarse, ya no esta presente la sefial del grupo aldehido de
la espiramicina (8: 9.82). Las sefales del metileno adyacente al grupo aldehido (CH.CHO)
ahora se observan como una sefial ancha en 6: 1.64 ppm (CH,CH>NH, 18H). Adicionalmente,
el carbono del aldehido se convierte en un metileno (CH:NH, 19H) y se observa como una
sefal triple (/= 7.0 Hz) en &: 2.77. Finalmente, el metileno del grupo bencilo (CHzPh, 21H) se
distingue como un sistema AB (/= 12.6 Hz) en &: 3.79 (Figura 7.1).

Platendlida Micarosa

Bencil espiramicina 1a
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Figura 7.1. Espectro de RMN *H (700 MHz, CDCl5) de Bencil espiramicina 1a, 5x1073 M.

Por otra parte, en el espectro de RMN "*C también se puede ver claramente la desapariciéon

del grupo aldehido de la espiramicina (8: 202.8). El carbono adyacente al aldehido (CH.CHO,

d: 43.2) se desplaza como (CH,CH>NH, 18C) a &: 27.4. Adicionalmente, la sefal del metileno

proveniente del grupo aldehido (CH,CHO) cambia su ambiente quimico (ahora CH>NH, 19C)

y muestra su desplazamiento en &: 46.6. Finalmente, el carbono bencilico (CH:Ph, 21C)

aparece en un desplazamiento de &: 54.2 (Figura 7.2).
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P 7’ 8
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16P
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Figura 7.2. Espectro de RMN 3C (175 MHz, CDCls) de Bencil espiramicina 1a, 5X10°3 M.

En el Apéndice G: £spectros de RMN ('H, °'C, COSY y HSQC) y masas, se presentan todos

los espectros (Esquemas G.1 - G.18) y la caracterizacién completa de los derivados 1a-d.
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7.3. Estudios por potenciometria

Se determinaron las constantes de protonacién de los derivados 1a-c en diferentes mezclas
de disolventes de acuerdo a la solubilidad particular de cada compuesto: agua - metanol
(9:1 V/V) para 1a, solucién acuosa para 1b y agua - metanol (9.5:0.5 V/V) para 1c¢, utilizando

diferentes concentraciones de cada derivado.

7.3.1. Determinacion de constantes de protonacion (pK.’s) de los derivados 1a-c

El conocimiento de las constantes de acidez de los receptores tipo poliamina es critico para
establecer las condiciones de pH bajo las cuales los compuestos se encuentran protonados
en solucidn acuosa y si es capaz de unirse a los aniones. Ademas, los valores de p&; son
informacion absolutamente necesaria para determinar las constantes de afinidad de los
derivados con las distintas moléculas huésped por medio de potenciometria. Por otro lado,
en el caso de los farmacos, se requiere del conocimiento preciso de las constantes de acidez
para comprender los patrones de solubilidad y transporte de las moléculas en los sistemas
biolégicos. La importancia de introducir otro atomo de nitrogeno a la estructura del
macrolido radica en obtener moléculas tribasicas que puedan presentar una mayor carga
cationica que el precursor espiramicina. Con lo anterior en mente se llevaron a cabo estudios
de titulacion por potenciometria para determinar las constantes de protonacion de los

derivados Bencil espiramicina 1a, 2-Picolil espiramicina 1b y Naftil espiramicina 1c.

Bencil espiramicina 1a

El derivado 1a es muy poco soluble en agua; por lo tanto, los estudios por potenciometria
se realizaron en una mezcla agua-metanol (9:1 V/V) con una concentracién de 5x10™* M del
derivado. En la Figura 7.3 se presenta la curva de titulacion donde se muestra el pH vs el
volumen agregado de NaOH. En la figura se aprecia una zona de amortiguamiento en el
intervalo de pH de 5.5 — 9.7 que corresponde a la disociacion reversible de tres protones

(HsL = L + 3H%).
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Figura 7.3. Curva de titulacion de Bencil espiramicina 1a (5x10* M) con NaOH valorado
(0.0785 M), en atmosfera inerte de nitrogeno, a 25 °C y 0.1 M de NaCl. Se adicionaron 3
equivalentes de HCl 1 M con respecto al derivado.

El ajuste de los datos con el programa HYPERQUAD (Figura 7.4), permitio el calculo de tres
constantes de protonacién (pK:) las cuales fueron asignadas a los diferentes grupos amino
protonables. Los valores de constantes de protonacion para bencil espiramicina 1a se
asignaron de acuerdo a la basicidad de las aminas. Las aminas secundarias sustituidas (en
este caso por el fragmento de bencilo) son bases fuertes, por lo tanto se le asigno el pk;
mas alto a la amina secundaria adyacente al anillo aromatico.®® Para el caso de los
aminoazucares, se tomo en consideracién un estudio previo realizado para su precursor
espiramicina® en donde se determinaron sus constantes de protonacién por potenciometria
y por RMN 'H en donde se confirmé que la forosamina tiene el pA; mas basico (8.44) y la
micaminosa el menos basico (7.49), ademas, estructuralmente se debe tener en cuenta que

la amina de la forosamina (Tabla 7.1).

% Droge, S. T. J., Hermens, J. L. M., Rabone, J., Gutsell, S., Hodges, G. £nviron. Sci.: Processes Impacts, 2016, 18,
1011-1023.
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Tabla 7.1. Valores de pK: de Bencil espiramicina 1a
Valor de pX. Posicion del grupo

pKa = 6.83 £ 0.10 Micaminosa
pKa = 8.21 £ 0.07 Forosamina
pKaz = 8.99 £ 0.09 Amina secundaria

Bencil espiramicina la

12 +

10

pH

2 T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Volumen de NaOH (mL)

Figura 7.4. Curva de titulacion de 1a (5x10™ M), 0.1 M de NaCl a 25 °C en HYPERQUAD. Los
datos experimentales se indican con ( ) y la curva de las constantes de estabilidad
acumulativas refinadas se indican como (---).

A partir de los valores de pk;’'s del derivado 1a, se calculd el diagrama de abundancia de
especies (utilizando el programa HYSS 2009), en el que se indica la proporcion de cada

especie presente en solucion correspondiente a cada valor de pH (ver Figura 7.5).
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Figura 7.5. Diagrama de abundancia de especies para Bencil espiramicina 1a (5x10 M), 0.1

M NaCl, 25 °C.

En el diagrama de especies se puede apreciar que en el intervalo de pH 7 - 8, la especie mas
abundante del derivado 1b es la forma diprotonada con un 70% de formacion a pH 7.5.
Basandose en el diagrama anterior se obtuvo la Tabla 7.2, en la cual se muestra el porcentaje
maximo de cada especie, el pH en el cual se encuentra ese maximo y el grupo al que

pertenece cada especie.

Tabla 7.2. Resumen de los porcentajes de formacion de las especies protonadas para 1a a
diferentes valores de pH. Valores obtenidos del diagrama de especies.

Especie ‘ Posicion de grupo % de la especie

LH; Micaminosa 99 46
LH; Forosamina 70 7.6
LH Bencilamina 51 8.6

L Especie libre 98 10.6

2-Picolil espiramicina 1b

El derivado 1b fue soluble en agua, por lo tanto, fue mas facil determinar sus constantes de
acidez por medio de potenciometria, logrando obtener incluso el pk: mas bajo que es el
correspondiente al anillo de piridina. Las titulaciones se realizaron en atmédsfera inerte de

nitrégeno a temperatura constante (25 °C), con concentraciones de 2x10 My fuerza i6nica
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0.1 de NaCl. Se agregaron 4 equivalentes de HCl 1 M. En la Figura 7.6 se presenta la curva
de titulacion graficada contra el volumen agregado de NaOH con respecto al pH. Partiendo
de la gréafica obtenida en Origin, se calcul6 el intervalo de pH de 0 — 5.6 en donde se observa
la primera zona de amortiguamiento de la titulacion en la cual existe la especie (HsL = HsL
+ H"). La segunda zona de amortiguamiento se encuentra en el intervalo de pH 5.6 - 9.9 la

cual corresponde a la disociacion reversible de tres protones (HsL = L + 3H").

12 4 2-picolil espiramicina

10 4

[ ] 2-Picolil Espiramicina 1b

—
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
Vol. NaOH

Figura 7.6. Curva de titulacidon de 2-Picolil espiramicina 1b, (2x10 M) con NaOH valorado
(0.0182 M), en atmosfera inerte de nitrégeno, a 25 °C y 0.1 M de NaCl. Se adicionaron 4
equivalentes de HCIl 1 M con respecto al derivado.

El ajuste de los datos obtenidos en la titulacion potenciométrica se realizé con el programa
HYPERQUAD 2013 (Figura 7.7) obteniéndose cuatro constantes de protonacion (pK:) los
cuales fueron asignados a los diferentes grupos amino protonables; en esta titulacion se

logro obtener el pk; del fragmento de piridina (Tabla 7.3).

Tabla 7.3. Valores de pK; de 2-picolil espiramicina 1b.

Valor de pX. ‘ Posicion del grupo

pKapy = 2.78 = 0.20 Piridina

pKar = 7.37 £ 0.05 Micaminosa

pKi2 = 8.19 £ 0.04 Forosamina

pKis = 8.78 £ 0.34 Amina secundaria
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El anillo del fragmento 2-piridilo en 1b tiene un pAk; mas bajo que su analogo piridina en
forma libre (pk: = 5.17);%° este valor presenta una gran incertidumbre pero su inclusién en
el modelo mejord el ajuste de los datos experimentales (en HYPERQUAD) en la parte acida
de la curva de titulacién. Esto se pudo comprobar mas adelante al observar el
desplazamiento de las sefiales aroméaticas en RMN 'H en dependencia con el pH.
Probablemente la disminucién de la basicidad del atomo de nitrégeno de la piridina se deba
a la repulsion generada entre el grupo aminometil protonado y el anillo de piridina
protonado. Por otro lado, la cercania entre el grupo aminometil y el anillo piridina también
puede generar un puente de hidrogeno intramolecular pudiendo reducir significativamente

la basicidad del atomo de nitrégeno del anillo de piridina (Esquema 7.3.).

Esquema 7.3. Propuesta de puente de hidrégeno intramolecular en la 2-picolilamina.

Para asignar los valores de pK. de 2-picolil espiramicina 1b, se tomaron en cuenta los
mismos principios anteriormente descritos, en donde la basicidad de las aminas secundarias
que cuentan con un sustituyente es de suma importancia para la asignacion del pk; mas
basico. De igual manera, para la asignacion de los pK:’s de los aminoazucares, se tomo en
cuenta el antecedente previo de espiramicina en donde la micaminosa tiene el p&; mas bajo

y la forosamina queda con un valor intermedio para el caso del derivado 1b.

9 A) Grandberg, I. I, Faizova, G. K, Kost, A. N. Chem. Heterocycl. Compd. 1966, 2, 561-566. B) Anderegg, G.,
Popov, K., Pregosin, P.S. Helv. Chim. Acta, 1986, 69, 329-332.
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Figura 7.7. Curva de titulacién de 1b (2x10° M), 0.1 M de NaCl a 25 °C en HYPERQUAD.
Datos experimentales se indicancon ( > ) y la curva de las constantes de estabilidad
acumulativas refinadas se indican como (---).

A partir de los valores obtenidos de pK se calculd el diagrama de abundancia de especies
(con el programa HySS 2009) que indica la proporcion de cada especie presente en solucion

a cada valor de pH (ver Figura 7.8).
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Figura 7.8. Diagrama de abundancia de especies para 2-Picolil espiramicina 1b (2x10 M),

0.1 M NacCl.

En el diagrama de especies se puede apreciar que en el intervalo de pH 7 - 8, la especie mas
abundante del derivado 1b es la forma diprotonada con un 55% de formacion a pH 7.8. Con
base en el diagrama anterior se obtuvo la Tabla 7.4, en la cual se muestra el porcentaje

maximo de cada especie, el pH en el cual se encuentra ese maximo y el grupo al que

pertenece cada especie.

Tabla 7.4. Resumen de los porcentajes de formacién de las especies protonadas para 1b a

diferentes valores de pH. Valores obtenidos del diagrama de especies.

% de la especie

Especie Posicion de grupo
LH4 Anillo de piridina 82 2.0
LHs Micaminosa 99 5.0
LH: Forosamina 55 7.8

LH 2-picolil amina 46 8.5
L Especie libre 99 10.7

Naftil espiramicina 1c

Con la finalidad de lograr la completa disolucién del derivado 1c en la mayor concentracion

de agua, se utilizé un sistema Agua-Metanol 9.5:0.5 V/V en el cual fue necesario agregar HCI
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diluido, bajando el pH hasta 3.5, con una concentracion 5x10* M. Las titulaciones se
realizaron bajo las mismas condiciones que los derivados 1a y 1b (atmosfera inerte de
nitrégeno, a 25 °C e /= 0.1 M de NaCl). En la Figura 7.9 se presenta la curva de titulacion
graficada del pH contra el volumen agregado de NaOH. A partir de la grafica obtenida en
Origin, se obtuvo el intervalo de pH de 54 — 9.5 de la zona de amortiguamiento la cual

corresponde a la disociacion reversible de tres protones (HsL = L + 3H").

12 4
114

10 4

pH
<
1

4 4
1 f* Naftil Espiramicina 1¢

T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Vol. NaOH agregado

Figura 7.9. Curva de titulacion de Naftil espiramicina 1¢ (5x10™* M) con NaOH valorado (0.03
M), con atmosfera inerte de nitrégeno, a 25 °C y 0.1 M de NaCl. Se adicionaron 3
equivalentes de HCl con respecto al derivado.

El ajuste de los datos con el programa HYPERQUAD (Figura 7.10) dio tres constantes de
protonacion (pk:) las cuales fueron asignadas a los diferentes grupos amino protonables
(Tabla 7.5). Como se hizo con los derivados anteriores (1a-b), los valores de pk; de 1c se
asignaron de la misma manera, de acuerdo a la basicidad de la amina secundaria sustituida
y a los antecedentes de la espiramicina. En donde, el pk: mas basico fue asignado para la
amina secundaria correspondiente al fragmento de naftilo, el pk; intermedio a la amina
terciaria de la forosamina y el valor de pk: menos basico se le asign6 a la amina de la

micaminosa.
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Tabla 7.5. Valores de pK: de Naftil espiramicina 1c

Valor de pKa Posicion del grupo
pKa = 7.19 £ 0.02 Micaminosa
pKa2 = 8.30 £ 0.01 Forosamina

pKas = 8.98 + 0.02

Amina secundaria

9 Naftil espiramicina 1c
O
et
“0‘“‘
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O
z 6 - o
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3 4
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Figura 7.10. Curva de titulacion de 1¢ (5x10* M), 0.1 M de NaCl a 25 °C en HYPERQUAD.
Datos experimentales se indicancon ( <> ) y la curva de las constantes de estabilidad

acumulativas refinadas se indican como (---).

Se calculo el diagrama de abundancia de especies (utilizando HYSS 2009) en cual se indica

la proporcion de cada especie presente en solucion correspondiente a cada valor de pH (ver

Figura 7.11).
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Figura 7.11. Diagrama de abundancia de especies para Naftil espiramicina 1¢ (5x10* M), 0.1
M NacCl.

En el diagrama de especies se puede apreciar que en el intervalo de pH de 7 y 8, la especie
mas abundante del derivado 1c es la forma diprotonada con un 65% de formacion a pH 7.7.
Con base en el diagrama anterior se obtuvo la Tabla 7.6, en la cual se muestra el porcentaje
maximo de cada especie, el pH en el cual se encuentra ese maximo y el grupo al que

pertenece cada especie.

Tabla 7.6. Resumen de los porcentajes de formacion de las especies protonadas para Naftil
espiramicina 1c a diferentes valores de pH. Valores obtenidos del diagrama de especies.

Especie Posicion de grupo % de la especie
LHs Micaminosa 99 5.0
LH; Forosamina 65 7.7
LH Naftil amina 51 8.7
L Especie libre 97 10.5

Resumen de las constantes de protonacion de los derivados 1a-c

En la Tabla 7.7 se resumen las constantes de protonacion de la espiramicina y sus derivados
1a-c determinadas experimentalmente por potenciometria en diferentes sistemas de

solubilidad. Los valores de p&; mas altos fueron asignados para las aminas secundarias, que se
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convierten en bases mas fuertes al estar sustituidas por fragmentos alquil aromaticos, los
cuales por efecto inductivo le confieren un aumento a la basicidad de la amina. Por otro lado,
los valores de pk; reportados en la literatura para las aminas aromaticas son de 9.3 para
bencilamina y de 9.7 para 1-naftilmetilamina.’®

Los pk:'s intermedios se asignaron con base en lo obtenido para el precursor espiramicina, en
donde los sitios de protonacién se comprobaron por el desplazamiento de las sefiales de los
metilos de los aminoazulcares forosamina y micaminosa por RMN 'H, en donde las sefales
sufren un desplazamiento a campo bajo conforme el pH disminuye, la sefial correspondiente

a forosamina comienza su desplazamiento a un pH mas alto que la micaminosa.

Tabla 7.7. Constantes de protonacion de los derivados 1a-c y espiramicina.

Posicion de Bencil 2-Picolil Naftil Espiramicina
grupo espiramicina 1a | espiramicina 1b espiramicina 1c
H20-MeOH H>0-MeOH
H-0 H>0
N R74% 9505wV
pKapy | Piridina - 2.78 £ 0.20 - -
pKa1 | Micaminosa 6.83 + 0.10 7.37 £ 0.05 7.19 £ 0.02 7.49 + 0.009
pKs | Forosamina 8.21 + 0.07 8.19 + 0.04 8.30 + 0.01 8.44 + 0.006
pkaz | Amina secundaria| 8.99 + 0.09 8.78 + 0.34 8.98 + 0.02 -

En el Esquema 7.4 se especifican los sitios de protonacion correspondientes a cada valor de
pk calculado. El derivado 1d no se estudio por esta metodologia debido a la baja solubilidad
que presento en agua. Se propone que esto se deba a la cantidad de fragmentos aromaticos

que tiene este derivado en su estructura.

10 Droge, S. T. J., Hermens, J. L. M., Rabone, J., Gutsell, S., Hodges, G. Environ. Sci.: Processes Impacts, 2016, 18,
1011-1023
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Esquema 7.4. Asignacion de los sitios de protonacién de los derivados 1a-c.

7.3.2. Estudios de reconocimiento molecular de los derivados 1a-c

con aniones

Las constantes de asociacion entre los derivados de espiramicina y los aniones fueron

determinadas mediante potenciometria, la cual ha sido ampliamente utilizada para

investigar el reconocimiento molecular de las poliaminas con aniones de diferente

naturaleza. El ajuste de las curvas de titulacién proporciona las constantes de estabilidad

totales () definidas de acuerdo con la ecuacion 2 (L = receptor, A =

agregado):
[LAH,,]
[L][A™=][H*]™

Que corresponde a la reaccion:

L+mH* + A" 5 LAHS™?

huésped, H = proton

(2)

(3)
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Este equilibrio es indicativo de la estequiometria del equilibrio de la complejacion, pero no
provee ninguna informacién sobre la localizacion de los protones men los complejos de las
especies. Las constantes por etapas de las que corresponden a la formaciéon de complejos
entre las formas individuales del receptor y el anion pueden calcularse a partir de los valores
de f11n con las constantes de protonacion previamente determinadas para los aniones y los
receptores individuales. Se asume que la formacion de los complejos no modifica el patrén
de protonacion del receptor.’ En consecuencia, la localizacion de los protones en los
complejos esta regulada por la basicidad de las especies interactuantes; es decir que si el
complejo involucra la presencia de uno o varios protones en su estructura estos se alojaran
en los sitios mas basicos del complejo en correspondencia con el pk; de las especies

individuales que lo forman.

Propiedades de Reconocimiento Molecular de Aniones por Bencil espiramicina 1a
hacia aniones fosfatados, nucledtidos de adenina y dicarboxilatos

FOSFATOS

Se realizaron los estudios de bencil espiramicina 1a en una mezcla H,O-MeOH 9:1 V/V con
los aniones fosfato y pirofosfato. En la Tabla 7.8 se observa que la especie formada mas
estable es aquella en donde el receptor 1a existe en forma desprotonaday el anién en forma
monoprotonada con un log K = 3.34. En tanto que la interaccién mas fuerte de 1a hacia el
anion pirofosfato es aquella en donde el receptor esta en su forma triprotonada y el
pirofosfato en su forma anidnica con un log K = 3.81. Los diagramas de especies de los
complejos formados por 1a y los fosfatos se encuentran en los Esquemas C.1 - C.2 del

Apéndice C.

0T Arranz, P., Bianchi, A, Cuesta, R, Giorgi, C, Godino, M. L., Gutiérrez, M. D., Lopez, R., Santiago, A. /norg. Chem.
2010, 49, 9321-9332.
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Tabla 7.8. Valores de log K'de Bencil espiramicina 1a con los aniones fosfato y pirofosfato
en H,O-MeOH (9:1 V/V).

Complejos log K ‘ Complejos log K
Fosfato Pirofosfato
L + AH* = [(L)(AH)]* 3.34 + 0.19 | LH** + A* = [(LH2)(A)]* 3.58 + 0.08
LH* + AH? = [(LH)(AH)I" 321 020 | LH3** + A* = [(LH3)(A)I 3.81 £ 0.54
LH2?* + AH? = [(LH2)(AH)] 295+ 0.28 | LH3:3* + AH?* = [(LH3)(AH)] | 3.52 + 0.07

L= Bencil espiramicina libre, LH = Bencil espiramicina monoprotonada, LH, = Bencil espiramicina diprotonada,
LH3 = Bencil espiramicina triprotonada A = Anién, AH = Anién monoprotonado.

En la Figura 7.12 se observa que la afinidad por el anién fosfato va en aumento desde pH
5.5 hasta pH 10 conforme el complejo comienza a desprotonarse, presentando un valor
maximo de log Ke de 3.33 en pH’s basicos. En cambio, el pirofosfato, presenta un efecto
contrario, en donde los valores de K van disminuyendo conforme se desprotona el
complejo, le valor maximo que presenta es log K de 3.27 a pH 6.4, que como se observa
en el diagrama de abundancia de especies (Esquema C.2 del Apéndice C), corresponde a

la especie [(LH3) (A)].

