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ABSTRACT

In this work, a coordination study was carried out by fluorescence spectroscopy with four
new bischromophoric acyclic chemosensors derived from dtpa, with the purpose of assessing
their ability to discriminate between Zn?* and Cd?* ions in water at physiological pH. Each
of the compounds studied, called (dtpalnap)Hs (1), (dtpa2nap)Hsz(2), (dtpalmnap)Hs(3) and
(dtpa2mnap)Hs (4), contains two identical aromatic units (1- or 2- naphthyl or
methylnaphthyl) isomers interconnected through a dtpa type chelating chain. The compounds
in aqueous solution have emission bands of both monomer and naphthalene excimer, whose
intensities are sensitive to changes in the pH of the medium due to the formation of species
in different protonation states. The fluorescent quantum yields (®) of the compounds were
determined. The methylnaphthyl derivatives (3 and 4) were found to have ® an order of
magnitude greater than the naphthyl derivatives (1 and 2). Protonation constants (Kp) of
molecules 1-4 were determined both by fluorescence and by *H NMR. Stoichiometry and
conditional formation constants (K:") of the Zn?* and Cd?* complexes were determined by
spectrofluorometric titrations. The results of the coordination study show that of the group
of compounds 1-4 only the derivative (dtpa2mnap)Hz (4) has the ability to discriminate
between Zn?* and Cd?* by opposite radiometric responses clearly distinguishable from each
other: Increase in the excimer-to-monomer intensity ratio (Ie/lm) in the case of Cd?" and
decrease in Ig/lw in the case of Zn?*. The stoichiometries determined for the Zn?* and Cd*
complexes of ligand 4 are 1:2 (ML) and 1:1 (ML), respectively. It was determined that the
response of derivative 4 towards the metals of interest is highly selective, since it does not
present it against other metal cations evaluated in this work (Ca?*, Mg?*, Co?*, Cu®*, Fe*",
ng+, Ni2+ y Pb2+).
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The structures of the compounds presented in this work are shown below.
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RESUMEN

En este trabajo se llevd a cabo un estudio de coordinacién mediante espectroscopia de
fluorescencia con cuatro nuevos quimiosensores aciclicos biscromoféricos derivados de dtpa,
con el propdsito de evaluar su capacidad de discriminar entre los iones Zn?* y Cd?* en agua
a pH fisioldgico. Cada uno de los compuestos estudiados, denominados (dtpalnap)Hs (1),
(dtpa2nap)Hs (2), (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4), contiene dos unidades aromaticas
idénticas (naftilo o metilnaftilo, isbmeros 1- o 2-) interconectadas a través de una cadena
quelante tipo dtpa. Los compuestos en solucion acuosa presentan bandas de emision tanto de
monomero como de excimero de naftaleno, cuyas intensidades son sensibles a los cambios
en el pH del medio debido a la formacion de especies en distintos estados de protonacion. Se
determinaron los rendimientos cuanticos fluorescentes (®) de los compuestos y se encontro
que los derivados de metilnaftilo (3 y 4) tienen @ un orden de magnitud mayores que los
derivados de naftilo (1 y 2). Las constantes de protonacion (K,) de las moléculas 1-4 se
determinaron tanto por fluorescencia como por RMN H. Las estequiometrias y las
constantes de formacion condicional (K:") de los complejos de Zn?* y Cd?* se determinaron
mediante titulaciones espectrofluorimétricas. Los resultados del estudio de coordinacion
muestran que del grupo de compuestos 1-4 unicamente el derivado (dtpa2mnap)Hs (4)
presenta capacidad de discriminar entre Zn?* y Cd?* mediante respuestas radiométricas
opuestas claramente distinguibles entre si: incremento en la razén de intensidades excimero-
monomero (le/lm) en el caso de Cd?* y disminucion de le/Im en el caso de Zn?*. Las
estequiometrias determinadas para los complejos de Zn?*y Cd?* del ligante 4 son 1:2 (MLz)
y 1:1 (ML), respectivamente. Se determind que la respuesta del derivado 4 hacia los metales
de interés es altamente selectiva, ya que no la presenta frente a otros cationes metalicos

evaluados en este trabajo (Ca%*, Mg?*, Co?*, Cu?*, Fe**, Hg?*, Ni?* y Pb?").
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A continuacion, se muestran las estructuras de los compuestos presentados en este trabajo
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INTRODUCCION

Los cationes metalicos juegan papeles criticos en los procesos fundamentales de los seres
vivos, incluyendo la regulacion osmotica, la catélisis, la biomineralizacion y la sefializacion.
Entre los mas importantes por su funcién bioldgica se incluyen sodio (Na*), potasio (K*), calcio
(Ca?"), hierro (Fe?" y Fe*®), cobre (Cu*y Cu?") y zinc (Zn?*), siendo este Gltimo uno de los més
relevantes ya que se ha demostrado que tiene un papel de sefializacion adicional en el sistema
nervioso central,® 2 ademas de que juega un papel crucial en nuestro organismo por su
multiple funcionalidad como cofactor catalitico, regulador de la expresion genética, procesos
inmunoldgicos, entre otras. Por todo lo anterior, no es extrafio que el zinc sea el segundo

metal de transicion mas abundante en nuestro cuerpo.®”’

Las células de los mamiferos secuestran u obtienen altos niveles de zinc desde su
ambiente extracelular, la concentracion celular promedio se encuentra en el rango
micromolar, la concentracion de zinc en suero es de 1-10 pM.8 La mayor parte del zinc en
las celulas (lagunas de zinc) esta unido a proteinas, enzimas, metabolitos y otras moléculas
de bajo peso molecular, de modo que el zinc libre dentro de la célula estd en el rango
picomolar (pM). Estas lagunas de zinc representan el zinc disponible para sintetizar nuevas
proteinas o para su potencial uso en la sefalizacion.® El intervalo normal de concentracion
de los iones de zinc en sistemas bioldgicos es tan bajo como en los ejemplos anteriores. Tanto
la deficiencia como el exceso causan muchos estados patolégicos en nuestro organismo, la
acumulacion de Zn?* a niveles toxicos conduce a la muerte celular, mientras que la
deficiencia de zinc puede conducir en una cognicion deteriorada, disfuncion inmune, diarrea,
y a veces la muerte.'® Los avances recientes en la biologia tienen énfasis en las funciones
bioldgicas de zinc, en particular, en sus funciones relacionadas con la neurobiologia debido
a que el zinc realiza un papel de sefializacion adicional en el sistema nervioso central.
Algunos estudios recientes han identificado que el zinc esta criticamente involucrado en
fisiopatologias y neuropatologias humanas como epilepsia, isquemia global transitoria, dafio
cerebral, Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Wilson y esclerosis lateral amiotrofica.
Incluso, valores anormales de zinc han sido relacionados con algunos tipos de cancer y

autismo.1113
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Un ion muy relacionado al zinc es el cadmio, con el que comparte muchas
propiedades quimicas ya que se encuentran en el mismo grupo de la tabla periddica. Las
funciones del zinc como cofactor enzimatico normalmente son interferidas por el cadmio
(son antagdnicos) como en el caso de la superéxido dismutasa,** catalasal® y otras enzimas
antioxidantes.'® Todo esto puede desencadenar efectos citotdxicos y dafio en mdltiples