Bencil espiramicina
354
3.0
m  Fosfato
® Pirofosfato
2.5
2.0
o
N4
S 154
1.0 H ...
05 ...J'
[ ]
| ]
.I
0.0 H
T T T T T
5 6 7 8 9 10

pH

Figura 7.12. Logaritmo de la constante efectiva (log Ae) en funcion del pH para fosfato y
pirofosfato en el estudio de interaccion con 1a.
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NUCLEOTIDOS

Se hicieron los estudios de reconocimiento molecular con los nucleétidos de adenina. La
constante de asociacion mayor fue observada con el nucleétido ADP tal como se observa
en la Tabla 7.9 La mayor interaccion se da cuando el receptor 1a estd en su forma
triprotonada y el huésped en su forma anionica (log K= 4.82), lo cual nos indica que es una
interaccion de tipo electrostatica. El hecho de que exista una mayor interaccién con el ADP
que con el ATP nos dice que el tamafo del ADP se ajusta mejor a la forma del anfitrién. El
ATP y el AMP mostraron sus maximos valores de log K'en la misma especie que para ADP,
(LH3)(A). Los diagramas de especies de los correspondientes complejos formados por 1a con

los nucleétidos de adenina se encuentran en los Esquemas C.3 - C.5 del Apéndice C.

Tabla 7.9. Valores de log Kde 1a con los nucleétidos de adenina en H.O-MeOH (9:1 V/V).

Complejos
AMP ADP ATP

LH + A = (LH)(A)® ND 3.76 £ 0.07 3.08 + 0.46
LH_+ A = (LH )(A) 2.60 + 0.21 3.92 + 0.06 3.50 + 0.31
LH, + A= (LH)(A) 3.95 + 0.05 4.82 £ 0.07 4.50 + 0.28
LH, + AH = (LH )(AH) 3.35 + 0.05 3.66 + 0.16 3.67 £ 0.13

@ Cargas omitidas por simplicidad, LH = Bencil espiramicina monoprotonada, LH, = Bencil espiramicina
diprotonada, LH3; = Bencil espiramicina triprotonada A = Nucleétido de adenina, AH = Nucleétido de adenina
monoprotonado.

En la Figura 7.13 se puede observar una mayor K @ pH 7 con la siguiente tendencia de
afinidad: ADP > ATP > AMP. A este pH se puede observar que el receptor en su forma
triprotonada forma los complejos mas fuertes con los nucleétidos como es de esperarse en
una molécula tricatiénica. La mayor interaccién con el ADP es un resultado inesperado
debido a que la maxima interaccion deberia de ser con la molécula con carga negativa
mayor. Conforme los huéspedes se protonan, las constantes disminuyen y en todos los pH’s
el receptor muestra amplia preferencia por el ADP, esto es indicativo de que aparte de la
interaccion electrostatica, operan otras fuerzas no covalentes que contribuyen a la
estabilidad del complejo en forma similar a lo reportado por Bianchi y colaboradores para

otro receptor que también muestra selectividad por ADP.%
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Figura 7.13. Logaritmo de la constante efectiva (log Ki) en funcidén del pH para los
nucledtidos de adenina en el estudio de interaccién con 1a.

DICARBOXILATOS

Se estudiaron los acidos dicarboxilicos que son moléculas que funcionan como huéspedes
dianionicos. Las constantes de asociacion (mostradas como log k) se muestran en la Tabla
7.10. El glutarato no presento interaccién ya que es posible que su cadena (3 carbonos
intermedios) sea muy pequefa para el tamafio de la cavidad del receptor. Sin embargo,
como era de esperarse, el adipato y el pimelato mostraron mayores valores de las constantes
de asociacion (log K= 4.56 y 4.80, respectivamente). En ambos casos, los complejos mas
estables fueron aquellos donde el receptor 1a se encuentra en su forma tricationica y los
huéspedes en su forma dianidnica. Lo cual hace pensar que la naturaleza de las interacciones
involucradas en la estabilidad del complejo es de tipo puramente electrostatico y que se
forman puentes salinos entre los grupos COO- y el R;NH+. Los datos de la tabla indican el
derivado de espiramicina se une selectivamente a dicarboxilatos con cadenas 6 6 7 carbonos
los cuales se ajustan mejor a la a las dimensiones dela cavidad del receptor.

Los diagramas de especies de los correspondientes complejos formados por 1a con los

dicarboxilatos se encuentran en los Esquemas C.6 - C.7 del Apéndice C.
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Resultados y discusion

Complejos log K
Glutarato Adipato Pimelato
LH* + A= [(LH)(A)]" No detectado 3.76 + 0.02 343 +£0.08
|_|-|22++ A¥= [(LH))(A)] No detectado 3.99 + 0.02 4.21 £ 0.04
|_|-|33++ A% = [(|_|-|3)(A)]+ No detectado 4.56 £ 0.02 4.80 + 0.04
|_|-|33++ AH = [(LH3)(AH)]2+ No detectado 433 +0.03 472 + 0.05
|_|-|33++ AH; = [(LH3)(AH2)]3+ No detectado 4.30 £ 0.03 4.40 + 0.05

LH = Bencil espiramicina monoprotonada, LH, = Bencil espiramicina diprotonada, LH; = Bencil espiramicina
triprotonada A = Anién en su forma libre, AH = Anidbn monoprotonado, AH, = Huésped neutro.

En la Figura 7.14 se aprecia la grafica de constante efectiva de los complejos formados por
1a con dicarboxilatos, mostrando la tendencia: pimelato > adipato. El adipato tiene un log
Kers maximo de 4.48 a pH 5.9 y el pimelato tiene un valor de log K de 4.74 a pH 5.7. La
constante efectiva va decayendo a pH basico en ambos casos. La molécula de pimelato tiene
una cadena mas larga que la del adipato, por esto es posible que el pimelato tenga mas
interacciones del tipo coulémbicas con diferentes sitios del receptor 1a, ya sea en la cavidad
formada por el metilamino de la micaminosa y la bencilamina o entre el grupo metilamino

de la forosamina con la bencilamina.
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Figura 7.14. Logaritmo de la constante efectiva (log Kes) en funcidn del pH para los acidos
dicarboxilicos en el estudio de interaccion con 1a.
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Propiedades de Reconocimiento Molecular de Aniones por 2-Picolil espiramicina 1b
hacia aniones fosfatados, nucledtidos y dicarboxilatos.

FOSFATOS

Se realizaron los estudios de reconocimiento molecular de los complejos formados por 2-
picolil espiramicina 1b con los aniones fosfato y pirofosfato, en solucion acuosa para
determinar sus constantes de asociacion (log K). En la Tabla 7.11 se observa que la mayor
interaccion del receptor 1b con el anion fosfato se da entre la especie diprotonada de 1b
con el fosfato en su forma monoprotonada con un log K= 3.07. En el caso del pirofosfato,
la mayor interaccion es cuando éste se encuentra en su forma anidnica y 1b triprotonado
con un log K = 4.16. Los diagramas de especies de los complejos formados por 1b y los

fosfatos se encuentran en los Esquemas C.8 - C.9 del Apéndice C.

Tabla 7.11. Valores de log K de 2-Picolil espiramicina 1b con fosfato y pirofosfato en
solucién acuosa.

omplejo Fosfato Pirofosfato

L + AH? = [(L)(AH)]* 2.57 + 0.24 | LH* + A*= [(LH)(A)]* 3.44 + 0.03
LH* + AHZ = [(LH)(AH)]- 2.73 + 0.14 | LH2?* + A*= [(LH2)(A)]* 345 + 0.04
LH.2* + AH? = [(LH2)(AH)] | 3.07 + 0.10 | LH33* + A*= [(LH3)(A)] 4.16 + 0.03
LH33* + AH3 = [(LH3)(AH)] 2.99 + 0.03

LH33* + AH2% = [(LH3)(AH2)]* 3.20 + 0.03

L = 2-Picolil-espiramicina libre, LH = 2-Picolil-espiramicina monoprotonada, LH, = 2-Picolil-espiramicina
diprotonada, LH3 = 2-Picolil-espiramicina triprotonada A = Anién, AH = Anién monoprotonado, AH, = Anién
diprotonado.

En la Figura 7.15 se muestra la grafica obtenida en Origin para los valores de constante
efectiva (log Kerr) del complejo formado por 1b con los fosfatos. Se observa un aumento de
los logaritmos en el intervalo de pH de 5.8 — 8.2. El log Kesr del fosfato muestra un valor
maximo de 2.74 a pH 8.24, se observa también que los valores de los logaritmos se
mantienen constantes en el intervalo de pH de 8.29 - 11. En cambio, el pirofosfato tiene un

comportamiento diferente. En el intervalo de pH de 5.8 — 8.2 los logaritmos se mantienen
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constantes, el log Ker maximo es de 3.08 a pH 8.45 y finalmente los valores de logaritmos

disminuyen en el intervalo de pH de 8.50 - 11.

2-Picolil espiramicina
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Figura 7.15. Logaritmo de la constante efectiva (log Ke) en funcion del pH para fosfato y
pirofosfato en el estudio de interaccion con 1b.

Haciendo una comparacion entre la grafica de Kz de 1b con 1a en su interaccion con fosfato
y pirofosfato, se observa un comportamiento similar en la tendencia de las graficas, en
donde para ambos derivados la interaccion hacia el fosfato aumenta a pH basico y la
interaccion hacia el pirofosfato disminuye a pH basico. Ademas de los valores de las
constantes para ambos derivados con estos aniones se encuentran en el mismo orden de

magnitud (para fosfato de 2.50 — 3.34 y para pirofosfato de 3.45 — 4.16).

NUCLEOTIDOS DE ADENINA

Se hicieron estudios con los nucleétidos de adenina. En la Tabla 7.12 se observa que la
interaccion mas fuerte del AMP con el receptor 1b se da en la especie en donde el receptor
estda monoprotonado y el anion esta en su forma libre con un log K= 2.67. Para el ADP la
interaccion mas fuerte se forma cuando el receptor se encuentra en su forma triprotonada

y el anion en su forma libre con un log K = 2.48. Por Ultimo, se puede observar que la
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interaccion mas fuerte del receptor con el ATP se forma cuando el receptor se encuentra
triprotonado y el anién monopotonado con un log K = 3.04. Los diagramas de especies de
los complejos formados por 1b y los nucledtidos de adenina se encuentran en los Esquemas

C.10 - C.12 del Apéndice C.

Tabla 7.12. Valores de log K'de 1b con los nucle6tidos de adenina AMP, ADP y ATP en
solucién acuosa.

Complejos log K
AMP ADP ATP

LH + A = (LH)(A)® 2.67 + 0.03 2.31 + 0.05 2.55 + 0.04
LH_ + A = (LH )(A) 2.47 +0.01 1.70 + 0.11 2.39 + 0.05
LH, + A= (LH)(A) 2.48 + 007 2.48 + 0.15 2.81 + 0.01
LH_+ AH = (LH)(AH) No detectada 2.20 + 033 3.04 + 0.04

a@ Cargas omitidas por simplicidad, LH = 2-Picolil-espiramicina monoprotonada, LH, = 2-Picolil-espiramicina
diprotonada, LH; = 2-Picolil-espiramicina triprotonada A = Nucledtido de adenina en su forma libre, AH =
Nucleétido de adenina monoprotonado.

En la Figura 7.16 se observa la grafica de constantes efectivas obtenidas en Origin de los
complejos formados por 1b con los nucledtidos. A pH 5.8, el ATP tiene un log de K de 2.97.
El ADP muestra un log de Kerr de 2.46 a pH 6.4 y por ultimo el AMP da un log de K de 2.71
a pH 8.1. El enlace mas fuerte se observa con el ATP, el cual tiene una carga negativa mas
alta, y por tanto se espera un modelo puramente electrostatico. Esto se debe a un mejor
arreglo en el complejo formado por el receptor 1b con ATP, y por la presencia de puentes
de hidrogeno adicionales establecidos entre la cadena de fosfatos de ATP y los sitios
protonables del receptor (como se puede constatar mas adelante con los experimentos de
RMN y con los modelos computacionales obtenidos para el derivado hacia ATP y ADP). De
la gréfica se puede deducir también que en el intervalo de pH 4.0 - 6.4 existe el receptor 1b
en forma tricatidnica y la tendencia de afinidad hacia los nucleo6tidos es de ATP>ADP>AMP.
De forma interesante se observa que en el intervalo de pH 7.6 - 10.0, 1b muestra una mayor

afinidad por AMP sobre los demas nucleétidos.
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Figura 7.16. Logaritmo de la constante efectiva (log Ki) en funcidén del pH para los
nucledtidos de adenina en el estudio de interaccién con 1b.

DICARBOXILATOS

Adicionalmente, se llevd a cabo el estudio de reconocimiento molecular con diferentes
acidos dicarboxilicos, y en la Tabla 7.13 se resumen los logaritmos de las constantes de
asociacion calculados. Se puede apreciar que el log de K'va en aumento hasta llegar a un
maximo en donde todas las especies se encuentran protonadas. Los diagramas de especies
de los complejos formados por 1b y los dicarboxilatos se encuentran en los Esquemas C.13

- C.16 del Apéndice C.

Tabla 7.13. Logaritmo de las constantes de asociacion (log K) de 2-Picolil espiramicina 1b 'y
acidos dicarboxilicos en solucion acuosa.

Complejos Log de K
Succinato Adipato Pimelato Suberato
LH* + A% = [(LH)(A)I 263 +0.06 | 209 +0.11 | No detectado | No detectado
LH 2+ A% = [(LH)(A)] 215+0.10 | 207+008 | 1.56+021 | No detectado
|-H33++ A% = [(LH)(A)]" 2.78 £ 0.04 2.62 + 0.04 2.39 £ 0.04 2.50 £ 0.08
LH33++ AH" = [(LH?')(AH)]2+ 3.22 £ 0.03 294 + 0.05 243 +0.08 2.96 + 0.09
LH**+ AHz = [(LH)(AH:)I** 3.27 £ 0.03 | 3.24 + 0.03 3.04 + 0.03 3.03 + 0.08
LH = 2-Picolil espiramicina monoprotonada, LH; 2-Picolil espiramicina diprotonada, LH; = 2-Picolil

espiramicina triprotonada, LH4 = 2-Picolil espiramicina tetraprotonada A = Anién en su forma libre, AH = Anién
monoprotonado, AH, = huésped neutro.
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En la Figura 7.17 observamos que en el intervalo de pH de 3.0 - 4.5 todos los aniones
muestran su mayor log Kes;, en donde todas las especies se encuentran protonadas. Este
hecho indica que el reconocimiento no esta controlado Unicamente por las interacciones
couldombicas, sino que se estan estableciendo otro tipo de interacciones, probablemente
entre la porcidn hidrofébica de 1b y las cadenas hidrocarbonadas de los dicarboxilatos. Los
dicarboxilatos de cadena corta tales como el succinato y el adipato presentan una mayor
afinidad con el receptor, posiblemente porque el tamafio de éstos aniones se ajusta mejor
a la cavidad formada entre la amina protonada de la micaminosa y la amina secundaria
perteneciente a la 2-picolil amina. Sin embargo, se observa que a medida que aumenta el
pH, el log ket para todos los aniones también disminuye. La tendencia general de afinidad

del receptor 1b hacia estos aniones es: succinato > adipato > suberato > pimelato.
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Figura 7.17. Logaritmo de la constante efectiva (log Ar) en funcion del pH para los acidos
dicarboxilicos en el estudio de interaccion con 1b.

Propiedades de Reconocimiento Molecular de Aniones por Naftil espiramicina 1c hacia
los aniones nucledtidos de adenina

Se realizaron estudios de reconocimiento molecular de Naftil espiramicina 1c con

nucledtidos de adenina. En la Tabla 7.14 se muestran los logaritmos de las constantes de
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asociacion obtenidas en las titulaciones potenciométricas y analizadas con el programa
HYPERQUAD. Se puede observar el valor de constante mas alto fue para ATP: log K = 6.40
en la especie desprotonada del complejo: (L)(A), para esta misma especie, el AMP dio su
valor de constante mas alto: log K= 4.10. Finalmente, el ADP muestra un valor de log K =
4.74 en la especie diprotonada de 1c y anidénica del huésped: (LH2)(A). Los diagramas de
especies de los complejos formados por 1c y los nucleétidos de adenina se encuentran en

los Esquemas C.17 - C.19 del Apéndice C.

Tabla 7.14. Valores de log K'de Naftil espiramicina 1c con los nucleétidos en H,.O — MeOH
(9.5:0.5 V/V).

Complejos log K
AMP ADP ATP
L+ A= (L)(A) 4.10 + 0.06 443 + 0.05 6.40 + 0.05
LH + A = (LH)(A) 4.04 + 0.05 4.54 + 0.05 6.15 + 0.05
LH_ + A = (LH))(A) 3.94 +0.05 4.74 + 0.04 6.03 + 0.04
LH2 + AH = (LHZ)(AH) No detectado 3.17 £ 0.07 3.69 + 0.08

L = Naftil espiramicina en forma libre, LH = Naftil espiramicina monoprotonada, LH, = Naftil espiramicina
diprotonada, A = Nucleétido de adenina, AH = Nucleétido de adenina monoprotonado.

En la Figura 7.18 se puede apreciar la ventaja del nucledtido ATP sobre los otros
nucledtidos, el maximo log Kss para ATP es de 6.20 a pH 8. En esta grafica se puede distinguir
un aumento del log Kt de los tres aniones a partir de pH 7.0. Es evidente que las constantes
se vuelven mas estables a pH’s basicos. La tendencia de afinidad es: ATP>ADP>AMP. Es
posible que la interaccion para los complejos formados de 1c hacia los nucleétidos sea del
tipo electrostatico y por interacciones del tipo hidrofébicas por parte del anillo de
naftilamina con los anillos de adenina. Sin embargo, esto no se comprobd por resonancia

magnética nuclear debido a la escasa solubilidad del receptor 1c en DO.
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Figura 7.18. Logaritmo de la constante efectiva (log i) en funcion del pH para los
nucledtidos de adenina en el estudio de interaccién con 1c.
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7.4. Estudios por Resonancia Magnética Nuclear

7.4.1. Obtencion de constantes de protonacion (pK.'s) de 2-Picolil espiramicina 1b en
D:0

Las titulaciones potenciométricas nos proveen los valores de las constantes de protonacion
y la estequiometria del equilibrio involucrado, pero no proporcionan la locacion especifica
del sitio de protonacién en la estructura. Es por este motivo que para asignar los sitios de
protonacion de 2-picolilespiramicina 1b se realizé un estudio de dependencia del pH sobre
sus sefiales de RMN de 'H. El experimento se realiz6 en D,O en un intervalo de pH de 1.33
— 9.27. Para incrementar el pH se utilizd una solucion diluida de NaOD registrando el
espectro de 'H por cada adicién de pH (de acuerdo al experimento descrito en la seccidn

6.4.1 del apartado de Metodologia) Los espectros de esta titulacion se muestran en la

Figura 7.19.
FOROSAMINA
o
g Me
Me 4"' e
NP :
N /
.
e 0 N
- B 17 _
H Me H
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o\ 18 \ /
N N 4
y HO 2 3 o
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Figura 7.19. Espectros de RMN 'H (400 MHz, D-0) del derivado 2-Picolil espiramicina 1b
(5x1073 M) en el intervalo de pH: 1.33 - 9.27.

Los desplazamientos mas notorios se observan para las sefiales de los protones de los
aminometilos de la micaminosa (7°, 8") y forosamina (7", 8”). En el intervalo de pH 5 - 9,
los atomos de hidrégeno de —CHs que estan adyacentes al nitrogeno del grupo amino en la
forosamina y micaminosa sufren un desplazamiento a campo alto conforme disminuye la
protonacion, esto ocurre casi simultdneamente al aumentar el pH. En la Figura 7.20 se

observa una expansion de la zona alifatica.
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Figura 7.20. Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,0) correspondientes a la zona alifatica de
1b (5x10 M) en el intervalo de pH 1.33 — 9.27. Se indican los desplazamientos quimicos de
las sefiales de los metilos de los aminozicares protonables: forosamina (7", 8) y
micaminosa (7°, 8).

Las graficas obtenidas para las sefiales correspondientes a los desplazamientos de los
metilos que pertenecen a los grupos aminos de los azucares forosamina y micaminosa se

muestran en la Figura 7.21.
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Figura 7.21. Curva de titulaciéon de los desplazamientos quimicos de las sefales de los
metilos de la forosamina (7", 8") y de los metilos de la micaminosa (7’, 8") del derivado 1b
vs pH.

De forma cualitativa, la curva de protonacion que se muestra en la figura de arriba muestra
que las sefales del grupo aminometilo de la forosamina (7", 8”") empiezan a desplazarse
desde un pH de 8.1 y las sefiales para la micaminosa a un pH de 7.7. Este comportamiento
coincide con el reportado anteriormente para espiramicina en el que nos indicaba que las

sefiales de forosamina se desplazan a un pH mas alto.®°

El experimento solo alcanz6 un valor a pH 9.2, el cual no es lo suficientemente alto para
desprotonar por completo a los grupos amonio de la forosamina. En un segundo
experimento se obtuvo el mismo espectro hasta pH 11. La grafica que se obtuvo de este
segundo experimento se muestra en la Figura 7.22. Los espectros de esta segunda titulacion

se muestran en el Esquema F.1 del Apéndice F.
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Figura 7.22. Obtencion de la curva de titulacion de los desplazamientos quimicos de la sefial

s

de los metilos de la forosamina (7", 8") vs pH. Las lineas corresponden al ajuste de los
datos con la ecuacion 28.

En la grafica obtenida de la segunda titulacion de 1b en dependencia del pH (Figura 7.22)
se observa la saturacion de la sefial 7, 8" correspondiente a los metilos del aminoazucar
forosamina. Al ajustar estos datos con la ecuacion 10 para obtener 2 pAb’s se pudieron
obtener los valores de 7.28 que corresponde al grupo amino de la micaminosa y de 8.79

para el grupo amino de la forosamina.

60 + 51Kp110_pH + 62Kp210_2pH+. e (10)
1+ Kp1107PH + K,,1072PH +, .,

Sobs ([H+D =

Para calcular los valores de pK; a partir de los valores de pAo obtenidos en el ajuste, se hizo

la transformacion de los valores utilizando la ecuacion 11:

pK, = (0.929)(pKp) + 0.42 (11)

Los valores transformados de pki fueron de 7.18 para la micaminosa y de 8.58 para la

forosamina. En comparacion con los valores obtenidos en potenciometria (7.37 para
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micaminosay 8.19 para forosamina), estos valores son muy parecidos y nos arrojan evidencia

sobre los sitios de protonacién para el derivado 1b.