6rganos como huesos, cerebro, rifion e higado.? > 101719

La exposicion a cadmio ocurre principalmente a través de comida contaminada, agua
o inhalacién de humo de cigarrillos.’® 2° Las mayores fuentes de cadmio dietario, son el
pescado, higado, granos, papas y diversos vegetales. Una persona puede llegar a consumir
30 pg de cadmio por dia, con una absorcion gastrointestinal de 1-3 pg. Una de las principales
fuentes de absorcion de cadmio es a través de la inhalacion del humo de los cigarrillos que
contiene aproximadamente 1-2 pg de cadmio, con una absorcion entre el 40-60% a través de
los pulmones que va directamente al sistema circulatorio. La exposicion cronica de cadmio
puede causar efectos adversos en los rifiones, higado, pulmones, péancreas, testiculos,
placenta, huesos y corazdn. El drgano blanco depende de la forma de exposicion y la dosis.*
20,21

Dada la importancia del zinc en la biologia y en el crecimiento, no es de sorprender
que la familia de sensores para zinc es la mas grande de indicadores fluorescentes para
metales de transicion.? Muchos de los sensores de zinc reportados estan basados en quinolina
o di-2-picolilamina (DPA) como agentes quelantes, los cuales tienen afinidades similares por
otros metales de transicion y/o metales pesados, ademas de que no discriminan entre zinc y
cadmio, ya que provocan cambios similares en la intensidad y/o en la longitud de onda

méaxima de emision del sensor.?%%4

Debido a lo anterior, existe en la actualidad un gran interés en el desarrollo de
sensores con capacidad de discriminar entre zinc y cadmio mediante sefiales fluorescentes
distintas. En afios recientes se han reportado algunos receptores fluorescentes que contienen
DPA unida a naftalimida,? 2® asi como fluor6foros a base de quinolina, los cuales muestran
sefiales distintas al unirse a zinc o cadmio. La coordinacién provoca cambios en los maximos

de emision en direcciones opuestas, asi como diferentes variaciones en las intensidades.?” 28
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Estas respuestas estan basadas en procesos de transferencia de carga o de transferencia de
electrones fotoinducida (ver Seccion Antecedentes), los cuales se afectan en diferentes formas

debido a los distintos modos de coordinacion que adoptan los metales.

En nuestro grupo de investigacion se ha utilizado una estrategia diferente para el
disefio de quimiosensores fluorescentes con capacidad de discriminar entre Zn?* y Cd?".
Dicha estrategia consiste en preparar compuestos biscromoforicos que contienen dos grupos
naftaleno unidos a través de cadenas de interconexion flexibles derivadas de edta
[compuestos (edtalnap)H., (edta2nap)H:, (edtalmnap)H: y (edta2mnap)H,, Esquema 1].2%
30 Estos compuestos son solubles en agua y presentan bandas de emision caracteristicas tanto
de naftaleno monomerico (M) como de excimero de naftaleno (E), cuya razén de intensidades
(Ie/lm) se modifica con la complejacion. Este tipo de respuesta, denominada respuesta
radiométrica, es de gran interés analitico ya que cancela errores provenientes de diferentes
fuentes durante las determinaciones.3! 32 Del grupo de compuestos derivados de edta, el
receptor (edta2mnap)H; se distingue por su capacidad de discriminar entre Zn** y Cd?**
mediante respuestas fluorescentes radiométricas opuestas. En solucién acuosa a pH=8 (buffer
TRIS), la coordinacion a Zn?* causa un incremento en la intensidad de emision de monémero
a 335 nm y disminucion en la intensidad de emision de excimero a 391 nm. Lo contrario
ocurre con la coordinacion a Cd?*, la emision de excimero se incrementa y la de mondmero
disminuye.%® Los efectos opuestos observados en la razon Ie/Im al formarse los complejos de
Zn?* o Cd?* muestran que el ligante (edta2mnap)H. es un sensor fluorescente que puede
detectar a cada uno de los cationes con sefiales radiométricas completamente distinguibles

entre si.

R .
JeI N ve
HN)J\/N\/\N/\[(NH
(0]
R

- &

edta A
(edta1nap)H,, n=0, R= A
(edta2nap)H,, n=0, R=B
(edtatmnap)H,, n=1, R= A
(edta2mnap)H,, n=1, R=B

Esquema |
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Otro resultado relevante de los estudios de coordinacion en solucién del ligante
(edta2mnap)H: es que presenta estequiometrias de coordinacion distintas con Zn?*y Cd?".
Con el primer metal forma un complejo 1:1 M:L, mientras que con el segundo forma un
complejo 1:2 M:L. Esta propiedad no la presentan ninguno de los deméas compuestos bis-
naftilo derivados de edta, los cuales coordinan a Zn?* o Cd?* con estequiometrias 1:1 M:L.%*
%0 Estos resultados muestran que las modificaciones a la estructura molecular pueden dar

origen a cambios importantes en las propiedades de los sensores.

Con base en los resultados descritos en los parrafos anteriores, en este trabajo de tesis
se plantea estudiar las respuestas fluorescentes hacia Zn?* y Cd?* de una serie de nuevos
derivados bis-naftil con cadenas de interconexion tipo dtpa (1-4, Esquema I1), las cuales son
de mayor longitud y contienen un mayor nimero de atomos donadores respecto a las de los
compuestos derivados de edta. Los derivados 1-4 difieren entre si en el sitio de union del
grupo cromaforo a la unidad dtpa (1- o 2-naftil) y/o en la presencia o ausencia de los puentes
metileno entre los naftalenos y la unidad quelante. Se espera que las modificaciones
estructurales generen respuestas fluorescentes novedosas y distintivas de los receptores hacia

cada uno de los metales de interés.

1; (dtpa1nap)H; n=0,
2; (dtpa2nap)H; n= 0,
3; (dtpa1tmnap)H; n=
4; (dtpa2mnap)H; n=1, R=

Esquema Il

Para el desarrollo de esta tesis se cuenta con los compuestos 3 y 4, los cuales fueron
sintetizados y caracterizados parcialmente por Machi et al.®® Los derivados 1 y 2 seran
preparados en este trabajo y se llevara a cabo una caracterizacion completa de los materiales

previa a los estudios de coordinacién. Dicha caracterizacion incluye estudios de protonacién



Introduccidn|b

mediante fluorescencia y RMN H, asi como la especiacion y la determinacion de las

constantes de equilibrio.

Los estudios de coordinacion se llevaran a cabo en agua bajo condiciones de pH
fisiologico (pH=7.2) y se contempla incluir, ademas de los cationes de interés Zn?**y Cd**, a
un grupo amplio de iones metalicos con el propdsito de conocer los modos de respuesta y la

selectividad de los derivados 1-4.
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OBJETIVOS
Objetivo general:

Sintetizar dos quimiosensores fluorescentes aciclicos tipo dtpa-bis-naftilo, evaluar su
capacidad de discriminar entre los iones Zn?* y Cd?* en agua a pH fisiol6gico y compararla

con la de dos compuestos andlogos bis-metilnaftilo sintetizados previamente.

Objetivos particulares:

1. Sintetizar dos ligantes aciclicos bis-cromoféricos derivados de dtpa,
funcionalizados con grupos 1- o 2-naftaleno como unidades de sefializacion.

2. Determinar las constantes de protonacion (Kp) de los dos nuevos compuestos, asi
como las de dos ligantes analogos dtpa-bis-metilnaftilo previamente sintetizados,
mediante titulaciones espectrométricas por fluorescencia y RMN H.

3. Llevar a cabo un estudio de coordinacién en solucion acuosa a pH=7.2, mediante
espectroscopia de fluorescencia, con los cuatro ligantes derivados de dtpa,
dirigidos hacia los cationes de interés Cd** y Zn?'. El estudio incluird la
determinacion de las constantes de formacion (Kf) y la estequiometria de los
complejos.

4. Evaluar el efecto de otros cationes metalicos (Ca?*, Mg?*, Co?*, Cu®*, Fe**, Hg?",
Ni?* y Pb?*) en la fluorescencia de las moléculas con el fin de conocer el modo de

respuesta y establecer la selectividad hacia Cd** y Zn?",
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1. ANTECEDENTES

1.1. Importancia bioldgica del Zinc

El zinc juega un papel muy importante en los sistemas biolégicos dado que es un
oligoelemento esencial que actia como componente estructural y en el sitio activo de las
enzimas.>* Este metal act(ia como cofactor y como integrante de al menos 300 enzimas (como
aldolasas, deshidrogenasas, esterasas, peptidasas, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbonica,
superoxidodismutasa, ADN- y ARN-polimerasas, entre otras) implicadas en el metabolismo
energético y de los carbohidratos, en las reacciones de biosintesis y degradacion de proteinas,
en procesos biosintéticos de acidos nucleicos y compuestos hemo, en el transporte de COo,
etc. Ademas de lo anterior, el zinc participa en la replicacion tanto de ADN como de ARN,
en la apoptosis, en la transduccion de sefiales, en la expresion génica, en la neurotransmision,
en la respiracion celular, en el mantenimiento de la integridad de la membrana celular y en

la eliminacion de radicales libres.t 3 11,1235

El zinc es capaz de adoptar tres numeros de coordinacion: 4, 5y 6. El costo energético
del cation hidratado para cambiar entre ellos es muy bajo (esta dentro de 0.4 kcal mol™ en
fase gaseosa), ademas de que lo hace con facilidad por su configuracion electrénica de capa
cerrada d*°. Estas propiedades contribuyen a la efectividad de Zn(Il) como centro catalitico.®
36

Uno de los papeles mas importantes del zinc es como un cofactor estructural en
metaloproteinas. Se han encontrado cientos de proteinas que poseen uno 0 mas motivos
estructurales de zinc, las cuales han sido identificadas y clasificadas en varias grandes
familias. Inicialmente el zinc se encontrd en el factor de transcripcion A (TF 111A), el
motivo estructural Cis;His; interactlia con Zn?* para proveer un dominio de unién a acidos

nucleicos. Dichos dominios son conocidos como "dedos de zinc".2¢ 37

El zinc estd asociado con la regulacion de la expresidn génica a través de proteinas
metal-reguladoras como el factor de transcripcién factor-1(MTF-1) que actGa como un sensor

de zinc celular. Muchas enzimas hidroliticas contienen iones de Zn?" en el sitio activo, ya
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que el zinc coordinado al agua o al hidréxido, es un excelente agente nucleofilico. Por
ejemplo, en el centro catalitico de la anhidrasa carbonica humana Il (CA I1), el zinc est&
coordinado por tres fragmentos de histidina y una molécula de agua. En pruebas in vivo e in
vitro se ha demostrado que el zinc puede ser un importante regulador de la apoptosis celular.
Ademas, los iones de Zn?* se presentan en la mayoria de las ADN o ARN polimerasas.®

Ademas de las funciones sefialadas en los parrafos anteriores, el zinc actda en las
neuronas presinapticas como neurotransmisor o neuromodulador convencional y como una
sefial neuronal transmembranal que las atraviesa y también en los compartimentos de las
vesiculas sinapticas. En esta via de sefializacion, los transportadores de zinc (Zn-Ts) son los
responsables de la transferencia de iones de Zn?* a través de la membrana y de
compartimentar al zinc en las vesiculas sinépticas. Recientemente, se ha reportado que la
metaloproteina-111 (MT-111), en su forma cerebral de la familia MT, podria ser responsable