Los protones aromaticos sufren un desplazamiento a campo alto conforme el pH aumenta,
lo cual concuerda con la desprotonacion del nitrégeno de la piridina que ocurre a un pH
menor a 2.5 en conformidad con lo reportado en la literatura’ en donde se muestra que
los derivados de 2-piridilo tienen una basicidad mas baja que su analogo la piridina. En la
Figura 7.23 se muestra el desplazamiento de las sefiales aromaticas correspondientes al
fragmento de piridina de 1b, en dénde se puede observar de forma cualitativa que el
desplazamiento ocurre a pH 2.07. La grafica que muestra los desplazamientos de estas

sefales se presentan en el Esquema F.3 del Apéndice F.

102A) Anderegg, G., Popov, K., Pregosin, P.S. Helv. Chim. Acta 1986, 69, 329-332. B) Romary, J.K, Barger, J., Bunds,
J.E. Inorg. Chem. 1968, 7, 1142-1145.
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Figura 7.23. Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,0) correspondientes a la zona aromatica de
1b (5x107 M) en el intervalo de pH 1.33 — 9.27. Se indican los desplazamientos quimicos de
las sefiales de los protones de la piridina.

7.4.2. Estudios de reconocimiento molecular de 1b con ATP y ADP por RMN 'H y *'P

Se realizaron las titulaciones en RMN de 'H y *'P de los complejos formados por 2-picolil
espiramicina con ADP y ATP. Los experimentos de reconocimiento molecular se llevaron a
cabo tal y como se muestra en la seccion 6.4.2 del apartado de Metologia. Se eligio el pH 7
ya que en esta region la especie predominante seguin lo observado en potenciometria es:
[(LH3) ATP], donde L (receptor) se encuentra en su forma triprotonada mientras que el

nucledtido se mantiene en su forma anionica. Tal y como se observa en la Tabla 7.15 los
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valores obtenidos para las sefiales de 'H y *'P de los desplazamientos de complejacion
inducida (Complexation Induced Shifts: CIS por sus siglas en inglés), son relativamente
pequefos pero consistentes con los resultados reportados anteriormente para espiramicina.

Los valores de complejacion inducida se calcularon con la férmula:

CIS = (Sops — 6) (12)

En donde &, es el desplazamiento quimico de una sefial medida en soluciones de DO en
las cuales se encuentra el receptor y el sustrato en la relacion molar maxima (1 : 3.75 para el
complejo 1b-ATP y 1 : 2 para 1b-ADP), § es el desplazamiento quimico de la sefial que
corresponde al receptor o al sustrato no complejados en solucidon bajo las condiciones

utilizadas para la obtencion del espectro.’®

Tabla 7.15. Valores de los desplazamientos inducidos por complejacion (CIS, ppm)
observados para las sefales 'H y *'P de los complejos 1b-nucleétidos.

Senales de receptor

Protones aromaticos de Piridina Micaminosa | Forosamina
Especie a b C d 7.8 77,87
1b - ATP | -0.052 -0.051 -0.033 -0.051 -0.062 -0.025
1b -ADP | -0.025 -0.024 -0.02 -0.03 -0.032 -0.01
Senales de los nucleétidos
Fosfatos Adenina
Especie P. Pg P, 8 2
1b - ATP | 0.085 0.129 0.723 -0.002 -0.008
1b -ADP | -0.115 0.167 No aplica |0 -0.01

Formacion del complejo de 2-Picolil espiramicina 1b con ATP

En la Figura 7.24 se muestra el espectro de la titulacion del complejo 1b-ATP. Se detecta
un desplazamiento a campo alto de las sefales de los metilos de la micaminosa y los de
forosamina conforme aumenta la concentracion de ATP. Como se indicé anteriormente, la
especie involucrada en este experimento es [(LH3)ATP], en este caso 1b esta en forma

triprotonada y ATP cargado negativamente. Los desplazamientos de estas sefales se indican

103 Covington, A. K, Paabo, M., Robinson, R. A, Bates, R.G. Anal. Chem. 1968, 40, 700.
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en la tabla anterior en donde los valores de la diferencia de desplazamiento
SOH.A5 ((CH?,)Z)micaminosa: ‘0.062 ppm y A6 ((CH3)2)forosamina = '0.025 ppm. LOS Va|OI’eS
originales de los desplazamientos de las sefales alifaticas y aromaticas de cada espectro se

encuentran en la Tabla F.3 del Apéndice F.

Me® Me . FOROSAMINA
\ / 6"
) 4 8 Me
2 [3
R HO 0 Mo A
0] 0o R
1 5 “Me e}
6 7 B
MICAMINOSA R
1b - ATP H
I Regidn alifatica
g . . N Forosamina
. Micaminosa g3 021 —*32.778
12375

1535

113225

s »33.083 %5 2.803

Micaminosa Forosamina

335 330 325 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 295 290 2.85 2.80 275 270 2.65 2.60 2.5
f1 (ppm)

Figura 7.24. Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,0) de la titulacién que muestra la formacién
del complejo entre 1b [5x10° M] con ATP [55x10° M]. Se muestran los desplazamientos de

1222

las sefiales de los metilos de forosamina (7", 8""") y micaminosa (7', 8).

De esta misma titulacidn se obtuvieron los espectros de RMN *'P para observar los cambios
de desplazamientos del ATP conforme aumentaba la concentracion de este. En la Figura

7.25 se observd un cambio importante en el desplazamiento a campo de bajo de la sefial
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de P,, con un valor de AS (Py) = 0.723 ppm. Mientras que la sefial del atomo de P, permanece

casi sin cambio en la complejacién.
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Figura 7.25. Espectros de RMN *'P (162 MHz, D-0) de la titulacion que muestra la formacion

del complejo entre 1b [5x10 M] con ATP [55x10 M]. Se muestran los desplazamientos de

las sefiales de los fésforos oy y correspondientes al ATP.
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En la Figura 7.26 se observa la sefial del Pg la cual tuvo un desplazamiento a campo bajo de
A8 (Pg) = 0.129 ppm. Lo anterior es un indicativo de que la interaccion del ATP con el receptor
afecta a los fosfatos terminales del ATP, este factor seflala que las interacciones
electrostaticas son importantes en la formacion del complejo. Los valores originales de los
desplazamientos de las sefales de los fosforos a, By y de cada espectro se encuentran en la

Tabla F.4 del Apéndice F.

1b — ATP 31p
Fésforo B

Relacion molar

1b: ATP 31pp §-19.529
1::3.75

1235

1:53:25
;43
13275
1:42:5

13225

\ﬁlwwf%%w
1:1.75

15125

_&V_“W

1.50.75

3% =
s PB §-19.658

-18.3-18.4 -18.5 -18.6 -18.7 -18.8 -18.9 -19.0 -19.1 -19.2 -19.3 -19.4 -19.5 -19.6 -19.7 -19.8 -19.9 -20.0 -20.1 -20.2 -20.3 -20.4 -20.5 -20.6 -20.7
f1 (ppm)

Figura 7.26. Espectros de RMN *'P (162 MHz, D,0) de la titulacién que muestra la formacién
del complejo entre 1b [5x10 M] con ATP [55x107 M]. Se muestra el desplazamiento de la
sefal del fésforo B correspondiente al ATP.
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En la Figura 7.27 se observa el desplazamiento a campo alto de las sefiales a - d de los
protones aromaticos correspondientes a la fraccion de piridilmetilo del receptor 1b. Estos
cambios son muy pequefos; sin embargo, nos dan una idea del tipo de interaccion (tipo

aromatica) que puede estar involucrada en la formacion del complejo 1b-ATP.

Ha
N

NH. N/ He
Hd HC

Xum

1b— ATP H
Region aromatica
Relacién molar

1b:ATP 5 ~388.586 L b ,37.898
-
-

%%%%%%%%%%§
it

—*>37.949

1

1:0};&;68'638

dc

————— T T T T T T T T T T T
8.70 8.65 8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35
f1 (ppm)

Figura 7.27. Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,0) de la formacion del complejo formado
entre 2-Picolil espiramicina 1b con ATP. Se muestran los desplazamientos del fragmento de
piridina.
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Formacion del complejo de 2-Picolil espiramicina 1b con ADP

En la Tabla 7.15 se observaron pequefios desplazamientos observados para las sefales del
complejo 1b — ADP. Las sefales de los metilos del grupo amino de la micaminosa (Figura
7.28) y los protones aromaticos (el espectro se encuentra en el Esquema F.2 del Apéndice
F) sufrieron un desplazamiento a campo alto con el incremento de la concentracién del
nucledtido. A partir de estos datos, se sabe que la interaccion entre los nucledtidos y 2-
picolil espiramicina es principalmente de naturaleza electrostatica y ocurre en los fragmentos
de micaminosa y piridilmetilo. Los cambios en los desplazamientos observados para ATP
son mayores que para el ADP de acuerdo con el orden de afinidad observado para 1b en
potenciometria. Los valores originales de los desplazamientos de la sefial de micaminosa de

cada espectro de la titulacion se encuentran en la Tabla F.5 del Apéndice F.
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Figura 7.28. Espectros de RMN "H (400 MHz, D,0) de la titulaciéon que muestra la formacién
del complejo entre 1b [5x1073 M] con ADP [55x10 M]. Se muestran los desplazamientos de

rrs

las sefiales de los metilos de forosamina (7", 8”") y de micaminosa (7°, 8").

En la Figura 7.29 se observa el desplazamiento a campo bajo de Adp=0.167 ppm lo cual
nos indica que la interaccion con el receptor 1b afecta a este fésforo terminal del ADP. La
sefal de P, muestra un desplazamiento de Adp,= -0.115 ppm a campo alto. Posiblemente
este efecto, contrario a la seiial del Pg, se deba a que el P, forme un enlace no covalente mas

estable y debido a esto se proteja. Los valores originales de los desplazamientos de la sefal
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de los fosforos a y B de cada espectro de la titulacion se encuentran en la Tabla F.6 del

Apéndice F.

Relacion molar
1b : ADP
1:2

13 1.9

NH,
N \N
o o ¢ J

1b — ADP 31p
Fésforoa y B

8-4.902

5-8.623

M/W‘“\MMM

1:0.7

MWW\AM

1503 PP 8 -5.069 31pg, §-8.508

T T
3.0 -3.5

T T T T T
-5.5 -6.0 -6.5 -7.0 55

f1 (ppm)

T T T T
-8.5 -9.0 -9.5 -10.0

Figura 7.29. Espectros de RMN *'P (162 MHz, D,0) de la titulacién que muestra la formacién

del complejo entre 1b [5x1073 M] con ADP [55x10 M]. Se muestran los desplazamientos de

las sefiales de los fésforos o y B correspondientes al ADP.

La tendencia de afinidad obtenida en los experimentos por potenciometria en la formacion

de los complejos 1b-Nucleétidos para la especie [(LH3) A] fue: ATP>ADP>AMP. Los

experimentos de titulacién de estos complejos por RMN de 'H y *'P nos ayudaron a

confirmar esta tendencia, mediante los cambios de desplazamiento inducido se pudieron

134



Resultados y discusion

observar cualitativamente las tendencias de interaccion entre el receptor y los aniones, en
donde, los mayores cambios de desplazamiento se encuentran en el complejo 1b-ATP. No
se pudieron obtener ajustes apropiados para estas graficas debido a que no se alcanzé un
punto de saturacion y los desplazamientos no presentaban una curva adecuada para realizar

el ajuste para obtener la constante de asociacion.

El derivado 2-picolil espiramicina 1b, fue el Unico derivado que presentd una alta solubilidad
en D;0, por lo tanto, se hizo el estudio correspondiente para determinar sus constantes de
protonacion y el estudio de reconocimiento molecular con ATP y ADP. No se realizaron los
estudios con AMP debido a que los desplazamientos que presento el complejo 1b - ADP no

presentaron suficiente cambio.
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7.5. Estudios por modelado molecular

Se realizaron los modelos moleculares para determinar los sitios de interaccion presentados
por ATP con los receptores Bencil espiramicina 1a y 2-picolil espiramicina 1b. Debido al
numero de atomos involucrados en estos complejos, no fue posible calcularlos con métodos
cuanticos tales como AB INITIO o DFT debido al costo computacional involucrado. Por esta
razon se realizaron calculos empleando mecanica molecular usando un campo de fuerza
OPLS-2005" y un esquema de minimizacién de gradiente conjugado Polak-Ribiére.”® Los
calculos se simularon en agua usando un modelo general Born/ area continua de

1,9 el cudl ha sido

solvatacion'® que estd implementado en MACROMODEL versién 11
empleado anteriormente para la interaccion de la espiramicina con diversos aniones.®' El
modelo computacional nos permite dar una explicacidn cualitativa de la posible estructura
de los complejos. La estructura de los complejos fue obtenida por medio de un algoritmo
de busqueda conformacional CofGen* para generar las estructuras de minima energia

dentro de una hipersuperficie de potencial. Las estructuras obtenidas son al menos minimos

locales en todos los casos.

En el Esquema 7.5 se puede observar los valores de las distancias mas cercanas entre el
receptor 1by el anién ATP. El receptor 1b adopta una conformacion donde los carbohidratos
(micaminosa y micarosa) y la cadena de la amina secundaria junto con la piridina, se
organizan en forma de pinza entorno al anillo de platendlida, en medio de esta "pinza” se
acomoda el ATP. Se observa también que el carbohidrato de forosamina no forma parte de

la interaccion.

De acuerdo a lo obtenido por los experimentos de titulacién del complejo 1b-ATP por RMN
'H, los protones aromaticos de la piridina mostraron un desplazamiento hacia campo alto,
al igual que los protones del fragmento de adenina del ATP (tal y como se muestra en los

valores de CIS de la Tabla 7.15). Esto nos indica una proteccion de los protones aromaticos

104 Kaminski, G. A, Friesner, R. A, Triado-Rives, J., Jorgensen, W. L. /. Phys. Chem. B. 2001, 705, 6474-6487.
105 Still, W. C,, Tempezyk, A, Hawley, R. C., Hendrickson, T. /. Am. Chem. Soc. 1990, 772, 6127-6129.
%MacroModel, version 11.1. Schrodinger, LLC, New York, 2008 https://www.schrodinger.com/citations/
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lo cual se ve reflejado en las interacciones stacking-n observadas en el modelo
computacional que se analizara a continuacion.

Para las sefiales de los fosfatos a, B y y correspondientes al ATP se observo el cambio del
desplazamiento hacia campo bajo. En el modelo computacional se observan acercamientos
de los oxigenos de estos fosfatos con fragmentos del derivado 1b, esto sera analizado en

los siguientes parrafos.

Micarosa | = / : ( 4 R Yeniroid CCNCNCH

“secundariag

e SRl 1| atoms

Forosamina

Esquema 7.5. Estructura del complejo 1b-ATP en dénde se aprecian las distancias mas
cortas que se encontraron entre el receptor y el anion.

Se observa una interaccion aromatica n—n del modo cara-cara entre el anillo de la piridina 'y
la base nitrogenada, adenina, del ATP. La distancia entre el centroide de la piridina y el

centroide del anillo de 5 miembros de la adenina es de 4.20 A, la distancia entre el centroide
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de la piridina y el centroide del anillo de 6 miembros es de 4.36 A. El grupo de Tosatto y

colaboradores'”

identificaron 4 categorias con diferentes distribuciones de las interacciones
stacking - © entre diferentes aminoacidos mediante el algoritmo RING (Residue Interaction
Network Generator) que calcula las interacciones atémicas basadas en criterios geométricos
con el fin de obtener una red de interacciones confiables de forma rapida. Dentro de éstas
la interaccién que nos interesa es la conformacién “lateral” stacking — = en donde el pico

méaximo fue de 6.03 — 6.08 A. Este articulo indica que mas alla de 7 A una interaccion n—r es

inestable o poco confiable.

En este mismo esquema se pueden observar 2 interacciones que forman puentes de
hidrégeno. La interaccion 1 mostrada en la Tabla 7.16, corresponde al metilo del grupo
amino de la micaminosa con el oxigeno del P, del ATP. Los valores de las distancias y el
angulo formado en esta interaccion indican que se trata de un puente de hidrégeno débil.
La interaccidn 2 se da entre la amina secundaria del fragmento de la 2-picolilamina con el
oxigeno del P,del ATP, las distancias entre estos atomos son mas cortas y el angulo
ligeramente mas grande, indicando un puente de hidrégeno de fuerza moderada. Los
angulos y distancias se analizaron de acuerdo con lo reportado por Steed y Atwood como

se muestra en la Tabla 7.18."%

Tabla 7.16. Valores de las distancias de la interaccion entre el receptor 1b y el ATP.
Interaccion 1 Interaccion 2

Atomos Distancias Atomos Distancias
Cs-H-O-P, 2.64 A Cio-N*-H~O"-P, 1.69 A
CcO 370 A N*O" 270 A
Angulo C-H~O 162.9° Angulo N*-H~O 165.3°
Puente de hidrogeno débil Puente de hidrogeno moderado

En el Esquema 7.6 se aprecia un acercamiento de las cinco interacciones del tipo puente de
hidrogeno mas distinguibles del complejo formado por el derivado bencil espiramicina 1a

con ATP. También se muestra la conformacién que adopta el receptor en donde el anillo de

107 Piovesan, D.; Minervini, G.; Tosatto S. C. E. Nucleic Acids Res. 2016, 44, W367-W374.
108 Steed, J.W.; Atwood, J.L. Supramolecular Chemistry, 2da edicién, John Wiley and Sons, 2009, p. 30.
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lactona queda abajo y tanto las cadenas de aminoazucares (forosamina y micaminosa) y la
de la amina aromatica quedan en forma de pinza. En medio de las tres cadenas se observa
como se acomoda el ATP, pero los fragmentos aromaticos de la adenina quedan muy lejos
del fragmento de bencilo. Las interacciones que se sefialan son entre la cadena fosfatada

del ATP y varios sitios del receptor 1a, las cuales se describen a continuacion.

Esquema 7.6. Estructura del complejo 1a - ATP en dénde se aprecian las distancias mas
cortas que se encontraron entre el receptor y el anion.

La interaccion 1 se da entre el oxigeno del fosforo o del ATP con un proton del nitrégeno
de la amina secundaria correspondiente al fragmento de bencilo, aunque el valor de la
distancia entre el protén y el oxigeno es muy corto, la distancia entre el atomo donador y el
aceptor y el angulo corresponden a un puente de hidrégeno con fuerza moderada. La
interaccion 2 también es entre el oxigeno de P, y el proton del carbono 5” de la aminoazucar
de micaminosa, las distancias y el angulo indican que se trata de un puente de hidrogeno

rrs

débil. Las interacciones 3 y 4 se dan entre los oxigenos del Pg con un proton del carbono 3
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de la forosamina y un proton del carbono 6° de la micaminosa, respectivamente. Ambas
interacciones son puentes de hidrogeno débiles. La interaccion 5 se da entre el oxigeno del
P, con el proton de la amina de la forosamina, las distancias y el angulo de esta interaccion
son caracteristicas de un puente de hidrégeno de fuerza moderada. Los valores de distancias
y angulos de cada interaccidon se muestran en la Tabla 7.17, y estan dentro del intervalo de

los valores reportados por Steed y Atwood (Tabla 7.18).

Tabla 7.17. Valores de las distancias de la interaccion entre el receptor 1a 'y ATP.

Interaccion 1 Interaccion 2
Atomos Distancias Atomos Distancias
Ci9-N*-H"O" -P, 1.49 A Cs-H"O-Py, 2.64 A
N*+O" 259 A Cc-O 3.61A
Angulo C-H-O 174.28° Angulo C-H-O 145.30°
Puente de hidrogeno moderado Puente de hidrogeno débil
Atomos Distancias Atomos Distancias
C3-H~O -Pg 2.24 A Ce-H"O -Pg 238 A
C-O 332A Cc-O 332A
Angulo C-H-O 165.22° Angulo C-H-O 141.72°

Puente de hidrogeno débil Puente de hidrogeno débil

Interaccion 5

Atomos Distancias
N*Forosamina-H~O" -P, | 1.52 A
N*-O" 3.13A
Angulo N*-H~O 169.76°

Puente de hidrogeno moderado

Tabla 7.18. Propiedades de las interacciones por puente de hidrégeno.'®

Distancias de los enlaces (A)

H-A 1.2-15 15-22 22-32
DA 22-25 25-32 32-40
Angulo de enlace (°) 175 -180 130-180 90 - 150

D = Donador de H, A = Aceptor.
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7.6. Estudios por calorimetria de titulacion isotérmica

Se realizaron estudios de calorimetria de titulacion isotérmica de la interacciéon en solucion
acuosa entre el derivado 2-picolil espiramicina 1b y los nucle6tidos de adenina ATP, ADP y
AMP. Los isotermas y las curvas de titulacion se muestran en las Figuras 7.30 - 7.32. La
curva de titulacion en la Figura 7.30 da evidencia de la formacién de complejo receptor-
huésped a pH 7 entre 1b y ATP.

Para todos los casos, se representan en la grafica superior los datos que se obtuvieron
directamente de la titulacion y en la inferior, la integracién de estos datos al restarle el

respectivo blanco del experimento.

Tiempo (min)

0 20 40 60 80 100 120 140
SO0 T T 71—

[SPYPIC] =1 mM
[ATP] =30 mM
Buffer MES 0.05 M
NaCl 0.1 M

pH7

0.00 - UMMMMMHMMUAM_

pcal/sec

0.35 -
1 Nombre: SpyPicATP2B_NDH 1
% 0.30 + Modelo: OneSites 7
E 0.25 | Chi"2/DoF = 11.62 . ]
O 1 N 1.05 +0.0284 Sites |
2 0204 K 1.94E3 +110 M™ _
£ ] AH  502.3 #17.15 cal/mol
L 015+ AS 16.7 cal/mol/deg B
-
S 0.10 — -
E 0.05 | .
© i
2 0.00- -

Relaciéon Molar

Figura 7.30. Isoterma y curva de la titulacién del sistema de 1b con ATP a pH 7, 25° C. Se
presenta el ajuste para un sitio de interaccion.

Para el caso de las titulaciones entre 1b y los nucleétidos ADP y AMP (Figura 7.31 y 7.32,

respectivamente). Se observa que las graficas presentan una forma diferente a la esperada,
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que es la sigmoidal. Se puede apreciar que el cambio en el calor absorbido en ambas
titulaciones es despreciable en comparacion con el calor absorbido para el complejo 1b -
ATP. Sin embargo, se logro hacer un ajuste para la obtencién de los parametros de ambas

graficas obtenidas.