de la conversion de sefiales de NO (6xido nitrico) en sefiales de Zn?*.3

Dada la importancia del zinc en una diversidad de procesos bioldgicos, la deficiencia
de este metal provoca efectos negativos en la salud humana. Los estados con deficiencia de
zinc pueden estar causados por diferentes factores como una ingesta insuficiente de este
mineral, problemas en la absorcion intestinal o pérdidas corporales excesivamente elevadas,
asi como el padecimiento de determinadas enfermedades por infecciones bacterianas. La
deficiencia de este elemento en nifios y jovenes, puede ocasionar retraso en el crecimiento y
en el desarrollo neuronal, diarrea, alteraciones inmunitarias e incluso en algunos casos la
muerte. Las principales manifestaciones de la deficiencia de zinc son dermatitis, alopecia,
alteraciones en el sentido del gusto, anorexia, retraso en la cicatrizacion de las heridas,
alteraciones inmunoldgicas y disminucion de los niveles de fosfatasas alcalinas, habiéndose
postulado la deficiencia de zinc como un factor importante en la patogenia de la
esquizofrenia. Hay estudios epidemioldgicos que sugieren que una deficiencia de zinc puede
estar asociada con un incremento en el riesgo de padecer cancer. Esto es debido a que tanto
su participacion en la funcién inmunoldgica, como sus propiedades antioxidantes y frente al

estrés oxidativo, proporcionan a este elemento una actividad preventiva frente al cancer.®
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Por otro lado, el exceso de zinc en el cuerpo humano resulta nocivo y esté asociado a
una variedad de reacciones contraproducentes para nuestro organismo, principalmente
reacciones citotoxicas. El metabolismo anormal de zinc estd asociado con muchos problemas
de salud, que van desde enfermedades de la piel hasta el cancer de prdéstata, diabetes y
enfermedades del cerebro. Un trastorno del metabolismo del zinc estd asociado
estrechamente con muchas enfermedades neuroldgicas graves tales como la enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson, isquemia por hipoxia y

epilepsia.? 3638

Los iones de Zn?* liberados durante la neurotransmision pueden inducir la formacion
de placas seniles de PB-amiloide (AP). Estas placas se producen en la enfermedad de
Alzheimer.*? La correlacion entre la superoxido dismutasa de cobre-zinc (Cu-Zn SOD) y de
la enfermedad de esclerosis lateral amiotrofica ha sido conocida durante casi por una

década.3® 40

1.2. Efectos adversos del Cadmio en sistemas biologicos

Se ha reportado que el cadmio interfiere en el metabolismo energético y en el transporte a
través de la membrana celular,** ademéas de que puede competir en la absorcion de metales
bioesenciales como el calcio, hierro y zinc. Esto ultimo le permite acceder a las células de
diferentes 6rganos y causarles efectos adversos. Algunos iones metélicos, como calcio y zinc,
funcionan en la transferencia de informacion, aunque con caracteristicas de sefializacion
bastante diferentes.” Esto sucede mediante un mecanismo i6nico mimético, donde el cadmio
mimetiza especies de cationes divalentes. El cadmio forma complejos metal-proteina los
cuales son mas estables que por ejemplo un complejo formado por iones de zinc. Un ejemplo
claro seria la inhibicién o la reduccién de actividad de la superéxido dismutasa donde el
cadmio puede reemplazar a Zn?*.*® Tal como sucede con el mercurio que se conjuga a estas
moléculas, el cadmio forma complejos que pueden mimetizar dentro de las células y
comportarse tal y como lo hace un aminoacido endégeno, un oligopéptido, un anion organico,

0 como un catién en los sitios de transporte de membrana de estos sustratos.
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El cadmio mimetiza al Ca?* en los canales de calcio y pueda entrar a los hepatocitos
y ser absorbido por el higado donde forma complejos con péptidos y proteinas via grupos
sulfhidrilo, incluyendo al glutation. EI cadmio es secretado ya sea por la bilis o entra a
circulacién como Cd-GSH (cadmio-glutation) o Cd-MT (cadmio-metaloproteina). Estos
complejos de cadmio o cadmio en su forma libre pueden causar toxicidad en tejidos, causar
dafio mitocondrial y finalmente muerte celular por apoptosis o necrosis.** Durante el
desarrollo embrionario estos cambios bioquimicos en el proceso de apoptosis tienen un efecto
negativo debido a que la apoptosis es particularmente importante en el desarrollo del sistema
nervioso central, donde las neuronas compiten por una cantidad limitada de factores de
supervivencia y nueve factores neurotropicos. Se ha reportado que el tubo neural sufre
apoptosis y degeneracion en embriones (tanto de humanos como de ratones) tratados con
cadmio. Cuando los embriones se exponen a cadmio antes de la neurulacion, se observan la
mayoria de las malformaciones, como es la formacion de una abertura en el poro neural
anterior (exencefalia). Si la exposicion se produce después del cierre del tubo neural, hay un
cambio hacia los defectos de las costillas y las extremidades superiores.® Todos estos efectos
tienen mucho sentido ya que es antagonico al zinc el cual es factor de crecimiento y desarrollo

celular en los seres vivos.?

Las alteraciones causadas por cadmio en las respuestas inducidas por estrés y en la
sefializacion de desarrollo, muerte y supervivencia celular estan asociadas con algunos tipos
de cancer (como el de pulmon, préstata, pancreas, rifion u otros tejidos). En la mayoria de
los casos el cadmio puede pasar libremente por los receptores de membrana celular e inducir
cambios mas o menos permanentes en los niveles de segundos mensajeros y afectar algunas
funciones celulares como la transcripcion de genes, que puede provocar la muerte celular,
cambios en la respuesta adaptativa (PKB/AKkt, factor nuclear-kappaB, (NF-«xB)), estas
disfunciones en la sefializacion también pueden amplificar la respuesta de la célula a otros
efectos toxicos de cadmio, como dafio directo de enzimas y transportadores, la tiol oxidacion,

es decir alteraciones de las siguientes enzimas ROS, cAMP’, NO°, ROS", MAP-quinasa’,
etc.l“' 20,42
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1.3. Quimiosensores fluorescentes

En los ultimos afios, dentro del &rea de la quimica supramolecular, muchos de los esfuerzos
se han enfocado en el disefio de sensores moleculares fluorescentes (quimiosensores
fluorescentes) que coordinen especificamente a algun analito de interés (cationes, aniones y
moléculas neutras) y que lo expresen mediante algin tipo de sefial fluorimétrica
(apagamiento o incremento de la intensidad de emision, o bien, desplazamiento de las bandas
en el espectro).*® Esto permite no solo detectar la presencia del analito sino también abre la
posibilidad de llevar a cabo determinaciones cuantitativas con aplicaciones en quimica

analitica, bioguimica clinica, medicina e investigacion.*

De acuerdo con Valeur, B, *°los quimiosensores fluorescentes pueden ser clasificados

en tres clases, en este trabajo nos centraremos en la clase tres.