Tiempo (min)
0 20 40 60 80 100 120 140

T T T T T T T T T T T T T T T
[SPYPIC] = 1 mM
[ADP] = 30 mM
Buffer MES 0.05 M
5.00 + NaCl 0.1 M T
pH7
)
7}
n
=
]
3]
3
0.00 + —
o8t+t———F—1+—"1—"+7T—"1T"—"17—"7
1 Nombre: SpyPicADP5C_NDH |
. [} — -
[} 0.12 | Modelo: OneSites
e 011 Chi"2/DoF = 7.620
< N 1.00 +0 Sites
5 i K 27.8 +2.93M*
D - L=~ .
> 0.10 AH 4625 +414.8 cal/mol
.E 0.09 ] AS  22.1 cal/mol/deg A
'c 4
< 0.08- g
o i
€ 007+ mmm
§ 1 i
2 0.06 -

Relacién Molar

Figura 7.31. Isoterma y curva de la titulacion del sistema de 1b con ADP a pH 7, 25° C. Se
presenta el ajuste para un sitio de interaccién.
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Figura 7.32. Isoterma y curva de la titulacién del sistema de 1b con AMP a pH 7, 25° C. Se

presenta el ajuste para un sitio de interaccién.

En la Tabla 7.19 se muestran los valores de la constante de asociacién (K3) obtenidas a partir

de las curvas de titulacién, asi como los parametros termodinamicos de energia libre de

Gibbs (AG), entalpia (AH) y entropia (AS) para las interacciones receptor-huésped de 1b con

los nucledtidos de adenina.

Tabla 7.19. Constantes de afinidad y parametros termodinamicos obtenidos mediante ITC
de 1b hacia ATP, ADP y AMP a pH 7, 25° C.

N (sitios) Log K AH (cal/mol) AS (cal/mol+<K) AG (cal/mol)
SpyPic-ATP 1.05+0.02 | 328252 502.3 + 17 16.7 -4476.8
SpyPic-ADP 120 1.44 + 0.46 4625 + 414 22.1 -1964.1
SpyPic-AMP 120 1.63 +0.73 4476 = 515 22.5 -2232.4

N = Sitios de interaccion, K = Constante de asociacién, AG = Energia de Gibbs, AH = Entalpia de enlace, AS =

Entropia
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Las mediciones calorimétricas proporcionan parametros macroscépicos relacionados con
los cambios de energia durante el proceso quimico bajo observacién. En este caso se estudia
la formacién de un complejo supramolecular entre una poliamina protonada y un polianion.
Es de esperar que las moléculas cargadas estén fuertemente solvatadas en medios acuosos.
Por lo tanto, la entalpia determinada por ITC indica que para lograr la union entre el huésped
y el anfitrion se requiere energia para romper los multiples enlaces entre los poli-iones con
el disolvente y dicha energia es muy superior a la que se puede liberar al formar los enlaces

entre el huésped y el anfitrion.

Los datos de la titulacion que se obtuvieron para el receptor 2-picolil espiramicina 1b y ATP,
ilustrados en la Figura 7.30 muestran una absorcion de calor mas elevada que con los otros
nucledtidos y su curva se ajustd al modelo de un sitio de interaccion dando una constante
mas grande. Existe una compensacion entre entalpia y entropia, es decir la entalpia es
desfavorable mientras que la entropia favorable. Por tanto, la interacciéon del complejo 1b-
ATP es llevada entrépicamente.

El calor absorbido por la interaccién del anfitrion con los nucledtidos AMP y ADP es minimo,
por lo tanto, fue dificil ajustar los datos con el modelo de un sitio de interaccion debido a
que el cambio es muy pequefo. Los valores de constante de asociacion K; y los valores
termodinamicos que aparecen en la Tabla 7.19, no son confiables debido a la dispersion de
los datos. En los tres casos existe una compensacion de la entalpia desfavorable por un
aumento significativo de la entropia. Este aumento de la entropia se debe al efecto de

desolvatacion de los compuestos al formar los complejos.

La constante obtenida para ATP es comparable con la obtenida en potenciometria que fue
de 3.04, para la especie (LH3)(AH). Sin embargo, esta especie se forma a pH 5.5 con un 80%
de formacién; el experimento en ITC se realizd a pH 7, en el diagrama de especies se observa
que en este pH existe la mezcla de dos especies: la especie (LH3)(A) con un 47% de formacion
y la especie (LH3)(AH) con un 25% de formacién (Esquema C.10 del Apéndice C). A pesar
de ser una mezcla de dos especies, se logro obtener la constante de 3.28 que se encuentra

en el intervalo de la constante obtenida por potenciometria. ITC nos ayudé a discriminar la
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afinidad del derivado 1b por ATP que por los demas nucleétidos ya que en potenciometria
se obtuvieron constantes de asociacion en el mismo intervalo en donde fue dificil determinar
la tendencia de afinidad. En ITC se obtuvo una curva para el complejo 1b-ATP que se pudo
ajustar con el modelo predeterminado para un sitio de interaccién arrojando una constante
aceptable y que se pudo comparar con la mayor constante obtenida mediante

potenciometria.
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7.7. Estudios por espectroscopia UV-Visible

7.7.1. Obtencion de los coeficientes de absortividad molar (c) de los derivados 1a-d

En la Tabla 7.20 se muestran los valores de absorbancia (g) de los derivados de espiramicina
1a-d en Buffer MES y Buffer de Fosfatos a diferentes valores de pH. Los espectros y los
ajustes de las longitudes de onda se muestran en los Esquemas D.1 — D.14 del Apéndice
D. La descripcion de la determinacion de estos valores se describe en la seccion 6.7.17 del

apartado: Metodologia y Materiales.

Tabla 7.20. Condiciones empleadas para la obtencién de g de los derivados 1a-d.

Derivado Condiciones Longitud de onda
()
Bencil espiramicina | Buffer MES 0.05 M, 0.1 M de 230 nm 30852 + 361
1a NaCl, pH 6
2-picolil Buffer MES 0.05 M, 0.1 M de 259 nm 4586 + 29
espiramicina 1b NaCl, pH 6
. o Buffer MES 0.05 M, pH 6.5 282 nm 7106 + 34
Naftil espiramicina
1c Buffer de fosfatos 0.05 M, 282 nm 8571 + 19
pH 3
DMSO 330 nm 31323 £ 237
Pirenil espiramicina 346 nm 44231 + 459
1d Buffer de fosfatos 0.05 M, 326 nm 32155 + 568
pH 3 342 nm 43502 + 481

@Para su calculo se consideré la longitud de onda mas prominente

7.7.2. Determinacion de las constantes de protonacion de Naftil espiramicina 1c

Tal como se describe en el apartado 6.7.3 de la Metodologia, se preparé el derivado 1c
con concentracién 1.1 x 10* M en una mezcla H.O-MeOH 70:30. Se tomé una alicuota de 3
mL para medir su espectro de absorbancia en UV-vis La titulacién se llevd a cabo en un

intervalo de pH de 2.97 a 12.49. El espectro de la titulacién se muestra en la Figura 7.33.
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Figura 7.33. Espectros de la titulacién en UV-Visible para la obtencién de los p&:'s de Naftil-
espiramicina 1¢ [1.1x10* M] en H,0 — MeOH (7:3 V/V), 0.1 M de NaCl.

Del espectro anterior se construyd la grafica de la Figura 7.34.
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Figura 7.34. Grafica de los datos obtenidos de la banda a 310 nm vs el pH de la titulacion
de Naftil-espiramicina 1c. Las lineas corresponden al ajuste de los datos con la ecuacion 25.
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Los valores de pK; para 1c se obtuvieron con la ecuacién 25. Se tomd Unicamente el intervalo
de pH de 6.5 — 12.5 en donde el ajuste dio 2 pAi's: 12.33 + 0.07 y 8.96 + 0.06. El valor de
12.33 no es consistente con los valores obtenidos en potenciometria para 1c (7.19, 830 y
8.98). Por lo tanto, es probable que la zona de 11-13 sea el carbonato absorbido por la
atmosfera, ya que el experimento no se realizé en atmdsfera inerte. El valor de 8.96 coincide

con el valor de la amina secundaria que se obtuvo por potenciometria.

Ao+ AK;107PH + A,K, 1072PH 4. (25)
1+ K,107PH + K,10-2PH 4|

Aops ([HT]) =

7.7.3. Estudios de reconocimiento molecular por Naftil espiramicina 1c y Pirenil
espiramicina 1d hacia ATP, ADP y AMP

Se hicieron los estudios de reconocimiento molecular de Naftil y Pirenil espiramicina 1cy
1d, respectivamente, en espectrofotometria UV-visible. Debido a su baja solubilidad en
agua, los experimentos se realizaron en solucién acuosa a pH 3.0 (buffer de fosfatos). La
gran estabilidad de estos compuestos a pH bajo, permitio realizar los estudios bajo estas
condiciones.

Las graficas obtenidas de los complejos formados entre los receptores Naftil y Pirenil
espiramicina con los nucleétidos de adenina no se pudieron ajustar con las ecuaciones
clasicas para los procesos de equilibrio que involucran estequiometrias 1:1 o 1:2. Algunas de
estas curvas presentan una marcada forma sigmoidal, tal como lo demuestra el ajuste de los
datos al modelo matematico de una sigmoide. Este mismo comportamiento ha sido
observado para otros sistemas.'” Los autores sefialan que este comportamiento involucra
un esquema de equilibrio mas complejo donde se da la autoasociacion del anfitrion antes
de la unién con el huésped. Los grupos aromaticos grandes como el pireno tienden a la

autoasociacion y tiene sentido pensar que en este caso se presenta un fendmeno similar.

109 a) Filby H., M., Dickson, S. J., Zaccheroni, N., Prodi, L., Bonacchi, S., Montalti, M., Paterson, M. J., Humphries, T.
D., Chiorboli, C.y Steed, J. W. J. Am. Chem. Soc. 2008, 730, 4105-4113.
b) Barnard, A., Dickson, S. J,, Paterson, M. J,, Todd, A. M.y Steed, J. W. Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 1554-1561.
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De manera cualitativa podemos deducir que el comportamiento de los datos obtenidos de
la complejacion del receptor 1c con los nucleétidos (en donde se graficd la absorbancia
corregida contra la concentracion del huésped) no muestra datos que puedan ser ajustables
con la ecuacién para estequiometria 1:1 ya que existe mucha dispersiéon de los datos por

tener un cambio de absorbancia muy pequefio.

Se optd por transformar los datos en AA y en —log [Huésped] para poder graficarlos, con
estos cambios en los datos, algunas de las gréficas obtenidas presentaron un
comportamiento sigmoidal. Sin embargo, no se encontrd una ecuacién adecuada para estos

sistemas ya que implica un proceso mas complejo que la simple asociacién.

Naftil-espiramicina 1c con Nucledtidos de adenina

Se realizo la titulacion del derivado Naftil espiramicina 1c con AMP, ADP y ATP en UV-visible
para observar la posible complejacion huésped-anfitrién. En la Figura 7.35 se observa el
espectro de la titulacion entre el receptor 1c y AMP, los espectros y graficas

correspondientes a ADP y ATP se encuentran en los Esquemas E.1 — E.4 del Apéndice E.

Se aprecian 3 bandas principales, la banda mas alta se ubica en una longitud de onda cercana
a 280 nm, con una absorbancia inicial de 0.80. A lo largo de la titulacion se observé un
aumento en la banda de 258 nm, se debe tomar en cuenta que los nucleétidos de adenina
cuentan con grupos aromaticos que absorben en 208 y 260 nm, por lo tanto es de esperar
la interferencia de éstos cromoéforos en el espectro de la titulacion. Se trabajé con los datos
de A = 290 nm restandole el blanco correspondiente y corriegiendo por dilucidn, las graficas
de A = 272 nm se encuentran en los Esquemas E.5 — E.6 del Apéndice E. El tratamiento de

estos datos se menciona en la seccion 6.7.4 del apartado. Metodologia.
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Naftil espiramicina - AMP
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Figura 7.35. Espectros de absorcién de la titulacion de 1¢ con la adicién de AMP (6.1 x 1072

M) hasta 1 equivalente.

A partir de esta titulacion se obtuvo la grafica que se presenta en la Figura 7.36 en donde

se grafica la absorbancia contra la concentracion del huésped. Se intentd realizar el ajuste

utilizando la ecuacién para estequiometria 1:1 la cual dio un resultado que no es confiable

y que presenta un error en el mismo orden de magnitud del logaritmo de la constante: log

K=49 £ 434.

Absorbancia
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/ Model: (Ao+Ai*K*X)/(1+K*x)

n L B
=0 =
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Figura 7.36. Grafica de ajuste de la A = 290 nm de la titulacion de 1¢ con AMP (6.1 x 107 M)
con la ecuacion que se muestra en el recuadro.
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En la Figura 7.37 se observa la gréafica con la transformacion de los datos. Aqui se grafica
AA contra el logaritmo negativo de la concentracién de AMP. Los datos no se pudieron
ajustar, ya que, como se puede apreciar, el cambio en la absorbancia es muy pequefio, por

lo tanto, es dificil ajustar los datos porque muestran incertidumbre.

B 290 nm
0.012 4
0.010 -
n
0.9 equivalentes
0.008 [ de AMP
n
0.006
o
<
<
0.004
- n
0.002
| |
0.000 - -
T T T T T T T T T T T T T T T 1
3.9 4.0 4.1 4.2 43 4.4 45 4.6 47

-log [AMP]

Figura 7.37. Gréafica con transformacién de datos de la A = 290 nm de la titulacién de 1c
con AMP. No se encontré un modelo de ajuste adecuado.

Pirenil-espiramicina 1d con Nucledtidos de adenina

En el espectro de Pirenil espiramicina 1d de la Figura 7.38 se aprecia un incremento en las
bandas en 265 y 278 nm, esto debido a la interferencia de los grupos aromaticos de los
nucledtidos los cuales absorben en un rango de 200 a 300 nm.

En las tres titulaciones con AMP, ADP y ATP se observa un decremento muy pequefio en
estas bandas indicando que la asociacion es muy pequefia para observar algun proceso de
complejacion (los espectros y ajustes de estos experimentos se presentan en los Esquemas
E.7 — E.10 del Apéndice E). Sin embargo, la adicion de los nucleétidos no afecta las bandas
del espectro del receptor 1d ubicadas en 326 y 342 nm, las graficas obtenidas para A = 342

nm se encuentran en los Esquemas E.11 — E.13 del Apéndice E.

151



Resultados y discusion
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Figura 7.38. Espectro de absorcién de la titulacién de 1d con la adicién de ADP (1 x 103 M)
hasta 1.3 equivalentes.
En la Figura 7.39 se muestra la grafica de la titulacién de 1d-ADP de la A = 326 nm. Se dio
el mismo tratamiento a los datos obtenidos que con el receptor 1d, se hicieron las gréaficas

de absorbancia corregida por dilucién contra la concentracion del huésped, las cuales no

fue posible ajustar con el modelo para estequiometria 1:1.

B 326 nm
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Figura 7.39. Grafica de la L = 326 nm de 1d con ADP.
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Por otro lado, en la Figura 7.40 se observa las transformaciones de los datos en AA y —log
[Huésped] obteniendo graficas de tipo sigmoidal para la complejacion con los 3 nucleétidos.
Los modelos sigmoidales que se probaron dan un ajuste muy pobre particularmente en la

region de baja concentracion de los aniones.

B 326 nm
0.005
]
0.000
2 equivalentes
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-0.005
]
° -0.010 "
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<
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]
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4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4

-log [ADP]

Figura 7.40. Grafica de ajuste de la A = 326 nm de 1d con ADP.
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7.8. Discusion integrada de constantes de protonacion y constantes de
asociacion

En esta seccion se hace la comparacién mediante el formato de tablas de los valores de las
contantes obtenidas en toda la tesis. En la secciéon 7.8.1 se hace la comparacion de las
constantes de protonacién de los derivados 1a-c con la espiramicina mediante las técnicas
de potenciometria, RMN "H y UV-visible. En la seccién 7.8.2 se hace una comparacion de la
selectividad y afinidad de estos mismos derivados y la espiramicina junto con receptores de
origen natural, semisintético y sintético reportados en la literatura hacia los nucledtidos de
adenina y los aniones fosfato y pirofosfato. Finalmente, en la seccion 7.8.3 se hace la
comparacién de la selectividad de los derivados 1a-b y espiramicina hacia los aniones

dicarboxilato.

7.8.1. Constantes de protonacion de los derivados 1a-c con espiramicina.

En la Tabla 7.21 se presentan las constantes de protonacion de la espiramicina y sus derivados
1a - c que fueron determinadas experimentalmente por potenciometria en diferentes sistemas
de solubilidad. Los valores de p&; mas altos fueron asignados para las aminas secundarias, que
se convierten en bases mas fuertes al estar sustituidas por fragmentos alquil aromaticos, los
cuales por efecto inductivo le confieren un aumento a la basicidad de la amina. Los pA:'s
intermedios se asignaron con base en lo obtenido para el precursor espiramicina, en donde
los sitios de protonacién se comprobaron por el desplazamiento de las sefiales de los metilos
de los aminoazlcares forosamina y micaminosa por RMN 'H, cuyas sefales sufren un
desplazamiento a campo bajo conforme el pH aumenta, observandose que el desplazamiento
correspondiente a la forosamina comienza a un pH mas alto que la micaminosa.

El anillo del fragmento 2-piridilo en 1b tiene un pk: mas bajo que su analogo piridina en
forma libre (pK: = 5.17);"" este valor presenta una gran incertidumbre pero su inclusion en

el modelo mejorod el ajuste de los datos experimentales (en HYPERQUAD) en la parte acida

de la curva de titulacién. Esto se pudo comprobar méas adelante al observar el

10 A) Grandberg, I. I, Faizova, G. K., Kost, A. N. Chem. Heterocycl. Compd. 1966, 2, 561-566. B) Anderegg, G.,
Popov, K., Pregosin, P.S. Helv. Chim. Acta, 1986, 69, 329-332.
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desplazamiento de las sefiales aroméaticas en RMN 'H en dependencia con el pH.
Probablemente la disminucién de la basicidad del atomo de nitrégeno de la piridina se deba
a la repulsion generada entre el grupo aminometil protonado y el anillo de piridina
protonado. Por otro lado, se puede proponer que la cercania entre el grupo aminometil y el
anillo piridina también puede generar un puente de hidrogeno intramolecular pudiendo
reducir significativamente la basicidad del aomo de nitrégeno del anillo de piridina

(Esquema 7.7.).

Esquema 7.7. Propuesta de puente de hidrégeno intramolecular en la 2-picolilamina.

Por otro lado, para el derivado 1b se obtuvieron las constantes de protonacion por la técnica
de RMN 'H. Los valores de pAb obtenidos mediante el ajuste que se hizo a las gréficas de los
desplazamientos de las sefiales de los metilos de la micaminosa y la forosamina fueron
transformados a pK; y fueron comparables con los obtenidos por potenciometria. Finalmente,
para el derivado 1c se obtuvo un valor de pk; por la técnica de UV-visible que fue asignado a

la amina secundaria, siendo el Unico valor de p&; que fue obtenido del ajuste de los datos.

Al hacer una comparacion a /o largo de la Tabla 7.21, podemos observar que los valores de
pk; de la micaminosa y la forosamina de los derivados son menores a los obtenidos para su
precursor espiramicina. Por otra parte, descartando el derivado que contiene el heteroatomo
2-piridilo, podemos observar que los valores de p&; de naftil espiramicina 1¢, son ligeramente
mayores a los observados para bencil espiramicina 1a, sin embargo, ambos valores siguen
siendo menores a los pk:’'s de espiramicina para el mismo sitio de protonacién. En cuanto a
los valores de pki de las aminas secundarias podemos notar que son muy similares (a
excepcion del error) entre los derivados 1a y 1¢; el derivado 1b presenta un valor mas bajo, tal

vez por la influencia del posible puente intramolecular que ya se explico anteriormente.
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Tabla 7.21. Comparacion de constantes de protonacion de los derivados 1a-cy espiramicina
por potenciometria.

Resultados y discusion

Posicién de | Bencil 2-Picolil Naftil Espiramicina
grupo Espiramicina espiramicina | Espiramicina
6a 6b 6¢
H>-O-MeOH | H-O H-O-MeOH | H-O
CAR74% 9505 VvV
pKapy | Piridina NA 2.78 £ 0.20 | NA NA
pKa Micaminosa| 6.83 + 0.10 | 737 £+ 0.05 |7.19 £ 0.02 | 7.49 + 0.009
7.18°
pKs2 | Forosamina| 821 £ 0.07 |8.19 £0.04 |8.30 £ 0.01 | 8.44 + 0.006
8.58°
P Amina 899 +0.09 |878+0.34 |898+0.02 NA
PR | secundaria 8.96° + 0.06

2Constantes obtenidas mediante RMN 'H, ®PConstante obtenida mediante UV-visible, NA = No Aplica

7.8.2. Logaritmos de constantes de asociacion de los nucledtidos de adenina con
diferentes receptores.

En la Tabla 7.22 se resumen las constantes de asociacién en términos de Log K de algunos
receptores naturales y semisintéticos. Se puede apreciar que los receptores del tipo
aminoglucosidos 3 - 5 presentan afinidad por el ATP, siendo la amikacina 4 quien presenta
la mayor constante de afinidad (4.25). Los derivados de estreptomicina 5a y 5b que
contienen fragmentos aromaticos en su estructura, presentaron una mejoria en la constante
de afinidad hacia el ATP, sin embargo, el derivado 5b mostré un cambio en la tendencia de
afinidad, dando una constante mayor hacia el ADP (4.64) que por ATP (4.58). Los macrolidos
tilosina 2 y espiramicina 1 presentaron mayor afinidad por el ADP con constantes en el
mismo orden de magnitud (5.58 y 5.77, respectivamente) y mayores que las presentadas por
el derivado de estreptomicina 5b (4.64). Interesantemente, las constantes de afinidad
obtenidas por espiramicina hacia ADP (5.77) y AMP (4.48) fueron mas altas en comparacion
con las obtenidas por el receptor sintético 6 reportado por Bianchi y col., (5.70 y 2.93,
respectivamente). Esto nos indica que la espiramicina es un buen receptor natural de
nucledtidos; esta aportacidon es importante ya que los macrélidos utilizados como anfitriones
en el reconocimiento molecular no se habian reportado en la literatura. La modificacion de

la tilosina, el derivado 2a, no fortalecio la interaccion en el reconocimiento molecular hacia
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ADP (3.56). A pesar de que el derivado de espiramicina 1a, mostré una mayor constante de
asociacion por el ADP (4.82), su interaccion no fue tan alta como la observada con la
espiramicina 1. Por otra parte, el derivado 1b mostro valores de constantes menores a las
esperadas, y no superd las obtenidas por espiramicina. Mientras que el derivado 1c mostr6
la tendencia normalmente esperada para los nucledtidos, siguiendo la ley de Coulomb,
calculandose una constante de afinidad muy grande hacia el ATP (6.40), superando de este
modo a los demas receptores, pero no lo hizo para el caso del ADP en donde se sigue
observando una constante menor que la obtenida por espiramicina. En el estudio de los
aniones fosfato y pirofosfato, el receptor de poliamonio 6 presenté constantes de afinidad
(4.93 y 5.60, respectivamente) mejores que las obtenidas por espiramicina 1 y por sus
derivados 1a 'y 1b. Aun asi, el derivado 1b present6 una constante de afinidad (4.16) mas
alta por el pirofosfato que la calculada por espiramicina (3.78). El receptor kanamicina 3 es
el Unico compuesto natural que presenta una constante de afinidad hacia pirofosfato (5.3)
similar a la observada por el receptor 6 (5.60). Las estructuras de todos estos receptores se

muestran en el Esquema 7.8.
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Tabla 7.22. Comparacion de constantes de asociacion obtenidas por diferentes receptores

reportados en la literatura hacia aniones fosfatados por potenciometria en solucién acuosa.

‘ Log K

Receptor AMP ADP ATP PO* P,0;* Referencia
Espiramicina® 1 4.48+0.04 | 5.77+0.01 | 3.70+£0.01 | ND 3.78+0.03 81
Bencil espiramicina®® | 3.95+0.05 | 4.82+0.07 | 4.50+0.28 | 3.34+0.19 | 3.81+0.54 Este
1a trabajo
2-picolil espiramicina® | 2.67+0.03 | 2.48+0.15 | 3.04+0.04 | 3.07+0.10 | 4.16+0.03 Este
1b trabajo
Naftil espiramicina®’ | 4.10+0.06 | 4.74+0.04 | 6.40+0.05 | ND ND Este
1c trabajo
Tilosina® 2 3.05+0.02 | 5.58+0.02 | 3.09+0.02 | ND ND 74
Benciltilosina® 2a ND 3.56+0.02 | ND ND ND 74
Kanamicina® 3 2.471£0.05 | 3.40+0.05 | 4.15+0.05 | ND 5.3+0.09 67
Amikacina“ 4 ND ND 4.25 ND ND 67
Estreptomicina®5 ND ND 2.77 ND ND 67
Derivado de 3.62 3.52 4.57 ND ND 68
estreptomicina® 5a
Derivado de 3.63 4.64 4.58 ND ND 68
estreptomicina® 5b
Poliamonio con 2.93 5.70 3.97 4.93 5.60 62
fragmento de
pirimidina® 6

aReceptores de origen natural del grupo de los macrélidos, PReceptores semisintéticos, “Receptores

de origen natural del grupo aminoglucésidos, “Receptor sintético, ¢Estudios realizados en Agua-
MeOH 9:1 V/V, ‘Estudios realizados en Agua-MeOH 9.5-0.5 V/V, ND = No determinada

Hs (]

CHj

OH
3 CHj
0 OH
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Esquema 7.8. Estructuras de los receptores

7.8.3. Logaritmos de constantes de asociacion de acidos dicarboxilicos con
espiramicina y sus derivados 1a-b.

En la Tabla 7.23 se muestran los logaritmos de las constantes de asociacion en términos de
log Kentre los aniones del tipo dicarboxilato con el receptor espiramicina 1y los derivados
1a - b reportados en este trabajo. Las constantes de afinidad del derivado 1a calculadas
hacia adipato y pimelato (4.56 y 4.80, respectivamente) fueron mas altas que las obtenidas
por espiramicina 1 (3.03 y 3.40, respectivamente), mientras que el derivado 1b mostré una
afinidad similar hacia el adipato (3.24) y el succinato (3.27) con un error muy similar, lo cual
nos indica que no hay una discriminacion del receptor por estos dicarboxilatos ni por la
cadena mas larga pimelato (3.04) y suberato (3.03). Las constantes de 1b hacia los
dicarboxilatos se encuentran en la misma orden de magnitud que los obtenidos para
espiramicina.

A partir de modelos moleculares previos, se midié la distancia de la posible cavidad que
pueda albergar a los acidos dicarboxilicos. Por ejemplo, para la formacion del complejo 1a
— pimelato (log K= 4.80) la distancia entre uno de los protones de la amina secundaria y el
hidrégeno de la amina de la micaminosa es de 9.75 A y la distancia de |la cadena del pimelato
(entre los oxigenos terminales con carga negativa) tiene una distancia de 9.73 A, la cual
podria ajustarse perfectamente en esta cavidad. Por otra parte, para la formacion del

complejo 1b - adipato (log K = 3.24), la cavidad en donde pudiera ajustarse este
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dicarboxilato de 8.29 A seria entre el hidrégeno de la amina secundaria (de la picolilamina)

con el hidrégeno de la amina de la micaminosa que tiene una distancia de 8.37 A. La

distancia entre los oxigenos terminales de carga negativa para el succinato es de 5.62 A, al

mostrar una constante muy parecida a la obtenida para el adipato (3.27) se puede deducir

que el receptor 1b tiene una cavidad flexible que se puede adaptar al tamafo de las cadenas

de los dicarboxilatos.

Tabla 7.23. Comparacidén de constantes de asociacion obtenidas por espiramicina y sus
derivados 1a-b por potenciometria en solucion acuosa hacia acidos dicarboxilicos.

Receptor Succinato | Adipato | Pimelato | Suberato | Referencia
tD:rtjirr]\;aess ‘?2;”* oxigenos 562 8.29 9.73 10.11 82
Espiramicina 1 ND 3.03+£0.03 | 3.40+0.009 | 3.38+0.005 82
Bencil espiramicina 1a ND 4.56+0.02 | 4.80+0.04 ND Este trabajo
2-picolil espiramicina 1b 3.27+0.03 | 3.24+£0.03 | 3.04£0.03 | 3.03+0.08 | Este trabajo

ND = No detectada

161



Conclusiones y

perspectivas



Conclusiones

8. CONCLUSIONES

Sintesis de los derivados y obtencion de constantes de protonacion

1.

La introduccion de aminas aromaticas en los nuevos derivados de espiramicina
1a-d se logré mediante una sintesis eficaz de aminacién reductiva, obteniéndose
los productos con muy buenos rendimientos quimicos: Bencil espiramicina 1a
98%, 2-Picolil espiramicina 1b 96%, Naftil espiramicina 1c 93% vy Pirenil
espiramicina 1d 91%. La caracterizacién se realizd6 por medio de las técnicas
espectroscopicas de RMN ('H, *C, COSY, HETCOR) y masas de alta resolucion
(HRMS).

La obtencion de las constantes de protonacion (pk:) de los derivados 1a-c se
realizé mediante estudios por potenciometria en distintos medios acuosos: para
1a pKii= 6.83, pKaa= 8.21 y pKaiz= 8.99 (en H.O-MeOH 9:1 V/V), para 1b pKkpy=
2.78, pKa1= 7.37, pKaa= 8.19 y pKaz= 8.78 (en H0) y para 1c pKai= 7.19, pKaz=
8.30 y pKis= 8.98 (en H,O-MeOH 9.5:0.5 V/V). El valor de pK:3 se asigno a las
aminas secundarias adyacentes al grupo aromatico, las cuales al estar sustituidas
con fragmentos alquil aromaticos son bases mas fuertes. Los valores de pki1 y
pks> de las aminas protonables micaminosa y forosamina, respectivamente,
fueron asignados de acuerdo a lo obtenido en trabajos previos con su precursor

espiramicina.

El derivado 1b fue el Unico compuesto soluble en DO y fue posible calcular sus
valores de pk; mediante titulacion potenciométrica sequida por RMN 'H (pKa1=
7.18 y pKa= 8.58). Se determinaron dos valores de pKp, los cuales al ser
transformados a p&: coinciden dentro de los limites del error experimental con
los obtenidos por potenciometria para forosamina y micaminosa (pkai= 7.37,
pKiz2= 8.19). Para el fragmento de piridina se observé un desplazamiento a campo
bajo de las sefiales aromaticas cuando el pH de la solucion fue menor a 2.07, lo

cual también confirma el valor obtenido por potenciometria.
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4. Con la metodologia UV-visible, se hizo el estudio para obtener los valores de las
constantes de protonacién del derivado 1c. Sin embargo, sélo fue posible
calcular un valor de pk; que se asignd a la amina secundaria adyacente al grupo

naftilo (pA:= 8.96).

5. Los valores de pK; determinados para los grupos micaminosa (p&z1) y forosamina
(pKa2) en los derivados 1a-c fueron menores con respecto a los obtenidos para su
precursor espiramicina. Se observo una similitud en los valores de pk; de los
derivados 1a y 1c, quienes presentan fragmentos aromaticos similares en sus
estructuras (benceno y naftilo), mientras que dichos valores en el derivado 1b son
ligeramente diferentes por la presencia de un fragmento heteroaromatico (piridina),
siendo sus valores de pki1 y pkiz los mas afectados posiblemente debido a la
formacion de un puente de hidrogeno intramolecular propuesto en el Esquema
7.7. Los valores de pk; de naftil espiramicina 6¢, son ligeramente mayores a los
observados para bencil espiramicina 6a, sin embargo, ambos valores siguen siendo

menores a los pk:'s de espiramicina para el mismo sitio de protonacion.

Obtencion de constantes de asociacion, formacion de complejos de los
derivados con los aniones

6. De acuerdo con la hipodtesis planteada, se esperaba que los fragmentos
aromaticos presentes en los derivados 1a — ¢ podrian mejorar la afinidad hacia
los aniones fosfatados. En este sentido, el derivado 1a con un fragmento bencilo
en su estructura ofrecio constantes de afinidad hacia los aniones ATP y
pirofosfato (log K= 4.50y 3.81, respectivamente) mas altas que las obtenidas por
su precursor espiramicina 1 (log K= 3.70y 3.78, respectivamente). Por otra parte,
el derivado 1c con un fragmento naftilo potencializé sus propiedades de
reconocimiento molecular principalmente hacia ATP, calculandose una afinidad
de log K = 6.40; mientras que el derivado 1b mostré una mayor constante de

asociacion hacia pirofosfato (log K = 4.16), cuyas constantes superan las
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calculadas por la espiramicina. Con lo cual se puede concluir que la hipdtesis se

cumplié satisfactoriamente.

En cuanto a los aniones de tipo dicarboxilato, el derivado 1a también mejoro su
capacidad de reconocimiento molecular hacia adipato y pimelato (log K= 4.56y
4.80, respectivamente) en comparacién con la espiramicina. Mientras que, el
derivado 1b produjo constantes de asociacion similares en orden de magnitud a

las presentadas por espiramicina 1.

Con la técnica de RMN 'H y *'P se hicieron los estudios de reconocimiento
molecular del derivado 1b con ATP y ADP. Los valores de CIS para el complejo
1b-ATP indican desplazamientos en las sefales de forosamina y micaminosa a
campo alto, y del P, del ATP a campo bajo, mientras que los fragmentos de
piridina en 1b y de adenina en el ATP sufren desplazamientos a campo alto. Para
el complejo formado por 1b-ADP, se observan cambios en el desplazamiento de
las sefiales de los metilos de los aminoazlcares micaminosa y forosamina a
campo alto, y de igual manera un desplazamiento a campo alto por parte de los
protones aromaticos de la piridina, asi como el desplazamiento a campo bajo de
la sefal correspondiente al Pg del ADP. Sin embargo, no se lograron observar

desplazamientos para el fragmento de adenina del ADP.

Los estudios de modelado computacional, a nivel de mecanica molecular, indican
que las interacciones para el complejo 1a— ATP son del tipo puente de hidrogeno
de fuerza moderada entre la amina secundaria y el P, del ATP, asi como una
interaccion aromatica n-n entre el anillo de piridina del derivado y la base
nitrogenada del ATP. Mientras que para el complejo 1b — ATP se observan
interacciones de puente de hidrogeno moderadas entre los oxigenos del P, con

la amina secundaria del fragmento de bencilo y el protén del Cs:de la micaminosa.

Con la técnica de ITC se estudid el derivado 1b en solucidon acuosa, se hicieron

experimentos para observar la complejacion entre 1b con ATP, ADP y AMP. La
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11.

Conclusiones

mejor curva de titulacion se obtuvo para el complejo 1b-ATP, el ajuste de los
datos termodindmicos indicd que el proceso es entalpicamente desfavorable
pero la complejacién esta entropicamente favorecida. La constante de asociacion
calculada fue del mismo orden de magnitud que la determinada por
potenciometria. El cambio en la absorcion de calor de 1b con ADP y AMP fue
muy pequefo, por lo tanto, los valores de constante de asociacién y los datos
termodinamicos obtenidos no fueron adecuados para obtener informacion

cuantitativa.

Finalmente, por medio de la técnica de UV-visible fue posible determinar
solamente un valor de pK; para el derivado 1c, el cual se asigné a la amina
secundaria por comparacién con los otros derivados. No obstante, también se
realizaron experimentos para obtener los coeficientes de absortividad molar de
los derivados 1a-c en buffer MES 0.05 M, pH 6. En cuanto al derivado 1d se realiz
los experimentos en DMSO debido a su baja solubilidad en agua. Se hizo el
estudio de reconocimiento molecular de los derivados 1cy 1d con AMP, ADP y
ATP en buffer de fosfatos 0.05 M. Los experimentos se realizaron a pH 3 debido
ala poca solubilidad que presentaba el derivado 1d a pH 7. Las graficas obtenidas
de estas titulaciones no se pudieron ajustar con modelos clasicos ya que
presentaban dispersion debido a que el cambio en la absorbancia durante la

complejacion fue minimo.
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Perspectivas

9. PERSPECTIVAS

Hacer estudios de reconocimiento molecular de Bencil espiramicina 1a y 2-picolil
espiramicina 1b por RMN ("H y ?'P) fijando los experimentos en diferentes valores

de pH para observar el cambio en el desplazamiento de los sitios de interaccion.

Realizar estudios de obtencién de las constantes de protonacién de los derivados
Naftil espiramicina 1c y Pirenil espiramicina 1d y estudios de reconocimiento
molecular con aniones por espectrofotometria de fluorescencia para observar el

efecto de emisidn de los fragmentos aromaticos de los derivados.
Realizar los estudios de reconocimiento molecular de los nucleétidos en presencia

de iones Mg®* que es el cofactor principal en las reacciones que involucran al ATP,

ADP en los procesos bioldgicos.
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10. APENDICES
APENDICE A: Parte experimental

Procedimiento General para la sintesis de los derivados de espiramicina 1a-d.

En un matraz de 50 mL se disolvié espiramicina (1.0 equiv.) en una mezcla cloroformo-acido
acético (10 mL: 1 mL). A temperatura ambiente se adiciond lentamente una amina (1.3 equiv.)
y después de 10 min se agrego el triacetoxiborohidruro de sodio (1.5 equiv.). La mezcla se
hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 24 h bajo una atmosfera inerte de
nitrégeno. Pasado este tiempo de reaccion, la fase organica se extrajo con diclorometano
(2x20 mL). La fase acuosa se tratd con una solucién de NaOH 1 M hasta alcanzar un pH>9
y el derivado de espiramicina puro se extrajo de la solucion acuosa con diclorometano (3x30
mL). La fase organica se separd, se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se filtro y se evapord

a presion reducida, obteniendo los derivados de espiramicina 1a-d.

APENDICE B: Preparacién de NaOH estandarizado

Primero se prepara una solucion 50:50 de NaOH (5 g de NaOH en 5 mL de agua desionizada).
Para preparar el NaOH estandarizado se calienta agua desionizada (~400 mL), cuando este
en ebullicion se agrega ~1 mL de la solucion 50:50 de NaOH (con la finalidad de obtener
una solucion 0.07 M), una vez agregado esto se tapa el matraz y se deja enfriar mediante el
burbujeo de N, unos 5-8 minutos, esto con el fin de eliminar los carbonatos, al mismo
tiempo se purga con N, un frasco previamente lavado y seco. Pasado este tiempo se trasvasa
la solucién de NaOH al frasco purgado. No se debe quitar el flujo de nitrégeno de ninguno
de los dos recipientes durante el trasvasado. Una vez colocado el NaOH en el frasco se
continla burbujeando y se retira poco a poco el flujo de nitrégeno para cerrar bien el matraz
y sellarlo con parafilm. Si el frasco es transparente se debe cubrir con aluminio, sino se puede
usar un frasco ambar sin necesidad de cubrirlo. Una vez fria la solucion de NaOH se titula
con biftalato de potasio para conocer la concentracién real. Posteriormente se titula con una
solucion de HCI para conocer el pky del sistema. Se debe revisar la solucién cada cierto
tiempo para cerciorarse de la aparicion de pequefos cristales, si ya los tiene es sefial de

desechar la solucién.
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APENDICE C: Diagramas de formaciéon de especies de los complejos en

potenciometria

Bencil espiramicina 1a
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40
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% Formacién relativa del complejo

m  BenspyFosfato

& ® BenspyFosfatoH
° 0.' BenspyFosfatoH2
> ° v BenspyFosfatoH3

pH

Esquema C.1. Diagrama de formacion de especies del complejo: Bencil espiramicina —
Fosfato 5x10* M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.2. Diagrama de formacioén de especies del complejo: Bencil espiramicina —
Pirofosfato 5x10* M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.3. Diagrama de formacion de especies del complejo: Bencil espiramicina — ATP

5x10* M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.4. Diagrama de formacion de especies del complejo: Bencil espiramicina — ADP

5x10* M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.5. Diagrama de formacién de especies del complejo: Bencil espiramicina — AMP
5x10* M, I= 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.6. Diagrama de formacion de especies del complejo: Bencil espiramicina —
Adipato 5x10* M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.7. Diagrama de formacion de especies del complejo: Bencil espiramicina —

Pimelato 5x10“* M, | = 0.1 M de NaCl, 25°
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Esquema C.8. Diagrama de formacion de especies del complejo: 2-picolil espiramicina —

Fosfato 2x103 M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.

173



Apéndices

100 -
2, L !
2 80 - "
[ ]
: :
—_ u
2 604 ;Wv " m  SpyPicPirofosH
S v Y L] ® SpyPicPirofosH2
g v« ¥anm SpyPicPirofosH3
0 404 v 'v u v SpyPicPirofosH4
S v v N SpyPicPirofosH5
S AR
E 204 v It
g ,j $
0. o,
T T T T 1
2 4 6 8 10 12
pH

Esquema C.9. Diagrama de formacién de especies del complejo: 2-picolil espiramicina—
Pirofosfato 2x10° M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.10. Diagrama de formacién de especies del complejo: 2-picolil espiramicina —
ATP 2x10° M, I= 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.11. Diagrama de formacién de especies del complejo: 2-picolil espiramicina —
ADP 2x103M, I= 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.12. Diagrama de formacién de especies del complejo: 2-picolil espiramicina —
AMP 2x103 M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.13. Diagrama de formacion de especies del complejo: 2-picolil espiramicina—
Succinato 2x10° M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.14. Diagrama de formacién de especies del complejo: 2-picolil espiramicina —
Adipato 2x10 M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.

176



80

A

60

40
30+
20

10

% Formacion relativa del complejo

-10 . ,

v
v
1 v
v
50 v .‘ 1Y
v
v
v
v
v

SpyPicPimelatoH2
SpyPicPimelatoH3
SpyPicPimelatoH4
SpyPicPimelatoH5
SpyPicPimelatoH6

pH

Apéndices

Esquema C.15. Diagrama de formacion de especies del complejo: 2-picolil espiramicina—

Pimelato 2x10> M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.16. Diagrama de formacion de especies del complejo: 2-picolil espiramicina—

Suberato 2x103 M, | = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.17. Diagrama de formacién de especies del complejo: Naftil espiramicina — ATP

5x10* M, 1 = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.18. Diagrama de formacion de especies del complejo: Naftil espiramicina — ADP

5x10* M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.
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Esquema C.19. Diagrama de formacion de especies del complejo: Naftil espiramicina — AMP
5x10“* M, I = 0.1 M de NaCl, 25°C.

APENDICE D. Linealizaciones de los derivados 1a-d en UV-Visible. (Obtencién
de epsilon)

Bencil espiramicina 1a

1.6 - Bencil espiramicina

1.4

Rango de concentracion:
1x10” M hasta 3.3x107° M

1.2

1.0

0.8

0.6

Absorbancia

0.4 1

0.2

0.0 4

210 220 230 240 250 260
A (nm)

Esquema D.1. Espectro de linealizacion del derivado Bencil espiramicina 1a, en buffer MES
0.05M, 1 = 0.1 M de NaCl, pH 6.
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Esquema D.2. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcion en 230 nm

con ajuste lineal.

2-picolil espiramicina 1b

4.0 —
35
3.0 —
25 —
2.0 —

1.5+

Absorbancia

1.0 1
0.5 1

0.0

-0.5

2-Picolil espiramicina

Rango de concentracion:
4x10° M - 2.5x10* M

T
220

T T T T T T T
240 260 280 300
A (nm)

Esquema D.3. Espectro de linealizacion del derivado 2-picolil espiramicina 1b, en buffer

MES 0.05 M, /= 0.1 M de NaCl, pH 6.

180



144

1.2+

1.0+

0.8

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0.0

2-Picolil espiramicina

Apéndices

259 nm
— Ajuste lineal

Value Error

Parameter

A -0.01675 0.00463

B 4586.11588  29.40357

R SD N P

0.99982 0.00835 11 <0.0001

T
0.0

T T T T T 1
50x10° 1.0x10* 1.5x10* 2.0x10* 25x10* 3.0x10

[SpyPic]

Esquema D.4. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcion en 259 nm

con ajuste lineal.
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Esquema D.5. Espectro de linealizacion del derivado Naftil espiramicina 1c en buffer MES

0.05 M, pH 6.5.
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Esquema D.6. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcion en 282 nm
con ajuste lineal.
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Esquema D.7. Espectro de linealizacion del derivado Naftil espiramicina 1c en buffer de
fosfatos 0.05 M, pH 3. Rango de concentracion 9.9x10° M — 1.5x10™ M.
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Esquema D.8. Gréfica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcién en 282 nm

con ajuste lineal.
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Esquema D.9. Espectro de linealizacién del derivado Pirenil espiramicina 1d en DMSO.
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Esquema D.10. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcion en 330 nm

con ajuste lineal.
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Esquema D.11. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcién en 346 nm

con ajuste lineal.
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Esquema D.12. Espectro de linealizacion del derivado Pirenil espiramicina 1d en buffer de
fosfatos 0.05 M, pH 3.
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Esquema D.13. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcion en 326 nm
con ajuste lineal.
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Esquema D.14. Grafica obtenida a partir de los datos de la banda de absorcién en 342 nm
con ajuste lineal.