Clase 1: Fluoroforos que se someten a apagamiento de la fluorescencia por colision

con el analito (ejemplos de analitos: O, CI).%°

Clase 2: Fluoroforos que pueden unirse reversiblemente al analito. Si el analito es un
proton, el término a veces usado es indicador fluorescente de pH. Si el analito es un ion
metélico el término apropiado es agente quelante fluorescente. La fluorescencia puede ser
disminuida o totalmente extinguida por el enlace (sensor tipo CEQ, del inglés Chelation
Enhancement of Quenching) o aumentada (sensor tipo CEF, del inglés Chelation
Enhancement of Fluorescence). En el Gltimo caso el compuesto es llamado fluorogénico

(ejemplo: 8-hidroxiquinolina (oxina)).*

Clase 3: Fluoroforos ligados a un receptor de manera directa o a través de un
espaciador. El disefio de estos sensores esta basado en el reconocimiento molecular de iones
por un receptor y requiere de criterios especiales en cuanto a afinidad y selectividad. Estos
aspectos son muy relevantes en el terreno de la quimica supramolecular. EI cambio en las
propiedades fotofisicas de un fluoréforo por la interaccién con el analito son perturbaciones

producidas por procesos fotoinducidos, dentro de los cuales se encuentran la transferencia de
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electrén, transferencia de carga, transferencia de energia y formacion o desaparicion de
excimero, etc.*> Con base en el mecanismo de respuesta, los quimiosensores se clasifican en
los siguientes tipos: a) PET (del inglés Photoinduced Electron Transfer); b) PCT
(Photoinduced Charge Transfer); ¢) FRET (Forster Resonance Energy Transfer) y d)
Formacion de Excimeros. A continuacién, se abordan con mas detalle las caracteristicas de
los quimiosensores tipo PET, PCT y los basados en formacion de excimeros.

1.3.1. Quimiosensores fluorescentes tipo PET

La deteccion de un analito por un quimiosensor fluorescente generalmente se logra a traves de
uno 0 mas mecanismos fotofisicos, siendo los mas comunes el PET (Transferencia Electronica
Fotoinducida) y la PCT (Transferencia de Carga fotoinducida).? La mayoria de los
quimiosensores fluorescentes son de tipo PET, el cual es un proceso de desactivacion que
involucra una reaccion interna de tipo redox entre el estado excitado del fluoroforo y otra
especie capaz de donar o aceptar un electron. Este tipo de quimiosensores generalmente
consisten en un fluoréforo aromatico ligado a una amina por medio de un espaciador
metileno. La transferencia de electréon fotoinducida toma lugar de los grupos aminos al
hidrocarburo aromatico, causando apagamiento de fluorescencia de este ultimo. Cuando el
grupo amino es protonado (o cuando interacciona con un catién metalico), la transferencia
del electrdn es inhibida y se observa un incremento de la fluorescencia. La Figura 1 ilustra
el mecanismo en términos de orbitales moleculares. Durante la excitacion del fluoroforo, un
electron del orbital molecular de mas alta energia ocupado (HOMO) es promovido al orbital
molecular de mas baja energia desocupado (LUMO). Esto habilita el PET desde el HOMO
del donador (amina desprotonada o receptor libre de cationes) hacia el fluoréforo, causando
apagamiento o disminucion en la intensidad de la fluorescencia de este ultimo. Al ocurrir la
protonacion (enlace cationico), el potencial redox del donador aumenta debido a que el
HOMO relevante queda en un nivel de mas baja energia que el del fluoroforo;
consecuentemente, el PET ya no es posible y el apagamiento de la fluorescencia se suprime.
Este proceso depende en gran medida de la polaridad del solvente, el cual afecta el potencial
de oxidacion de electrones libres de los atomos coordinantes. Una mayor polaridad del

solvente facilita la transferencia de electrones; Como consecuencia, el efecto de apagamiento
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de la fluorescencia mediado por PET ocurre mas rapidamente en ambientes de alta polaridad.
La respuesta fluorescente de tipo PET no causa desplazamientos en la banda de emisiéon al

formar complejos de iones metalicos.? 32 3645

LUMO _r LUMO

U ﬁ HOMO U
HOMO 4
HOMO 4 ' HOMO

Fluoraforo excitado

Receptor proton amino
libre o cation libre

Fluoraforoexcitado

Receptor proton amino
protonado o enlace catignico

= R hwv v R
N Ny N2,
_-“\

Débilmente fluorescente R

hu% .
O

Débilmente fluorescente

Fuertemente fluorescente

Figura 1. Principios de deteccion de H* o cationes metalicos (M™) por sensores fluorescentes
de tipo PET.%

1.3.2. Quimiosensores fluorescentes tipo PCT

La transferencia de carga fotoinducida (PCT) implica la transferencia de un electrén entre un
donador y un aceptor de electrones inducida por irradiacion con luz de determinada longitud
de onda (proceso de excitacion). El estado excitado que alcanza la molécula es de baja energia
y puede dar origen a emision de fluorescencia. Los sensores con respuesta de tipo PCT
presentan un grupo donador de electrones (Grupo-D, generalmente un grupo amina) y un
grupo aceptor (Grupo-A, generalmente un fluoréforo aromatico) integrados directamente y
conjugados. Cuando el Grupo-D interactia con un cation se reduce su caracter donador
debido a la reduccion en la conjugacién. Como consecuencia de lo anterior, la eficiencia de

la PCT disminuye, la energia del estado excitado incrementa y se presenta un desplazamiento
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hacia el azul tanto del espectro de absorcion como del de emision, junto con una disminucion
en el coeficiente de absorcion molar. Por el contrario, cuando un catidn interactia con el
Grupo-A se hace mas eficiente el proceso PCT, la energia del estado excitado disminuye, los
espectros de absorcion y emisién se desplazan hacia el rojo y se incrementara el coeficiente
de absorcion molar.®® Los cambios en los niveles de energia durante los dos procesos
anteriores se ilustran de manera esquematica en la Figura 2. Estas respuestas dependen tanto
del tipo de fluordforo, del ion metalico y del modo de complejacion.®? Ademas de estos
cambios, a menudo se observan cambios en los rendimientos cuanticos y tiempos de vida.
Estos efectos fotofisicos dependeran de la carga y el tamafio del catidn, lo que hace que esta

respuesta pueda ser selectiva.*

Interaccion con el grupo donador

0 —

Interaccion con el grupo aceptor

Figura 2. Cambios en las energias de los estados basal y excitado de los sensores PCT como
resultado de la interaccién de un catién con un grupo donador (D) o aceptor (A) de
electrones.®
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1.3.3. Quimiosensores fluorescentes basados en formacion de excimeros