APENDICE E. Titulaciones de Naftil espiramicina 1cy Pirenil espiramicina 1d con
AMP, ADP y ATP en UV-visible.

Naftil espiramicina 1c

2.4+

Naftil espiramicina - ADP

2.2—-
2.0—-
1.8—-
16
1.4—-
1.2—-

1.0 A

Absorbancia

0.8 4
0.6 4
0.4+

0.2 4

0.0 4

T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340
A (nm)

Esquema E1. Espectro de absorcién de la titulacién de Naftil espiramicina 1c con la adicion
de ADP (6.1 x 10 M) hasta 1 equivalente.
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u
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0.594 T T T T . . . 3.8 4.0 4.2 4.4 46 48 5.0
0.0 20x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10* 1.2x10" -log [ADP]
[ADP]
a) b)

Esquema E2. a) Grafica de ajuste de la A= 290 nm de la titulacién de 1c con ADP con la ecuacion
gue se muestra en el recuadro, dando un log K= 3.51 + 3.40 b) Grafica con transformacion de datos
de la X = 290 nm de la titulacion de 1¢ con ADP.

Naftil espiramicina - ATP
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Esquema E.3. Espectro de absorcién de la titulacion de Naftil espiramicina 1c con la adicidn
de ATP (6.1 x 10 M) hasta 1 equivalente.
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Esquema E.4. a) Grafica de los datos de la A = 290 nm de la titulacién de 1c con ATP b) Grafica con
transformacién de datos de la A = 290 nm de la titulaciéon de 1¢ con ADP.
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Esquema E.5. Grafica de la A = 272 nm de la titulacién de a) Naftil espiramicina 1c — AMP, b)
Naftil espiramicina 1c — ADP.
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Esquema E.6. Grafica de la A = 272 nm de la titulacién 1c — ATP.

Pirenil espiramicina 1d

2.0+
1.8—.
1.6—.
1.4—.
1.2—.
1.0—.

0.8

Absorbancia

0.6 4
0.4+
0.2 4

0.0 4

-0.2

Pirenil espiramicina - AMP

240

T
260

T T T T T T T T T
280 300 320 340 360
A (hm)

Apéndices

Esquema E.7. Espectro de absorcidn de la titulacién de 1d con la adicién de AMP (1 x 107

M) hasta 1.3 equivalentes.
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Esquema E.8. a) Grafica de ajuste de la A = 326 nm de 1d con AMP b) Grafica de tipo sigmoidal
de la A = 326 nm de 1d con AMP
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Esquema E.9. Espectro de absorcion de la titulacion de Pirenil espiramicina 1d con la adicion
de ATP (1x10°° M) hasta 1.2 equivalentes.
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Esquema E.11. a) Grafica de la A = 342 nm de la titulacién de 1d - AMP b) Grafica sigmoidal de la A =
342 nm de la titulacién de 1d — AMP.
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Esquema E.12. a) Grafica de la A = 342 nm de la titulacién de 1d - ADP b) Grafica sigmoidal de la A

0.773 -
I\
L
0.772 4
| ]
0.771 /
o 2 equivalentes
de ADP
0.770 A /
0.769
0.768 - =
T T T T T
0.0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°
[ADP]
a)

342 nm de la titulacion de 1d — ADP.

Absorbancia

0.704

0.703

0.702

0.701

0.700

0.699

0.698

0.7 equivalentes
de ATP

T T T T T T T T
2.0x10° 0.0  2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10° 1.2x10° 1.4x10°

[ATP]

a)

AA,

AA,

-0.005

-0.010

-0.015

-0.020

-0.025

-0.030

-0.035

-0.040

0.000 —

Apéndices

2 equivalentes
de ADP

0.000

-0.002

-0.004

-0.006

-0.008

-0.010

-0.012

-0.014

-0.016

-0.018

-0.020

4.4

4.6

T T
48 5.0 5.2 5.4
-log [ADP]

b)

0.7 equivalentes
[ de ATP

4.8

5.0

T T T T
5.2 5.4 5.6 5.8

-log [ATP]

b)

Esquema E.13. a) Gréfica de la A = 342 nm de la titulacién de 1d - ATP b) Grafica sigmoidal de la
A = 342 nm de la titulacidon de 1d — ATP.
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APENDICE F. Espectros de las titulaciones realizadas por Resonancia Magnética

Nuclear.
FOROSAMINA
o
8 Me
e\ 4 5 H
| )
0 N \
7 H L —
: Me
9 19N
r Me 8" Me 7
W18 \ /
B N .
o 3t
,, HO o
14 "Oja—i
1 5" “Me
", 6’ B
Me o071 “OH  MICAMINOSA
16 2 Mesg "
PLATENOLIDA MICAROSA
2-Picolil-Espiramicina
\
pH 10.85 ‘
pH9.83 (
|
pH9.18 '
pH 9.08 I
pH 8.86 ‘
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|
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Esquema F.1. Segunda titulacion realizada para observar el efecto del pH del derivado 2-
picolil espiramicina por RMN 'H (400 MHz, D,0). Intervalo de pH: 5.26 - 10.85.
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Tabla F.1. Desplazamientos de las sefiales de los metilos de forosamina (7", 8) y de
micaminosa (7°, 8") obtenidos de la titulacion de 2-picolil espiramicina 1b en el intervalo de

pH 5.26 - 10.85.

H 77 g 78
5.26 2.821 3.144
5.36 2.821 3.144
5.5 2.822 3.144
5.65 2.821 3.143
5.9 2.822 3.141
6.19 2.819 3.132
6.82 2.801 3.068
7.51 2.729 3.494
8.47 2.621 3.491
8.86 2.479 3.489
9.08 2.381 3.489
9.18 2.282 3.483
9.83 2.176 3.487
10.83 2.14 3.484
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Esquema F.2. Expansion de la zona aromatica correspondiente a 2-picolil espiramicina 1b.
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Esquema F.3. Gréfica de los desplazamientos (ppm) de las sefiales del fragmento de piridina

obtenidas por la titulacién en RMN 'H del derivado 1b vs el pH.

Tabla F.2. Desplazamientos de la titulacién de 2-picolil espiramicina 1b en el intervalo de
pH 1.33 - 9.3. Seiiales de los metilos de forosamina (7°"", 8""") y de micaminosa (7°, 8") y de
los protones aromaticos de la piridina.

pH 77,87 17,8 a b (4 d
1.33 2.7955 3.127 | 87715 | 8.34867 | 7.9365 | 7.866
2.073 | 2.794 3.1205 | 8.662 | 8.046 7.6575 | 7.591
2.418 | 2.801 3.127 | 8648 | 8.00067 | 7.607 | 7.5715
2.575 | 2.799 3.124 | 8637 | 797133 | 7.582 | 7.54067
2.86 2.804 3.1295 | 8.6295 | 7.95733 | 7.563 | 7.52433
2.99 2.812 3.137 | 8639 | 7.95633 | 7.559 | 7.51967
3.15 2.804 3.1285 | 8.625 | 7.94367 | 7.5525 | 7.51467
3.428 | 2.792 3.1165 | 8.61 7.927 7.547 | 7.509
3.709 | 2.8015 3125 | 86175 | 7.93167 | 7.546 | 7.50867
4.035 | 2.8165 3.135 | 8.6265 | 7.939 7.545 | 7.50767
4.445 | 2.8235 3.14 8.633 | 7.93867 | 7.5465 | 7.508
5.001 | 2.799 3123 | 8616 | 7.92767 | 7.5505 | 7.51267
5.451 | 2.808 3.13 8.6235 | 7.934 7.5525 | 7.51633
6.17 2.797 3.113 | 8.6165 | 7.92833 | 7.557 | 7.51967
6.857 | 2.783 3.067 | 86135 | 7.926 7.555 | 7.51767
7.063 | 2.783 3.049 | 862 7.934 7.555 | 7.518
7.249 | 2.766 2.999 | 8.621 7.93033 | 7.5535 | 7.5225
7.423 | 2.749 2985 | 8611 7.92767 | 7.5525 | 7.514
7.574 | 2.731 2916 | 86115 | 7.93133 | 7.5505 | 7.51
7.631 | 2.704 2.876 | 8592 | 7912 7.5485 | 7.50833
7.846 | 2.651 2.78 8.5875 | 7.911 7.535 | 7.49767
7.96 2.605 2.722 | 8.5695 | 7.896 7.532 | 7.49133
8.24 2.535 2642 | 8556 | 7.888 7.528 | 7.48163
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8.471 | 2461 2578 | 8546 | 7.88167 | 7.523 | 7.472
8.766 | 236 2517 | 853 7.87867 | 7.518 | 7.459
9.033 | 2.273 2474 | 8515 | 7.86967 | 7.512 | 7.444
9.292 | 221 2448 | 8.501 7.865 7.5065 | 7.433

Apéndices

Tabla F.3. Desplazamientos de las sefiales correspondientes a forosamina (7", 8"') y
micaminosa (7°, 8°) y de los protones aromaticos de la piridina del complejo formado por
2-picolil espiramicina 1b con ATP.

Equiv.de ATP | 77,8 7,8 a b
0 2.803 3.083 8.638 7.949
0.5 2.798 3.072 8.622 7.935
0.75 2.794 3.063 8.617 7.929
1 2.792 3.057 8.611 7.924
1.25 2.79 3.055 8.607 7.92
1.5 2.79 3.052 8.605 7.917
1.75 2.788 3.048 8.601 7.914
2 2.786 3.043 8.598 7911
2.25 2.785 3.039 8.596 7.907
2.5 2.784 3.037 8.594 7.906
2.75 2.784 3.036 8.593 7.905
3 2.783 3.034 8.592 7.903
3.25 2.782 3.032 8.589 7.901
3.5 2.779 3.022 8.588 7.9
3.75 2.778 3.021 8.586 7.898

Tabla F.4. Desplazamientos de las sefales correspondientes a los fosfatos a, b y g de ATP
para el complejo formado por 1b-ATP.

Equiv. de ATP
0.5 -5.141 -8.87 -19.658
0.75 -5.032 -8.869 -19.692
1 -4.962 -8.862 -19.685
1.25 -4.921 -8.856 -19.696
1.5 -4.856 -8.846 -19.669
1.75 -4.802 -8.841 -19.664
2 -4.717 -8.829 -19.636
2.25 -4.679 -8.824 -19.628
2.5 -4.627 -8.814 -19.607
2.75 -4.585 -8.796 -19.576
3 -4.57 -8.801 -19.584
3.25 -4.523 -8.789 -19.561
3.5 -4.42 -8.784 -19.529
3.75 -4.418 -8.785 -19.529
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Tabla F.5. Desplazamiento de las sefiales correspondientes a micaminosa (7', 8") y del
proton “b” aromatico de la piridina del complejo formado por 2-picolil espiramicina 1b con

ADP.

Equiv. de ADP 7.8 b
0 3.057 7.953
0.3 3.051 7.948
0.5 3.043 7.944
0.7 3.038 7.94
0.8 3.035 7.941
0.9 3.034 7.939
1 3.033 7.936
1.1 3.034 7.936
1.2 3.032 7.935
1.3 3.033 7.934
1.4 3.031 7.934
1.5 3.032 7.933
1.6 3.032 7.932
1.7 3.03 7.93
1.8 3.028 7.928
1.9 3.028 7.928
2 3.025 7.924

Tabla F.6. Desplazamiento de las sefiales correspondientes a los fosforos B y a
correspondientes a ADP, del complejo formado por 2-picolil espiramicina 1b con ADP.

Equiv. de ADP Ps P

0 0 0

0.3 -5.069 -8.508
0.5 -5.066 -8.582
0.7 -5.063 -8.593
0.8 -5.004 -8.534
0.9 -5.025 -8.612
1 -5.014 -8.604
1.1 -5.019 -8.613
1.2 -5.004 -8.597
1.3 -4.997 -8.611
1.4 -4.979 -8.614
1.5 -4.970 -8.600
1.6 -4.963 -8.596
1.7 -4.956 -8.621
1.8 -4.934 -8.615
1.9 -4.927 -8.629
2 -4.902 -8.623
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APENDICE G: Espectros de RMN ('H, '3C, COSY, HSQC) y masas de los derivados
de espiramicina.

(4R, 58, 6S, 7R, 9R, 10R, 11E, 13E, 16 R)-7-(2-(bencilamin)etil)-6-(((2S, 4R 55, 65)-5-
(((4R, 55, 65)-4,5-dihidroxi-4,6-dimetiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-(dimetilamin)-
3-hidroxi-6-metil-tetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-10-(((5R 6 5)-5- (dimetilamin)-6-

metiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-5-metoxi-9,16-dimetiloxaciclohexadeca-
11,13-dien-2-ona (Bencilespiramicina 1a). Sélido blanco. Rdto. 98%. P.f. 122-125 °C. [a]o
= -47.1 (c 1.0, CHCl3). RMN 'H (700 MHz, CDCl;) &: 0.88-0.92 (m, 1H, H7), 0.97 (d, /= 7.0
Hz, 3H, H17), 1.20 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H6""), 1.22 (d, /= 5.6 Hz, 3H, H6'), 1.23 (s, 3H, H7"), 1.29
(d, /= 6.3 Hz, 3H, H6"), 1.30 (d, /= 7.0 Hz, 3H, H16), 1.41 (ddd, /= 25.2, 125, 3.5, 1H, H3""),
1.46-1.51 (m, 1H, H2""), 1.52-1.55 (m, 1H, H7), 1.64 (sa, 2H, H18), 1.73-1.75 (m, 1H, H6), 1.75
(dd, /= 14.7, 42 Hz, 1H, H2"), 1.82 (ddd, / = 12.3, 7.0, 3.5 Hz, 1H, H3""), 1.84-1.87 (m, 1H,
H2"), 2.03 (d, /= 14.0 Hz, 1H, H2"), 2.10 (dd, /= 25.2, 11.2 Hz, 1H, H14), 2.10-2.12 (m, 1H,
H8), 2.19-2.20 (m, 1H, H4""), 2.20 (s, 6H, H7"", H8""), 2.24 (dd, /= 14.7, 1.4 Hz, 1H, H2), 2.45-
2.47 (m, TH, H3"), 2.47 (s, 6H, H7', H8"), 2.47-2.49 (m, 1H, H14), 2.65 (dd, /= 14.0, 11.2 Hz, 1H,
H2), 2.77 (t, /= 7.0 Hz, 2H, H19), 2.94 (d, /= 9.8 Hz, 1H, H4"), 3.08 (dd, /= 8.4, 0.7 Hz, 1H,
H4), 3.24-3.27 (m, 2H, H4', H5'"), 3.36-3.40 (m, 1H, H5™"), 3.50 (s, 3H, H20), 3.56 (dd, /= 10.5,
7.7 Hz, H2"), 3.71-3.76 (m, 1H, H3), 3.79 (Sistema AB, /= 12.6 Hz, 2H, H21), 4.06-4.11 (m, 2H,
H5, H5"), 4.15 (dd, /= 9.1 Hz, 3.5 Hz, 1H, H9), 4.41 (dd, /= 9.1, 0.7 Hz, 1H, H1""), 446 (d, /=
7.7 Hz, 1H, H1"), 5.06 (d, /= 3.5 Hz, 1H, H1"), 5.24-5.27 (m, 1H, H15), 5.49 (ddd, /= 15.4, 11.2,
4.2 Hz, 1H, H13), 5.70 (dd, 14.7, 9.1 Hz, 1H, H10), 6.01 (dd, /= 14.7, 11.2 Hz, 1H, H12), 6.17
(dd, /=14.7,11.2 Hz, TH, H11), 7.24-7.26 (m, TH, Haromatico), 7.32-7.34 (M, 4H, Haromatico)- RMIN
3C (175 MHz, CDCl;) &: 15.5 (sa, C17), 18.4 (C6"), 18.5 (C3"), 19.1 (C6'), 19.3 (C6™), 20.2
(C16), 25.5 (C7"), 27.4 (sa, C18), 31.2 (C8), 31.3 (C7), 31.4 (C2™), 32.2 (sa, C6), 37.8 (C2), 40.8
(2C, C7™,C8"™),41.0 (C2"),41.9 (C14),42.1 (sa, 2C, C7', C8'), 46.6 (C19), 54.1 (C21), 61.6 (C20),
64.9 (C4'), 65.9 (C5"), 68.5 (sa, C3), 68.8 (C3"), 69.1 (C15), 69.4 (C3"), 72.0 (C2"), 73.1 (C5"),
73.8 (C5'), 74.7 (C4"), 76.4 (C4"), 78.7 (C5), 78.9 (sa, C9), 85.7 (sa, C4), 96.3 (C1"), 100.3 (sa,
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C1'"), 104.5 (C1", 127.0 (CHaromatico), 128.3 (2C, CHaromatico), 128.5 (2C, CHaromatico), 130.8 (C13),
133.0 (C12), 135.0 (C11), 1404 (Ciromatico), 174.1 (C1). HRMS (FAB*): Calculado para
CsoHgsN3013%* [M+2H]?*, m/z935.6071; encontrado m/z935.6119.

T T T T T T T T T T oot LA S S B B R N
6.2 6.1 6.0 5.7 5.6 5.5 4.45 440 3.9 3.8 3.57 3.54 24 20 1.9 18 17 16 15 1.4
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) ' ' 1 (ppm) ' ' '
T T T T T T T T —_—r
3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 126  1.19
f1 (ppm) f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Esquema G.1. Espectro de RMN "H (700 MHz, CDCls) de Bencil espiramicina 1a.
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Esquema G.2. Espectro de RMN "*C (175 MHz, CDCls) de Bencil espiramicina 1a.
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Esquema G.3. Espectro COSY (700 MHz, CDCl3) de Bencil espiramicina 1a.
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Esquema G.4. Espectro HSQC (700 MHz, CDCls) de Bencil espiramicina 1a.
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Esquema G.5. Espectro de masas (FAB*) de Bencil espiramicina 1a.
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(4R55,6S5,7ROR10R11E13E16R)-6-(((2S5,4R55,65)-5-(((4R,55,65)-4,5-dihidroxi-4,6-
dimetiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-(dimetilamin)-3-hidroxi-6-metiltetrahidro-2 H-
piran-2-il)oxi)-10-(((5R.6 5)-5-(dimetilamin)-6-metiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-5-metoxi-9,16-dimetil-7-(2-((piridin-2-il)metilamin)etil)oxaciclohexadeca-
11,13-dien-2-ona (2-Picolil espiramicina 1b). Solido blanco. Rdto. 96%. P.f. 100-102. [a]o
= -51.5 (c 1.0, CHCl3). RMN "H (700 MHz, CDCl;) 8: 0.93-0.96 (m, 1H, H7), 0.99 (d, /= 7 Hz,
3H, H17), 119 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H6"""), 1.22 (d, /= 5.6 Hz, 3H, H6"), 1.23 (s, 3H, H7""), 1.25 (s,
1H, H6), 1.29 (d, / = 5.6 Hz, 3H, H6™), 1.3 (d, / = 6.3 Hz, 3H, H16), 1.44-1.56 (m, 2H, H2"",
H3""), 1.75 (dd, /= 3.5 Hz, 14.7 Hz, 1H, H2""), 1.80-1.86 (m, 1H, H3"""), 1.88-1.96 (m, 1H, H2""),
2.02 (d, /=14 Hz, 2H, H2™), 2.08-2.14 (m, 2H, H14), 2.22 (s, 6H, H7"", H8""), 2.27 (d, /= 14.7
Hz, 1H, H2), 2.48 (s, 6H, H7’, H8"), 2.66 (dd, /= 11.2 Hz, 14.3 Hz, 1H, H2), 2.94 (d, /= 9.8 Hz,
1H, H47), 3.12 (d, / = 8.4 Hz, 1H, H4), 3.24-3.32 (m, 2H, H4", H5"), 3.41-3.48 (m, 1H, H5™),
3.51 (s, 3H, H20), 3.56 (dd, /= 7.7 Hz, 10.5 Hz, 1H, H2"), 3.85 (d, /= 11.2 Hz, 1H, H3), 3.95 (d,
J=13.3, 1H, H21), 3.99-4.05 (m, 1H, H21), 4.07-4.10 (m, 1H, H5"), 4.12-4.16 (m, 1H, H5), 4.18-
426 (m, 1H, H9), 4.51 (s, 1TH, H1), 4.51 (s, 1TH, H1""), 5.06 (d, /= 2.8 Hz, 1H, H1"), 5.22-5.31
(m, TH, H15), 5.50 (ddd, /= 4.2 Hz, 11.2 Hz, 15.4 Hz, 1H, H13), 5.72 (dd, /= 9.8 Hz, 15 Hz, 1H,
H10), 6.02 (dd, /= 11.2 Hz, 14.7 Hz, 1H, H12), 6.22 (dd, /= 11.9 Hz, 12.2 Hz, 1H, H11), 7.23
(dd, /=7.0,4.9 Hz, TH, Haromatico), 7.35 (d, /= 7.0 Hz, TH, Haromatico), 7.69 (ddd, /= 9.1, 6.3, 1.4
Hz, TH, Haromstico), 8.64 (d, / = 4.2 Hz, TH, Haromatico). RMN C (175 MHz, CDCls) 8: 15.6 (sa,
C17), 18.3 (C6”), 18.4 (C3™), 19.0 (C6"), 19.2 (C6’"), 20.1 (C16), 25.4 (C7"), 29.7 (C6), 31.3
(C2"), 31.6 (sa, C7), 37.8 (sa, C2), 40.7 (2C, C7°, 8", 40.9 (C27), 41.9 (C14), 42.1 (sa, 2C, C7’,
8'), 46.3 (C19), 54.03 (C21), 61.6 (C20), 64.9 (C4"), 66.0 (C57), 68.7 (2C, C3, C3"), 69.1 (C15),
69.4 (C3™), 71.8 (C2"), 73.1 (C5"), 73.5 (C5°"), 74.7 (C4"), 76.4 (C4"), 78.0 (sa, C5), 79.6 (sa, C9),
85.7 (sa, C4), 96.3 (C17), 100.8 (sa, C1°""), 104.2 (sa, C1"), 122.6 (CHaromstico), 122.7 (CHaromatico),
128.9 (sa, C10), 130.6 (C13), 133.0 (C12), 134.7 (sa, C11), 136.9 (CHaromatico), 149.5 (2C,
CHaromético, Caromatico), 173.9 (C1). HRMS (FAB*): Calculado para CagHgaN4O13%* [M+2H]**, m/z
936. 6024; encontrado m/2936.6317.
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TR

L L L L L O B B T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 52 5.1 33 32 31 30 29 28 27 26 2.1 2.0 1.9 1.8
f1 (ppm) f1 (ppm) 1 (ppm)

TTT T T T T T T T T T T T T T T T T L L
862 77 76 75 74 7.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 1.26 1.17
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Esquema G.6. Espectro de RMN "H (700 MHz, CDCls) de 2-Picolil espiramicina 1b.
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Esquema G.7. Espectro de RMN C (175 MHz, CDCls) de 2-Picolil espiramicina 1b.
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Esquema G.8. Espectro COSY (700 MHz, CDCls) de 2-Picolil espiramicina 1b.
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Esquema G.9. Espectro HSQC (700 MHz, CDCls) de 2-Picolil espiramicina 1b.

Peso Molecular: 935.2100
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Esquema G.10. Espectro de masas (FAB™) de 2-Picolil espiramicina 1b.
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(4R5S5,65,7RI9R10R11E13E16R)-6-(((2S5,4R,55,65)-5-(((4R,55,65)-4,5-dihidroxi-4,6-
dimetiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-(dimetilamin)-3-hidroxi-6-metiltetrahidro-2 H-
piran-2-il)oxi)-10-(((5R.6 5)-5-(dimetilamin)-6-metiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-

hidroxi-5-metoxi-9,16-dimetil-7-(2-((naftalen-1-il)metilamin)etil)oxaciclohexadeca-

11,13-dien-2-ona (Naftil espiramicina 1c). Solido blanco. Rdto. 93%. P.f. 151-153. [a]p =
-49.7 (c 1.0, CHCl3). RMN 'H (700 MHz, CDCls) &: 0.85-0.89 (m, 1H, H7), 0.97 (d, /= 7.0 Hz,
3H, H17),1.13 (d,J = 6.3 Hz, 3H, H6""), 1.18 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H6"), 1.25 (s, 3H, H7"), 1.29 (d,
J=6.3Hz, 3H,H67), 1.31 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H16), 1.40-1.46 (m, TH, H3""), 1.52 (ddd, /= 4.9,
4.2,2.8 Hz, 1H, H7), 1.65 (sa, 2H, H18), 1.72-1.75 (m, 1H, H6), 1.74 (dd, /= 14.7, 4.2 Hz, 1H,
H2"), 1.76-1.79 (m, 2H, H3"', H2""), 2.03 (d, /= 13.3 Hz, 1H, H2"), 2.09 (dd, /= 24.5, 11.9 Hz,
1H, H14), 2.10-2.13 (m, 1H, H8), 2.14-2.16 (m, 1H, H4""), 2.17 (s, 6H, H7"",H8'"""), 2.24 (d, / =
14.0 Hz, TH, H2), 2.42 (t, /= 10.5 Hz, 1H, H3"), 2.47 (s, 6H, H7', H8'), 2.48-2.50 (m, 1H, H14),
2.66 (dd, /= 14.0, 11.9 Hz, 1H, H2), 2.86-2.91 (m, 2H, H19), 2.94 (d, /= 9.8 Hz, 1H, H4"), 3.08
(dd, /= 8.4, 0.7 Hz, 1H, H4), 3.16-3.19 (m, 2H, H4', H5"), 3.24 (t, /= 9.8 Hz, 1H, H5""), 3.50 (s,
3H, H20), 3.56 (dd, /= 11.2, 7.0 Hz, H2"), 3.78 (d, /= 11.2 Hz, 1H, H3), 4.06-4.10 (m, 2H, H5,
H5"), 4.16 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H9), 4.25 (Sistema AB, /= 12.6 Hz, 2H, H21), 4.30 (dd, /= 9.1,
0.7 Hz, 1H, H1'"), 444 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H1"), 5.04 (d, /= 3.5 Hz, 1H, H1"), 5.26-5.29 (m, 1H,
H15), 543 (ddd, /= 154, 11.2, 4.2 Hz, 1H, H13), 5.67 (dd, 14.7, 9.1 Hz, 1H, H10), 5.99 (dd, /=
14.7, 9.1 Hz, 1H, H12), 6.07 (dd, /= 14.7, 10.5 Hz, 1H, H11), 7.44 (dd, /= 7.7, 7.0 Hz, 1H,
Haromatico), 7.48-7.51 (m, 2H, Haromatico), 7.56 (ddd, /= 8.4, 7.0, 2.1 Hz, TH, Haromatico), 7.77 (d, /=
7.7 Hz, TH, Haromatico), 7.86 (dd, /= 7.7, 0.7 Hz, TH, Haromatico), 8.17 (d, /= 9.1 Hz, TH, Haromatico)-
RMN '3C (175 MHz, CDCl;) &: 15.6 (C17), 18.4 (C6"), 19.1 (C3""), 19.3 (C6"), 20.3 (C6""), 22.8
(C16), 25.6 (C7"), 27.7 (C18), 29.8 (C8), 31.4 (C7), 32.1 (C2""), 32.6 (C6), 37.9 (C2), 40.8 (2C,
C7',C8"),41.0 (C2"),42.1 (C14),42.2 (bs, 2C, C7',C8"),47.5 (C19), 51.9 (C21), 61.8 (C20), 65.0
(C4), 66.1 (C5"), 68.6 (C3), 68.8 (C3"), 69.3 (C15), 69.5 (C3"), 72.2 (C2"), 73.2 (C5"), 73.9 (C5"),
74.8 (C4"), 76.6 (C4"), 79.0 (C9), 85.8 (C4), 964 (C1"), 1004 (C1'™), 104.7 (C1"), 123.9
(CHaromatico), 125.6 (CHaromatico), 125.7 (CHaromatico), 126.0 (CHaromatico), 126.2 (CHaromatico), 127.8
(CHaromatico), 128.8 (CHaromatico), 130.7 (C13), 132.0 (C12), 133.2 (Caromatico), 134.0 (Caromatico), 134.9
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(C11), 136.3 (Caromatico), 174.3 (C1). HRMS (FAB*): Calculado para CssHg7N3O132" [M+2H]%,
m/z985.6228; encontrado m/z985.6612.

82 81 80 79 78 77 76 75 61 eo 59 53 57 55 55 54 53 52 51 5 X X : .30 425 4.2
1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppm)
1.3 1.2 1.1 1.0
1 (ppm)

\
. . . 2.15 2 10 2.05
(ppm) 1 (ppm)

4.5
1 (ppm)

Esquema G.11. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCl;) de Naftil espiramicina 1c.
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Esquema G.12. Espectro de RMN C (175 MHz, CDCls) de Naftil espiramicina 1c.
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Esquema G.13. Espectro COSY (700 MHz, CDCls) del compuesto Naftil espiramicina 1c.
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Esquema G.14. Espectro HSQC (700 MHz, CDCls) de Naftil espiramicina 1c.
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Esquema G.15. Espectro de masas (FAB™) de Naftil espiramicina 1c.
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(4R55,6S5,7ROR10R11E13E16R)-6-(((25,4R55,65)-5-(((4R,55,65)-4,5-dihidroxi-4,6-
dimetiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4- (dimetilamin)-3-hidroxi-6-metiltetrahidro-2 H-
piran-2-il)oxi)-10-(((5R.65)-5-(dimetilamin)-6-metiltetrahidro-2 H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-5-metoxi-9,16-dimetil-7-(2-((piren-1-il)metilamin)etil)oxaciclohexadeca-
11,13-dien-2-ona (Pirenil espiramicina 1d). Solido blanco. Rdto. 91%. P.f. 134-137. [a]o
= -52.3 (c 1.0, CHCl5). RMN 'H (700 MHz, CDCl;) &: 0.86-0.89 (m, 1H, H7), 0.95 (d, /= 6.3
Hz, 3H, H17), 1.03 (d, /= 5.6 Hz, 3H, H6""), 1.14 (d, /= 5.6 Hz, 3H, H6"), 1.23 (s, 3H, H7"), 1.27
(d, /=6.3 Hz, 3H, H6"), 1.29 (d, /= 6.3 Hz, 3H, H16), 1.35-1.40 (m, 1H, H3"""), 1.50-1.54 (m,
1H, H7), 1.62-1.67 (m, 2H, H18, H6), 1.70 (dd, / = 14.7, 4.2 Hz, 1H, H2"), 1.72-1.75 (m, 1H,
H2"), 1.80-1.82 (m, 1H, H3'""), 1.97 (d, /= 14.0 Hz, 1H, H2"), 2.02 (dd, / = 24.5, 11.2 Hz, 1H,
H14), 2.06 (s, 6H, H7"',H8""), 2.07-2.09 (m, 1H, H8), 2.23 (d, J = 14.0 Hz, H2), 2.35-2.37 (m,
1H, H4""), 2.40 (t, /= 10.5 Hz, 1H, H3"), 2.46 (s, 6H, H7',H8"), 2.46-2.48 (m, 1H, H14), 2.66 (dd,
/=140, 11.2 Hz, 1H, H2), 2.92 (d, /= 9.8 Hz, 1H, H4"), 2.94-2.96 (m, 2H, H19), 3.08 (dd, /=
5.6, 0.7 Hz, 1H, H4), 3.15-3.17 (m, 1H, H4', H5"), 3.22 (t, /= 9.8 Hz, TH, H5""), 3.50 (s, 3H, H20),
3.55(dd, /=9.8, 7.0 Hz, H2"), 3.76 (d, /= 11.2 Hz, 1H, H3), 4.05 (dd, /= 9.1, 5.6 Hz, 1H, H5"),
4.08 (dd, J = 9.8, 4.2 Hz, 1H, H5), 4.16-4.18 (m, 1H, H9), 4.27 (dd, /= 9.1, 2.1 Hz, 1H, H1"),
444 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H1"), 4.50 (Sistema AB, /= 18.2, 13.3 Hz, 2H, H21), 4.98 (d, /= 3.5 Hz,
1H, H1"), 5.18-5.21 (m, T1H, H15), 5.22-5.26 (m, 1H, H13), 5.63 (dd, 14.7, 9.8 Hz, 1H, H10), 5.92
(dd, /=14.7, 10.5 Hz, 1H, H12), 6.01 (dd, /= 154, 10.5 Hz, 1H, H11), 7.99 (t, /= 7.7 Hz, 1H,
Haromatico), 8.03-8.06 (M, 3H, Haromatico), 8.14-8.19 (m, 4H, Haromatico), 8.43 (d, / = 9.1 Hz, 1H,
Haromatico). RMIN 3C (175 MHz, CDCl;) &: 15.5 (C17), 18.3 (C6"), 18.4 (C3™), 19.0 (C6"), 19.3
(Ce™), 20.2 (C16), 25.5 (C7™), 27.7 (sa, C18), 29.8 (C8), 31.3 (C7), 32.4 (sa, C2'"), 32.6 (C6), 37.9
(C2),40.7 (2C, C7™,C8™), 41.0 (C2"), 42.0 (C14), 42.2 (sa, 2C, C7', C8"), 47.5 (C19), 52.3 (C21),
61.7 (C20), 64.9 (C4'), 66.1 (C5"), 68.6 (sa, C3), 68.9 (C3"), 69.3 (C15), 69.5 (C3"), 72.2 (C2"),
73.2 (C5",73.8 (C5"), 74.8 (C4"), 76.5 (C4"), 78.9 (C9), 85.8 (C4), 96.3 (C1"), 100.3 (C1'"), 104.6
(C1"), 122.8 (Caromatico), 123.6 (CHaromatico), 124.9 (CHaromatico), 125.0 (2C, CHaromatico), 125.1
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(CHaromatico), 125.9 (CHaromatico), 127.1 (CHaromatico), 127.2 (CHaromatico), 127.5 (Caromatico), 127.6
(CHaromatico), 127.8 (CHaromatico), 129.3 (Caromatico), 130.7 (C13), 130.8 (Caromatico), 131.0 (Caromatico),
131.5 (Caromatico), 133.0 (C12), 134.3 (Caromatico), 134.9 (C11), 174.3 (C1). HRMS (FABY):
Calculado para CeoHsoN3O13** [M+2H]**, m/z1059.6384; encontrado m/z1059.7166.
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Esquema G.16. Espectro de RMN "H (700 MHz, CDCl;) de Pirenil espiramicina 1d.
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Esquema G.17. Espectro de RMN "C (175 MHz, CDCls) de Pirenil espiramicina 1d.
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Esquema G.18. Espectro COSY (700 MHz, CDCls) del compuesto Pirenil espiramicina 1d.
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Abstract Association of adenine nucleotides with the
macrocyclic antibiotic Spiramycin and two of its aromatic
derivatives was studied by potentiometric titrations, 'H and >'P
NMR spectrometry and molecular modelling. Spiramycin
binds adenine nucleotides with K ~ 10°-10° M™' and
selectivity for ADP over ATP or AMP. The introduction of
aromatic moieties reduces the strength of the binding but,
selectivity order changes to ATP > ADP > AMP. Molecular
models showed that complexes are mainly stabilized by elec-
trostatic interactions between the protonated amino groups of
the receptors and the phosphate groups of the nucleotides.

Keywords Spiramycin - Nucleotide recognition -
Macrolide

Introduction

Using of natural compounds as supramolecular receptors
has the advantage of avoiding laborious synthetic proce-
dures. Previously, our research group demonstrated that
some natural compounds such as isoquinoline alkaloids [1],
peptide antibiotics [2], ansamycins [3], and aminoglyco-
sides [4] can be successfully employed for recognition of
biologically important low molecular weight guests.

Electronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s10847-016-0654-8) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

< Felipe Medrano
fmedrano @uaem.mx

Centro de Investigaciones Quimicas, IICBA, Universidad
Autonoma del Estado de Morelos, Ave. Universidad 1001.
Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos 62209, Mexico

Continuing this line of research, we undertook a study of
the molecular recognition properties of the macrolide
antibiotic Spiramycin and some of its aromatic derivatives.
Macrolide antibiotics are an important family of antimi-
crobial agents [5]. Their structure consists of a macrocyclic
lactone ring with several pendant carbohydrate moieties.
Particularly, Spiramycin (L) (Scheme 1) is produced by
Streptomyces ambofaciens and it has a polyketide lactone ring
(platenolide) substituted with a disaccharide chain in position
5, composed of an aminosugar, b-mycaminose, and a neutral
sugar, L-Mycarose. Also, p-forosamine (an amino sugar) is
glycosidically linked to the aglicone in position 9. Spiramycin
is adibasic macrolide with two protonation sites located on the
amino sugars. In aqueous solution, Spiramycinis neutral at pH
above 9, monocationic in the 9-7 pH range, and dicationic at
pH below 7. The acetaldehyde group at position 6 can be used
as a reaction point to attach different functional groups. In this
work, aromatic rings were linked to the lactone macrocyclic
ring by reductive amination to obtain benzyl and methyl-
pyridil derivatives (Scheme 2). The obtained products are
tribasic molecules that can hold a higher cationic charge than
the parent Spiramycin. Moreover, the presence of aromatic
moieties introduces hydrophobic surfaces that are able of
establishing additional interactions and signaling the recog-
nition events, making them promising host molecules for the
recognition of both anionic and neutral guests. In this work,
we study the recognition of the adenine nucleotides
(Scheme 3) by Spiramycin and the obtained derivatives.

Experimental
Spiramycin, Tylosin and adenine nucleotides were

obtained from Sigma-Aldrich and were used as received
without further purification.
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PLATENOLIDE MICAROSE

Scheme 1 Chemical structure of Spiramycin with labels

N
Hsc../e___g\ R= s—( A
N [—
Lh,

HO
‘ .,:.,Owo OH
CH; CH,
o g OH
H,C o} OH Ha

Methyl-pyridil spiramycin (L1)
Benzyl spiramycin (L2)

Scheme 2 Chemical structure of obtained Spiramycin derivatives

K ADP j

ATP

Scheme 3 Chemical structure of the nucleotides used as a guests in
this work
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Synthesis of the derivatives

All the derivatives were obtained by reductive amination
under nitrogen atmosphere at room temperature following
the next procedure: In a typical experiment, 1 g of Spi-
ramycin in the base form (1.186 mmol) was dissolved in
10 mL and poured in a 50 mL round-bottom flask. Sub-
sequently, 1.5 mmol of amine were added slowly with
stirring to the mixture followed by 1 mL of glacial acetic
acid. After 10 min, 1.8 mmol of sodium triacetoxyboro-
hydride were added. The resulting mixture was stirred at
room temperature for 24 h under nitrogen. At the end of
this time, the mixture was transferred to a separation funnel
and washed with 30 mL of distillated water to extract the
salt of the antibiotic. Then the aqueous solution was
extracted with 20 mL of dichloromethane for removing the
excess of amine. The resulting aqueous phase was treated
with NaOH 1 M reaching a pH >9 and extracted three
times with 30 mL of CH,Cl,. The resulting organic solu-
tion was evaporated under reduced pressure to obtain a
white solid which was dried under vacuum and fully
characterized by spectroscopy.

Compound L.1. White solid (yield 96 %), m.p. 93-96 °C
[alp = —51.5° (¢ 1.0, CHCl;). NMR 'H (700 MHz,
CDClI3) 6 = 0.99 (d, / = 7 Hz, 3H, CH5CH (H17)), 1.19
(d, / = 6.3 Hz, 3H, CH;CH (H6™)), 1.22 (d, J = 5.6 Hz,
3H, CH;CH (H6")), 1.23 (s, 3H, CH;C (H7")), 1.25 (s, 1H,
CHCH (H6)), 1.29 (d, J = 5.6 Hz, 3H, CH,CH (H6")), 1.3
(d, J = 6.3 Hz, 3H, CH;CH (H16)), 1.47 (m, 2H, CH,CH,
(H2™, H3™)), 1.75 (dd, J = 3.5 Hz, 14.7 Hz, 1H, CH.CH
(H2")), 1.81 (m, |H, CH,CH, (H3")), 1.9 (m, 1H, CH,CH,
(H2")). 2.02 (d, J = 14 Hz, 2H, CH,CH (H2")), 2.11 (m,
2H, CH-CH (H14)), 2.22 (s, 6H, (CH;3),N (H7”, H8™)),
2.27 (d, J = 14.7 Hz, 1H, CH,CH (H2)), 2.48 (s, 6H—
(CH3),N (H7', H8")), 2.66 (dd. J = 11.2 Hz, 14.3 Hz, 1H,
CH,CH (H2)), 2.94 (d. J = 9.8 Hz, |H, CHCH (H4")),
3.12 (d, J =84 Hz, IH, CHCH (H4)), 3.28 (m. 2H,
CHCH (4, 5)), 3.45 (m. 1H, CHCH (5")). 3.51 (s, 3H,
OCHj; (H20), 3.56 (dd, J = 7.7 Hz, 10.5 Hz, 1H, CHCH
(2"), 3.85 (d, J = 11.2 Hz, 1H, CH,CH (H3)), 3.95 (d,
J =133, IH, CH,NH (H21)), 4.07 (m, 1H, CH,NH
(H21)), 4.07 (m, 1H, CHCH (H5")), 4.12 (m, 1H, CHCH
(H5)), 4.19 (m, 1H, CHCH (H9)), 4.51 (s, 1H, CHCH
(H1"), 4.51 (s, 1H, CHCH, (H1™)), 5.06 (d, J = 2.8 Hz,
IH, CHCH (H1")), 5.27 (m, 1H, CHCH> (H15)), 5.50 (ddd,
J=42Hz 112 Hz 154 Hz IH, CHCH (HI3)), 5.72
(dd, J/ =9.8 Hz, 15 Hz, |H, CHCH (H10)), 6.02 (dd,
J=112Hz 147 Hz, 1H, CHCH (HI2)), 6.22 (dd,
J=119Hz, 122 Hz, IH, CHCH (H1l)). “C NMR
(175 MHz, CDCl3) & = 15.63 (C17), 18.28 (C6"), 18.44
(C3™), 19.03 (C6™), 19.18 (C6'), 20.15 (C16), 25.41 (C7"),
29.70 (C6), 31.33 (C2™), 31.92 (C7), 37.77 (C2), 40.67
(2C, C7™, 8"), 40.91 (C2"), 41.85 (C14), 42.04 (2C, C7',
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8), 54.03 (C21), 66.02 (C5"), 68.71 (C3), 69.10 (C15),
69.42 (C3"), 71.84 (C2"), 73.10 (C5), 73.49 (C5™), 74.66
(C4"), 76.40 (C4"), 77.57 (C5), 78.79 (C9), 85.65 (C4),
96.31 (C1"), 100.79 (C1™), 104.22 (C1'), 128.79 (C10),
130.56 (C13), 133.02 (C12), 134.75 (C11), 173.92 (C1).
HRMS (FAB™): Calculated for C4oHgyN4O3 [M + H]T,
m/z 936.6034; found for [M + H]™, m/z 936.6317.