Una estrategia diferente en el disefio de quimiosensores fluorescentes es la union de dos
fluoroforos idénticos a través de una cadena de interconexion con propiedades quelantes
(quimiosensores bis-cromoféricos, Figura 3). En este tipo de compuestos la interaccion con
el analito puede inducir cambios conformacionales que favorezcan el acercamiento de las
unidades fluoréforas y la consecuente formacion de excimeros, que son dimeros en estado
excitado. La longitud de onda de emision de excimero es mayor (menor energia) que la
correspondiente a la de la unidad monomérica y en muchos casos se presenta dentro del
intervalo visible. Esta propiedad amplia la posibilidad de aplicacion de estos compuestos ya
que la variacion en la razdn de intensidades de excimero y monémero (le/lm) genera la
respuesta radiométrica y puede correlacionarse de manera cuantitativa con la concentracion
del analito de interés, esto resulta en una ventaja sobre los sensores fluorescentes clasicos.*®
47

Los fluoréforos mas utilizados en el disefio de quimiosensores bis-cromoforicos son
los policiclicos aromaticos como el naftaleno, antraceno y pireno. A pesar de que pireno y
antraceno presentan propiedades fotofisicas mejores que naftaleno (rendimientos cuanticos
de fluorescencia mayores, tiempos de vida en estado excitado mas largos, entre otras), su
hidrofobicidad alta reduce la solubilidad en agua de la mayoria de sus derivados, lo cual

limita su aplicacion en sistemas bioldgicos.*®

+Q TN
-Q _/O

M A

Figura 3. Disefio de quimiosensores fluorescentes de tipo bis-cromoforicos con respuesta
monomero (A1) y excimero (A2).
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1.4. Quimiosensores fluorescentes capaces de discriminar entre los iones de cadmio

y zinc

La deteccion de iones metélicos, tanto en el medio ambiente como en los organismos
bioldgicos, sigue siendo un area de investigacion importante. Las moléculas que poseen
propiedades versatiles y que se pueden usar para detectar mas de un solo ion metélico reducen
la necesidad de sintetizar multiples compuestos y facilitan la deteccion una amplia variedad
de iones con un solo dispositivo, debido a que pueden ser capaces de producir diferentes
respuestas de fluorescencia o color a diferentes iones.*® EI mayor desafio para detectar
cadmio proviene de la interferencia de metales de transicion, en particular con el zinc, ya que
ambos tienen propiedades similares, comparten el mismo grupo de la tabla periddica y
generalmente causan cambios espectrales similares despues de las interacciones con sensores
fluorescentes (los mismos cambios en los desplazamientos de longitud de onda y o de
intensidad fluorescencia). En otras palabras, la presencia de uno de estos dos cationes
(cadmio o zinc) proporcionara sefiales falsas positivas que imitan la presencia del otro cation.
Esta es una de las principales razones por las que existe una gran necesidad de desarrollar
sensores selectivos que puedan distinguir entre iones cadmio y zinc con alta sensibilidad y

selectividad.?> 28

En afios recientes se han reportado algunos receptores fluorescentes que contienen
DPA unida a naftalimida,? 2° asi como fluoréforos a base de quinolina, los cuales muestran
sefiales distintas al unirse a zinc o cadmio. La coordinacion provoca cambios en los maximos
de emision en direcciones opuestas, asi como diferentes variaciones en las intensidades de
emision.?”- 2 A continuacion se describe de manera breve los resultados de algunos de estos

trabajos.

En 2007 C. Lu et al.?® reportaron una serie de derivados de la 4,5-diamino-1,8-
naftalimida como unidad fluorescente, que contienen un grupo quelante DPA y una unidad
1- o 2-picolilo (Lia-1c, Figura 4). Los autores encontraron que el sensor Lia €n un medio
acuoso neutro (etanol-agua 1:9, v/v, buffer HEPES 50 mM, pH=7.2) funciona como un

sensor fluorescente radiométrico tanto para Cd?* como para Zn?*, que es capaz de discriminar
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con éxito a dichos metales mediante diferentes tipos de respuestas. El ligante L1a en su forma
libre presenta una banda de emision a 531 nm (Aexc = 420 nm). La coordinacion con Cd?*
provoca un desplazamiento de 44 nm hacia al azul de la banda de emision, asi como un
incremento de intensidad (@ = 0.27, ®_.cq4 = 0.6). Lo contrario ocurre por coordinacion a
Zn?*, el maximo de emision se desplaza 27 nm hacia el rojo y la intensidad de fluorescencia
disminuye (®L = 0.27, ®..zn = 0.23). Los autores demostraron que las respuestas opuestas se
deben a los diferentes modos de coordinacion de los metales a las aminas secundarias de la
naftalimida, lo que provoca efectos distintos en los procesos de PCT. El ligante L1, también
mostré una buena selectividad a Cd?* sobre muchos otros cationes, incluyendo Zn?*. Esto se
atribuyd a que el grupo 2-picolilo, junto con la unidad DPA, forma una cavidad con el tamafio
y la conformacion adecuadas para captar al Cd?*. Los autores confirmaron que cualquier
cambio en este grupo, incluido el giro (sensor 1b), el incremento de la flexibilidad (sensor
1c), o la ausencia del mismo (sensor Lo)*° conduce a interacciones ineficaces del sensor con

los analitos en el estado excitado y la pérdida de su capacidad para discriminar entre ellos.?®

HN] NH HN NH HN NH HN
W O 5 &
% =
/;b 5”3 éb
LO I-1a

Figura 4. Estructura de los derivados Lo Y Lia-1c reportados por J. Fanetal.® y C. Lu et al.®,
respectivamente.

En 2010 Z. Xu et al.?® presentaron un sensor ZTRS (Figura 5) basado en un derivado
de 4-amino-1,8-naftalimida como unidad fluorescente, que contienen un grupo quelante

DPA, una estructura muy similar al anterior ejemplo pero con un grupo amida uniendo el
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resto DPA y el grupo cromdéforo. Los autores hacen alusion al caracter del grupo amida en
los enlaces peptidicos de las proteinas, ya que la rotacion impedida del enlace C-N
proporciona a dichas macromoléculas la capacidad de formar estructuras secundarias y
terciarias fundamentales para la actividad bioldgica, ademas de que los &tomos de oxigeno y
nitrégeno de la amida son sitios quelantes bien conocidos. El espectro de fluorescencia de
ZTRS en soluciones acuosas (CH3CN/0.5 M HEPES, pH 7.4, 50:50) mostr6 una banda de
emision de baja intensidad con un méaximo a A = 483 nm, & = 83300 M cm™, ® = 0.016.
Tras la adicion de Cd?*" o Zn?* a la solucion acuosa de ZTRS se observaron aumentos
similares en la intensidad de fluorescencia (alrededor de 20 veces), asi como incrementos en
el rendimiento cuantico y desplazamientos de la banda de emision. La coordinacion a Cd?*
provoco desplazamiento de la emision de ZTRS hacia el azul (Amax = 446 nm, & = 84700 M!
cmt, @ = 0.34), mientras que el Zn?* causd un desplazamiento al rojo (Amsx = 514 nm, & =
87,500 Mt cm?, ® = 0,36). Ambos iones forman complejos M:L con estequiometria de
coordinacion 1:1 y con constantes de disociacion (Kg) de ZTRS con Zn?* y Cd?* de 5.7 nM
y 48.5 nM, respectivamente. Con base en estudios de coordinacion adicionales en diferentes
disolventes, asi como en mediciones en IR y RMN *H, los autores demuestran que ZTRS se
une a Zn?* y Cd?* en diferentes formas tautoméricas del grupo amida. En el complejo ZTRS-
Cd?*, la union al metal es con el oxigeno carbonilico de la amida (tautdmero amida), mientras
que en el complejo ZTRS-Zn?* la unidn se lleva a cabo con el nitrogeno en forma imida
(tautémero acido imidico). Este altimo tipo de enlace extiende la conjugacion del sistema y

provoca el desplazamiento hacia al rojo en la emision de ZTRS.

g

O~ _N_O

HN.__O

by

Figura 5. Estructura de los derivados ZTRS reportados por Z. Xu et al.?®
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En el 2009 L. Xue et al.>* reportaron el derivado QB (Figura 6), el cual exhibe una
respuesta radiométrica al coordinarse con Zn%*, mientras que la coordinacion a Cd?* solo
causa un incremento en la intensidad de emisién y un ligero desplazamiento al rojo. Bajo
condiciones de solucion acuosa (Tris-HCI 10 mM, KNOz 0.1 M, CH3CN al 50%, pH =7.4),
el sensor QB mostrd una débil emision de fluorescencia debido a la eficiente desactivacion
de PET desde el resto DPA al fluoréforo de quinolina (Aem = 405 nm, Aexc = 295 nm € = 8,700
Mt cm™, @ = 0.057). Tras la unién de QB a Zn?*, el espectro de emision mostré un
significativo incremento de intensidad y un desplazamiento hacia el rojo de 53 nm (de 405 a
458 nm), con un punto isoemisivo a 400 nm. En cambio, al formarse el complejo QB-Cd?*,

la banda de emision se desplazo al rojo solo 20 nm, sin la aparicion de un punto isoemisivo.

N/
AN A
/

SN

=

Figura 6. Estructura de los derivados QB reportados por L. Xue et al.>!

En 2012 X. Zhou et al.?® presentaron un sensor (Figura 7), basado en 8-
aminoquinolina (8-AQ) que lleva el resto 8-hidroxiquinolina (8-HQ), capaz de distinguir
entre iones de cadmio y de zinc en etanol mediante distintas respuestas fluorescentes. El
sensor en su forma libre (HL) presenta una banda de emision de baja intensidad a 410 nm
(Lexc = 329 nm). La coordinacién de HL a Cd?* provoca un significativo incremento de la
intensidad de fluorescencia (®L = 0.008, ®..cq = 0.16), sin cambio en la longitud de onda
maxima de emision. En contraste, la formacion del complejo HL-Zn?* provoca disminucion
de la intensidad y desplazamiento del maximo de emision hacia el rojo, asi como la aparicion
de una nueva banda a 486 nm (®..zn = 0.019). Con base en estudios de UV-Vis y difraccion
de rayos-X de cristal, los autores atribuyen las respuestas opuestas a cadmio y zinc a los
diferentes modos de coordinacion de los metales al grupo amida del ligante. La unién al

cadmio involucra al oxigeno del carbonilo de amida, lo cual cancela el proceso PET y
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enciende la fluorescencia. En cambio, la coordinacion a zinc involucra al nitrégeno amida
desprotonado, lo cual favorece el proceso de PTC hacia el fluoréforo en estado excitado, con
el consecuente corrimiento de la banda de emision hacia el rojo. Los autores reportan que la
afinidad del ligante por cadmio es un orden de magnitud superior a la que presenta por zinc,

ademas de ser selectivo a cadmio frente a un grupo amplio de iones metalicos.?

X
—

N

OTNH
O
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=

Figura 7. Sensor basado en 8-aminoquinolina unida a 8-hidroxiquinolina.z
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2. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados en las sintesis y en los estudios espectroscopicos y de coordinacion se

enlistan a continuacion:

2.1. Materiales

Sintesis de (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2):

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

1-aminonaftaleno 98 % (Fluka)

N,N-Dimetilformamida anhidrido (DMF) 99.8 % (Sigma-Aldrich)
Malla molecular 4 A (Sigma Aldrich)

Etanol grado reactivo ACS (Faga Lab)

Metanol grado reactivo ACS (Faga Lab)

Acetona grado reactivo ACS (Faga Lab)

Oxido de deuterio (D20) 99.9 % (Sigma-Aldrich)
Trimetilsililpropanosulfonato de sodio (DSS 1 % en D20)

Carbonato de sodio (Na2COz) 99.8 % (Aldrich)

Bromuro de potasio (Sigma-Aldrich grado espectroscopia)

Deuteroxido de potasio (KOD), 40%, en solucién de o6xido de deuterio al 99
% (Aldrich)

Cloruro de deuterio 35%, en solucion de oxido de deuterio al 99 % (Aldrich)

Estudios de coordinacion:

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2-2H20) 99.99% (Sigma-Aldrich)
Cloruro de cobalto (CoCl2-6H.0) 99.99% (Sigma-Aldrich)

Cloruro de cobre (CuCl299.99% (Sigma-Aldrich)

Cloruro de cadmio (CdCl2-2H20) 99.99% (Aldrich)