Compound L2. White solid (98 %). M.p. 122-125 °C.
[a]p = —47.1° (¢ 1.0, CHCI3). '"H NMR (700 MHz,
CDClI;) 6: 0.88-0.92 (m, 1H, H7), 0.97 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
H17). 1.20 (d. J = 6.3 Hz, 3H, H6™), 1.22 (d, J = 5.6 Hz,
3H, H6'), 1.23 (s, 3H, H7"), 1.29 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H6"),
1.30 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H16), 1.41 (ddd, J = 25.2, 12.5,
3.5, IH, H3™), 1.46-1.51 (m, 1H, H2"), 1.52-1.55 (m, 1H,
H7), 1.64 (sa, 2H, H18), 1.75 (m, IH, H6), 1.75 (dd,
J =147, 42 Hz, 1H, H2"), 1.82 (ddd, J = 12.3, 7.0,
3.5 Hz. 1H, H3™), 1.84-1.87 (m, lH, H2"), 2.03 (d,
J =14.0 Hz, 1H, H2"), 2.10 (dd, J = 25.2, 11.2 Hz, 1H,
H14), 2.10 (m, 1H, H8), 2.19-2.20 (m, 1H, H4"), 2.20 (s,
6H, H7™, H8"), 2.24 (dd, J = 14.7, 1.4 Hz, 1H, H2),
2.45-2.47 (m, 1H, H3'), 2.47 (s, 6H, H7 HY'), 2.47-2.49
(m, 1H, HI4), 2.65 (dd, J = 14.0, 11.2 Hz, 1H, H2), 2.77
(t, J/ = 7.0 Hz, 2H, H19), 2.94 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H4"),
3.08 (dd, J = 8.4, 0.7 Hz, 1H, H4), 3.24-3.27 (m, 2H,
H4' + H5'), 3.36-3.40 (m, 1H, H5"), 3.50 (s, 3H. H20),
3.56 (dd, J = 10.5, 7.7 Hz, H2'), 3.78 (m, 1H, H3), 3.79
(AB system, J = 12.6 Hz, 2H, H2I), 4.06-4.11 (m, 2H,
5" + H5).4.15(dd,J = 9.1 Hz, 3.5 Hz, 1H. H9), 4.41 (dd,
J=9.1, 0.7 Hez, 1H, 1), 446 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H1"),
5.06 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H1"), 5.24-5.27 (m, 1H, HI35),
549 (ddd, J =154, 11.2, 4.2 Hz, 1H, H13). 5.70 (dd,
14.7, 9.1 Hz, 1H, H10), 6.01 (dd, 7 = 14.7, 11.2 Hz, 1H,
H12), 6.17 (dd, J = 14.7, 11.2 Hz, 1H, H11), 7.24-7.26
(m, IH, Humm;lric)s 7.32-7.34 (I'['l, 4H, H;lmm:nic)' IJC NMR
(175 MHz, CDCly) &: 15.5(C17), 18.4 (C6"), 18.5(C3""),
19.1 (C6"), 19.3 (C6™), 20.2 (C16), 25.5 (C7"), 27.4 (C138),
31.2 (C8), 31.3 (CT), 31.4 (C27), 32.2 (C6), 37.9 (C2),
40.8 (2C, C7”,C8™), 41.0 (C2"), 41.9 (C14), 42.1 (bs, 2C,
C7', C8'), 46.6 (C19), 54.2 (C21), 61.7 (C20), 64.9 (C4™),
66.1 (C5"), 68.6 (C3), 68.8 (C3'), 69.2 (C15), 69.5 (C3"),
72.1 (C2), 73.2 (C5’), 73.9 (C5™), 74.8 (C4), 76.5 (C4"),
78.7 (C5). 79.0 (C9), 85.8 (C4). 96.3 (C1"), 1004 (C1™),
104'5 (Cl’,)’ 127'0 {CHummu[ic)! 128'3 (2C’ CHLll'Olﬂll[iC)!
128.5 (2C, CHromuic)» 130.8 (C13), 133.0 (C12), 135.0
(C11), 140.4 (ipso, Cuomaic)s 174.1 (CO,). HRMS
(FAB™): Calculated for CsoHgsN3;Oys3 [M + H|T, m/z
935.5999; found for [M 4+ H]™, m/z 935.6119.

Potentiometric titrations
Potentiometric titrations were performed in a 50 mL ther-

mostated cell kept under nitrogen at desired temperature
with 1-3 mM macrolide solution to which enough HCI was

added to produce a completely protonated form of the
antibiotic at the start of titration. Measurements of pH were
carried out using a Thermo Orion model 920Aplus pH-
meter equipped with an Orion 8102U combination elec-
trode while the titrant (CO5 free NaOH) solution was added
to the system in small increments with a piston type bur-
ette. The glass electrode was calibrated as a hydrogen-ion
concentration probe by titration of previously standardized
amounts of HCl with CO, free NaOH solutions. K,, and
correction factor f were obtained from a non-linear least
squares fitting of the Eq. 1 [6] using the Benkert and
Franke free program SciDavis version 0.2.4 [7].

VLG0T V(107 K,
N Ci: lo_f)H +‘f]O_PH - Ku'

(1

where V. is the equivalence volume, Vq is the initial
volume of the acid solution, C, is the base concentration.
Factor fis a correction factor of the pH measurement. The
program HYPERQUAD 2013, version 6.0.1 [8], was used
to calculate all equilibrium constants. The mean values of
logarithms of protonation and association constants with
standard errors were calculated by averaging the values
obtained in at least three independent titration experiments.
Errors in values of logarithms of constants as fitting
parameters in each titration experiment were less than 0.01.
Species distribution diagrams were calculated by using
HYSS 2009 software [9].

NMR measurements

NMR spectra were registred in a Varian VNMRS 700 MHz
and Varian INOVA 400 MHz spectrometers.

Molecular modelling

The structures of receptor—nucleotide complexes were
calculated by molecular mechanics with the OPLS-2005
force field [10] and Polak-Ribiere conjugate gradient
minimisation scheme. All calculations were performed in
water using a generalized Born/surface area continuum
solvation model [11] as implemented in MACROMODEL
ver. 11.1 [12].

Results and discussion

Reductive amination reaction is a highly efficient method
to attach aromatic groups to the platenolide macrocyclic
ring. From a biological point of view, antibiotic activity
tests revealed that the aromatic derivatives obtained in this
study are inactive against common strains of gram-positive
or gram-negative bacteria. These results are consistent with
those reported in the literature [13] which points that
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aldehyde group is an important factor involved in the
antibiotic activity. However, the aromatic derivatives have
better signaling properties and different affinity or selec-
tivity than the parent Spiramycin.

Protonation constants of receptors

Potentiometry has proven to be a very useful technique for
the determination of affinity constants of polyamine-anion
complexes [14]. To determinate the association constants
of the complexes both precise and exact pKa values of the
receptors and the guests are needed. In a literature survey,
we detect that the reported pKa values of Spiramycin and
other macrolides are not consistent, or were reported
without specifying the experimental conditions of the
measurement [15, 16], or were measured in non-aqueous
solution media [17]. For this reason, the protonation con-
stants of L and its derivatives were determined in water at
T=2982K and I =0.1 M (NaCl) by potentiometric
titration. Also, the pKa value of the close related macrolide
Tylosin was determined for comparison.

The protonation curve (Fig. 1) of L shown a large buffer
zone located in 6.5-9.5 pH range. The fitting of these data
performed with Hyperquad gave two pKa values
(pKal = 8.44 and pKa2 = 7.49). Potentiometric titration
provides us with the protonation constants and the stoi-
chiometry of the involved equilibrium but does not give the
specific location of the protonation site in the structure.
Conversely, information about the sites which protons bind
to the antibiotic was obtained studying the pH dependence
of the "H NMR signals (Fig. 1). The highest shifts were
observed for the aminomethyl groups of micaminose
(signals labeled 7', 8") and forosamine (7", 8”). In the 6-9

s/ppm

Fig. 1 pH dependence of the aminomethyl 'H NMR signals of
spiramycin. the experimental and calculated potentiometric titration
plots are showed

@ Springer

pH range, the —CHj; hydrogen atoms that are adjacent to
the amino nitrogen in forosamine and micaminose undergo
a large downfield shift caused by the deshielding effect
upon protonation. The studied signals shift to a lower field
almost simultaneously as the pH decreases. But forosamine
aminomethyl group signals start to shift at higher pH
indicating that pKa = 8.44 corresponds to forosamine
group, while pKa = 7.49 correspond to micaminose. The
close related macrolide antibiotic Tylosin was titrated
under the same conditions for comparison. Tylosin has a
measured pKa = 7.42 and considering that only micami-
nose is present in its structure we consider that the assig-
nation discussed before is correct.

Titration curve of L1 is shown in Fig. 2. The first buffer
zone was observed from a =0 to a =3 (added base
equivalents), where the free hydrochloric acid is neutral-
ized as the titration curve almost coincides with the neu-
tralization of the curve of identical concentration in
0.0115 M HCI. The second buffer zone, located between
a = 3 and a = 6, correspond to the reversible dissociation
of three protons (H;L. = L + 3H™). Fitting of the titration
curve gave 4 protonation values (pKa): 8.83, 8.20, 7.32 and
2.62. The last protonation constant value has the highest
uncertainty, but its inclusion in the model improved the
fitting of the experimental data in the acidic portion of the
titration curve and was assigned to pyridine nitrogen based
on the pH dependence of aromatic '"H NMR signals
(Supplementary material). The aromatic protons suffer a
low field shift as pH decreases, which agree with the pro-
tonation of the pyridine nitrogen that occurred at pH below
2.5 in agreement with reported pKa data [18, 19] that
showed that 2-pyridil derived ligands has a lower basicity
than the parent pyridine.

Fig. 2 Titration curves of aromatic derivatives L1 and L2, experi-
ment carried out at 298 K in 0.1 NaCl as supporting electrolyte
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Benzyl Spiramycin derivative (L2) was slightly soluble
in water, so potentiometric experiments were performed in
a 90:10 methanol-water mixture. The titration curve
(Fig. 2) showed a buffer region between a = 2 and a = 5
that corresponds to the consumption of three protons.
Adjusting this curve in hyperquad gives three pKa values:
8.98, 8.25 and 6.98.

Nucleotide recognition studies of spiramycin

The association constants of anions with differently pro-
tonated forms of Spiramycin derivatives were determined
by potentiometric titrations of their mixtures (typically
2 mM) and sodium salts of anions applied in the range 2—
6 mM in the presence of 0.1 M NaCl as a background
electrolyte. The fitting of the titration curves allows the
determination of the overall stability constants defined by
Eq. (2), which correspond to reaction (3):

(LAH,]
ﬁ = Tra g am (2)
(LA~ [H]
L+mH" + A" S LAH"™"* (3)

The stepwise constants Kj; which correspond to the
complex formation between individual forms of the
receptor (LH;) and the anion (AH;), where i 4+ j = n, can
be calculated from f;, values with known protonation
constants of both reactants. To apply this definition, we
assumed that the anion complexation does not change the
protonation pattern of the host or guest. Accordingly, the
location of the protons in the complexes was assumed to be
regulated by the basicity of the interacting species.

Stepwise association constants are collected in Table 1.
For pyrophosphate [P,Os]*, affinity constants for com-
plexes formed between the diprotonated Spiramycin,
[H,L]**, with AH*~, AH,>~, AH;~ species of the anion
were determined. The highest affinity constant was
observed for the complex formed between the dicationic
Spiramycin with the deprotonated form of the anion (A*"),
then the stability constants values decrease with the
reduction of the anion’s total charge as would be expected
for an interaction of electrostatic nature.

Examination of the complex stability constants listed in
Table 1 reveals that both HL* and H,L>* interact with
ATP*~, ADP*~ and AMP?". The complexes formed with
H,L>" has a slightly higher stability constant due the
increase of positive charge over the receptor. However,
neither HL* or H,L>* show selectivity for any of the
studied nucleotides. In contrast, different trends are
observed for the protonated forms of anions. In particular,
while protonation of ATP*~ produces a slight reduction of
the stability constant, a 10-fold and 100-fold increase of the
stability constant are observed for complexes that involve
H>AMP and H,ADP™, respectively. According to the lit-
erature [20], the first protonation of the nucleotides occurs
on the terminal phosphate group, while the second proto-
nation occurs on the adenine ring. Then, is reasonable to
think that the formation of P-OH groups increases the
complex stability due its capacity to establish hydrogen
bonds, as it has been observed for other receptors [21].

From the stepwise constants, it is difficult to establish
the selectivity order due to several-overlapped protonation
equilibria present in the solution. A better alternative is the
use of the classical conditional effective stability constants
[22], defined, at a certain pH value, according to Eq. 4
(charges omitted):

K — Y([LAH])
T (CILHD(C[AH])

where X[AH;] is the summation of the concentrations of
the free substrate of all species present in solution at a
certain pH value, £[LH;] is the summation of the concen-
tration of all species of free receptor at a certain pH value,
and Z[LAHiH] is the summation of the concentration of all
species of the adduct at a certain pH value. The conditional
constants were calculated with HySS 2009 free software.
Figure 3 shows the logarithms of the effective constant
as a function of pH for the association between Spiramycin
with the adenine nucleotides and pyrophosphate. Com-
pared with other natural or artificial polyamine receptors,
Spiramycin binds nucleotide at strength similar to that
reported for linear or macrocyclic polyamines [23]. The
typical selectivity trend is ATP > ADP > AMP in almost
all the reported receptors. However, our data show that

(4)

Table 1 Logarithms of the

. oo Reaction AMP*~ ADP*~ ATP* [P,O,]*~
slepwus'e association constants
:’I“;‘“:";‘;S(ﬁ)_W‘(‘)hlsﬂr;‘“élc"‘ HL* + A 311 + 0.0l 3.24 £ 0.160 3.18 + 0.018 ND
at 2 mn u. a -

[(HL)* + A™ 3.64 £ 0.012 3.80 £ 0.009 3.65 + 0.001 3.78 + 0.033
[(H.L1?* + [AH]™! 3.73 £ 0.015 4.19 + 0.010 3.70 + 0.012 2.93 + 0.024
[(HoL1?* + [AHa]"2 4.48 + 0.039 5.77 £ 0016 3.14 + 0.017 2.65 + 0.051
[HoL]** + [AH5]" 3 ND ND ND 2.40 £ 0.097
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6.0 Table 2 Logarithms of the stepwise association constants of adenine
55_‘ """"""""""""" nucleotide (A) with Pyridylmethylspiramycin (L1) and Benzylspi-

I ) ramycin (L2) at 298 K in 0.1 M NaCl
5.0 ..., ADP , o i .
] Reaction AMP- ADP- ATP
a5
L1
404 p—_— . HL® + A 267+ 003 231 £005 2.55+ 0.04
¥§ 3.5 "lﬂ'P" [H-L)PH + A™ 2.47 4+ 0.01 1.7 +0.11 2.39 + 0.05
2 20 - [HiL]*" + A" 248 £0.07 248 £0.15 281 £ 0.0l
[HsL]F + AH™" ND® 220 +£033  3.04 £0.04
2.5 b o L2°
275
2.0 4 HL" + A" ND 3.76 £0.07 3.08 £ 0.46
P [HoL]** + A" 2.60 £ 021 392+ 006  3.50 + 0.31
1 [HiL]P" + A" 395 £ 005 482+007 450+ 0.28
1.0 . _
3 a 5 6 7 8 9 [H:LPF + AH™' 335 £005 3.66 £0.16  3.67 £+ 0.13
pH * Not detected

Fig. 3 Logarithms of effective stability constants (Kobs) for the
interaction of L with the studied anionic guests calculated as a
function of pH

Spiramycin has higher affinity by ADP over ATP and AMP
with a selectivity constant (Kspp/Katp) = 100 and (Kapp/
Kamp) & 10 in the 3-6 pH range. This phenomenon has
been observed previously by Bianchi and coworkers [24]
who reported a pyrimidine derived polyamonnium receptor
that selectively binds to ADP over ATP and AMP in acidic
media. These authors attributed the observed selectivity to
the number and the organization of binding contacts in the
complexes. In the same sense. our research group reported
a semisynthetic receptor derived from Streptomycin that
has a slight selectivity for AMP over ATP and ADP [25].

Aromatic derivatives L1 and L2

Table 2 shown the stepwise association constants between
adenine nucleotides and the aromatic derivatives L1 and
L2. For L1, the attachment of the pyridylmethyl group to
Spiramycin structure introduces two protonatable nitrogen
atoms that increase the total charge of the receptor in acidic
media: L1 is a tricationic molecule in the 3.0-6.5 pH range,
while its tetracationic species exist only at pH below 3. As
can be observed, the association constants between L1 and
the nucleotides are one order of magnitude smaller the
those observed for Spiramycin. Figure 4 show that L1 has
a preference for ATP over ADP and AMP with selectivity
constants (Kapp/Karp) = 3 and. (Kaxpp/Kamp) = 4, ie.
the strongest binding is observed with a molecule that has
the higher negative charge as is expected from a pure
electrostatic model. Especially for ATPH®", the protona-
tion of the nucleotide increases ~4 times the affinity
constant of the complex formed with HsL¥*. This finding

@ Springer

" Measured in 90:10 water—methanol mixture

4

. : R . -
4 5 6 7 8 9 10
pH

Fig. 4 Logarithms of effective stability constants (Kobs) for the
interaction of L1 with the studied anionic guests calculated as a
function of pH

can be due a better arrangement of the anion and the
receptor in the complex and due the presence of additional
hydrogen bonds established between protonated phosphate
group and the host molecule.

On the other hand, the observed stepwise association
constants between L2 and the nucleotides are higher than
those measured for L1 and similar to those observed for
L. In this case, one important factor to be considered is the
nature of the solvent used in the experiments with L.2. The
presence of methanol in the reaction media enhances the
electrostatic interactions between L2 and the anions due
the reduction of the dielectric constant which is around 74
for a mixture of 10 % methanol in water at 298.15 K [26].
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However, this factor is not sufficient to explain the
observed affinity.

Figure 5 present the pH dependence of calculated K¢
for L2. This Figure shows that this receptor has a prefer-
ence by ADP over ATP and AMP with selectivity constants
of (Kapp/Katp) & 2 and. (Kapp/Kamp) & 4 at neutral
pH.

NMR and molecular modelling studies

'H and *'P NMR experiments were conducted to determine
the specific groups involved in the complex formation
between the receptor and the studied nucleotides. In a
typical experiment, a 5 mM solution of ADP was titrated
with a concentrated solution of Spiramycin at pH 7.00. We
selected ADP because its complex with Spiramycin
showed the highest stability constant. In this experiment,
ADP phosphorus atoms suffered a downfield shift
(AS(Pa) = 0.233 ppm, AS(PB) = 0.564 ppm) upon inter-
action with the positively charged Spiramycin. This fact
indicates the presence of an electrostatic interaction in the
nucleotide-receptor complex formation. This effect is
originated by the reduction of electronic density over the P
atoms upon the interaction of the ADP pyrophosphate
moiety with the protonated amino-methyl groups of the
receptor. Additionally, ADP 'H NMR signals are slightly
shifted upon complexation with Spiramycin (Fig. 6). Sig-
nal shifts were small, but similar observation has been
reported in the NMR studies of the interaction between
nucleotides and polyamines [24]. As Fig. 6 shows, ribose
signals shifted downfield while adenine signals shifted
upfield. The higher observed spectral changes are for the

4.5

404
3.5 {48
3.0 -

2.5+

obs

2.0

log K

0.0 T T T T
4 5 6 7 8 9 10

pH

Fig. 5 Logarithms of effective stability constants (Kobs) for the
interaction of L2 with the studied anionic guests calculated as a
function of pH

0.08

H-1d H-2" H-3

-0.04 -

Fig. 6 Complexation Induced Shifts (CIS) observed for the signals of
ADP titrated with Spiramycin. Data obtained en D-O at pH 7.00

ribose proton located at position 4’ which is close to the
pyrophosphate moiety. Adenine protons suffer a small but
measurable shift that indicates that moiety is also involved
in the formation of the complex.

To get further information on the L-ADP complex, we
studied its structure by molecular modelling employing
OPLS3 force field as implemented in Macromodel. Cal-
culated structure (Fig. 7b) show that the complex is formed
mainly by the electrostatic interaction between the anionic
phosphate moiety and the protonated aminomethyl group
of forosamine. Also, a weak interaction is established by
the adenine aromatic ring and the micarose structure.

The molecular model shows that ADP has the adequate
molecular size to fit in the space defined by the two
cationic pendent carbohydrates of Spiramycin. On the other
hand, AMP is too short to fit between the carbohydrate
moieties of L (Fig. 7a) and ATP is too long to establish
enough interactions with the receptor (not shown). These
observations can explain the selective binding of Spi-
ramycin by ADP.

'H and *'P NMR titrations of L1 with ADP and ATP
were performed at pH 7.00 in D,O to gain insight into the
structure of complexes. In both cases, moderate signal
shifts were observed for the terminal phosphate signals
(Table 3 and supplementary material), while Po atoms
signals remain almost without change upon complexation.
As in the case of L, this fact indicates that electrostatic
interactions are important in the formation of the
complexes.

Small shifts were observed for the 'H signals of L1:
micaminose dimethylamine signals and aromatic protons
suffer a downfield shift with the increase of nucleotide
concentration, while very small changes are observed for
the adenine protons signals. From this data, we realize that
the interaction between the nucleotides and L1 is mainly of
electrostatic nature and occurs on micaminose and
pyridilmethyl moieties. Observed chemical shifts for ATP
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Fig. 7 OPLS molecular
mechanics calculated structures
of the complexes (a) L-AMP y
(b) L-ADP. Short distances are
showed. Solvent was simulated
as continuum using a Poisson-
Boltzmann algorithm

Table 3 Complexation Induced

Shifts (CIS) observed for Receptar signals

selected 'H and *'P signals of Aromatic protons Micaminose Forosamine
the L1-nucleotide complexes
Labels a b ¢ d 7,8 7.8
L1-ATP —0.046 —0.051 —0.029 —0.051 —0.062 —0.025
L1-ADP —0.025 —0.024 —0.02 —0.03 —0.032 —0.01
Nucleotide signals
Phosphate Adenine
Label Pa Pp Py 8 2
L1-ATP 0.085 0.129 0.723 —0.002 —0.008
L1-ADP 0.13 0.29 - 0 —0.01

Fig. 8 Calculated structures of
the complexes of ATP with

(a) L1 and (b) L2. Structure
were refined with OPLS3 as
implemented in Macromodel

are larger than ADP in agreement with the affinity order
observed for L1.

Molecular models of the complexes of L1 and L2 with
ATP are presented in Fig. 8. In contrast with Spiramycin,
L1 and L2 interact with the nucleotides in a different
fashion. As can be observed, nucleotide phosphate moieties
interact with the protonated amino groups of pyridil-
methylamino and micaminose. Also, weak interactions are
stablished between the adenine ring and the receptor aro-
matic groups.

@ Springer

Conclusions

The interaction between Spiramycin and adenine nucleo-
tides was studied. Spiramycin binds adenine nucleotides
with affinity constants of in the order of 10°~10* and has
selectivity by ADP over ATP or AMP. Spiramycin was
easily modified by reductive amination to obtain tri-ca-
tionic molecules with hydrophobic surfaces. The obtained
derivatives L1 and L2 showed a different selectivity pat-
tern. 'H and *'P NMR and molecular modelling studies
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show that the complexes are formed by electrostatic and
hydrophobic interactions between the receptors and the
studied nucleotides.
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