Cloruro férrico (FeCls-2H20) 99.99% (Sigma-Aldrich)
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e Cloruro de magnesio (MgCl2) 98% (Sigma)

e Cloruro de mercurio (HgCl2) 99.99% (Aldrich)

e Cloruro de niquel (NiCl,:6H20) 99.99% (Fermont)
e Cloruro de plomo (PbCl;) 99.99% (Aldrich)

e Cloruro de zinc (ZnCl;) 99% (Aldrich)

e MOPS (&cido3-(N-morfolino)-propanosulfénico) 99.53% (Sigma)
e Hidrdxido de sodio (NaOH) 99% (Merk)

e Acido clorhidrico (HCI) 37% (Fermont)

e Murexida (Aldrich)

e Negro de ericromo T (Sigma)

e Violeta de pirocatecol (Sigma)

e Fosfato de sodio monobésico 99% (Sigma-Aldrich)
e Fosfato de sodio dibasico 99% (Sigma-Aldrich)

e Acetato de sodio 99 % (Sigma-Aldrich)

o Acido acético glacial 99.85 % (Sigma-Aldrich)

e Cloruro de sodio 99.9 % (Fermont)

e MES éacido 2- (N- morfolino) etanosulfénico (Sigma)

2.2. Sintesis de los ligantes

2.2.1. Sintesis de (dtpalnap)Hs(1)

La sintesis de (dtpalnap)Hs (1) se llevo a cabo utilizando la metodologia reportada por L.
Machi et al.2° 2006 donde se hizo reaccionar el dianhidrido del dtpa (250 mg, 0.70 mmol) y
un exceso de la amina aromatica 1-aminonaftaleno (250 mg, 1.75 mmol) en una proporcién
molar 1:2.5, en 15 mL de DMF como medio de reaccién, ver Esquema I11. EI DMF, laamina
y el dtpa dianhidrido fueron afiadidos a un matraz bola de 50 mL y puestos en agitacién
durante 24 h. Trascurrido este tiempo, la solucion de reaccion se filtrd para separar cualquier
solido presente. El filtrado obtenido se concentré con temperatura y presion reducida, al

concentrado se le afiadieron 50 mL de acetona fria (4 °C) y se dej6 reposar “por 24 h a esta
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temperatura. El solido obtenido se lavd primero con acetona, enseguida con metanol y se
sect a vacio. Se obtuvieron 348 mg de un sélido rosa cuyo espectro de RMN *H reveld la
presencia del compuesto esperado y de impurezas. Para la purificacién del compuesto 1 se
implementd la metodologia de precipitacion fraccionada por cambio de pH. El sdlido rosa se
disolvi6 en 100 mL de agua (se afiadieron 44 mg de NaCOs para mejorar la solubilidad) y se
dejé en agitacion por 48 h. La solucion obtenida se filtro (filtro #1 Whatman) para eliminar
las impurezas no disueltas y se inicié la adicion gota a gota de HCI 0.1 M para bajar
lentamente el pH (pH inicial=9.94). El filtrado se acidific6 hasta un pH de 2.6. En este punto
se obtuvo un nuevo precipitado el cual se separd, lavé y secd. Para asegurar que el compuesto
estuviera totalmente protonado antes de ser enviado a analisis elemental y de masas, se
precipito en acido nuevamente. El solido se disolvio en 25 mL de agua y se adicionaron 15
mg de NaxCOg, se filtrd nuevamente con un filtro de papel fino #1 W y se acidificé con HCI
0.2 M hasta pH 1.8. El precipitado se dejo reposar y se filtr6 con un filtro fino de vidrio, se
lavé exhaustivamente con agua y se secé a vacio por 5 h. Se obtuvieron 86 mg de un sélido
café marrén obscuro con un rendimiento del 19 %. Punto de fusion: 145-147 °C. RMN H
(400 MHz, D,0—-Na>COs, pD =9.0, DSS): 8 3.23 (br, 4H, Ha), 3.44 (s, 4H, Hy), 3.53 (br, 4H,
He), 3.66 (s, 4H, Hc), 3.92 (s, 2H, Hq), 7.30-7.40 (dt, Js-66-7= 7.46 Hz, 4H, He7), 7.46—7.54
(m, 4H, Hgs), 7.69-7.74 (m, 2H, Hs), 7.74-7.79 (d J4-3 = 8.21 Hz, 2H, H.), 7.84-7.91 (dd,J>-
32-4 = 1.9, 4.79 Hz, 2H, H») (ver Figura Anexo 1). MS (ESI): m/z (%): 644.2 (100) [(M +
H)*]. Anélisis Elemental, Calculado (%): C3sHs7NsOg-1.5H20: C, 60.89; H, 6.01; N, 10.44;
Analisis Elemental, Observado: C, 60.96; H, 5.81; N, 10.41.

OTO:/rO OH OH
N o (go o)\ o
NH, HNJ\/N\/\N/\/N\)J\NH

H + DMF, t.a.

"
N agitacion x24 hrs KH/OH
\L 0] (o)
Kﬂ/o 1; (dtpa1nap)Hs;

o

HO

Esquema 111
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2.2.2. Sintesis de (dtpa2nap)Hs (2)

Para la sintesis de (dtpa2nap)Hs (2)se hizo reaccionar el dianhidrido del dtpa (250 mg, 0.70
mmol) y un exceso de la amina aromatica 2-aminonaftaleno (250 mg, 1.75 mmol) en una
proporcion molar 1:2.5, en 15 mL de DMF como medio de reaccion, ver Esquema V. El
DMF, la amina 2-aminonaftaleno y el dtpa dianhidrido fueron afiadidos a un matraz bola de
50 mL y puestos en agitacion durante 24 h. Trascurrido el tiempo de reaccion, se filtr6 la
solucidn de reaccidn para separar cualquier sélido presente. El filtrado obtenido se concentrd
en un evaporador rotatorio y después se afiadieron 50 mL de acetona fria (4 °C) y se dejé
reposar por 24 h a esta temperatura. El solido formado se filtro y lavo con acetona fria para
eliminar el exceso de amina y se obtuvo un solido rosa blanquecino el cual se lavo
nuevamente con metanol en un filtro de vidrio fino. Se obtuvieron 218 mg de un solido blanco
con un rendimiento del 49 %. Punto de fusion: 190-192 °C. RMN !H (400 MHz,
D,0-Na,COs, pD = 10.2, DSS): & 2.97 (br, 4H, Ha), 3.11 (br, 4H, He), 3.29 (s, 4H, Hy), 3.40
(s, 4H, Hc), 3.53 (s, 2H, Hq), 7.38 (dt, Js.768 = 16.5, 7.8 Hz, 6H, Hsg7), 7.67 (dd, J3.43-8 =
16.8, 8.5 Hz, 6H, Hs34), 7.83 (s, 2H, Hi)(ver Figura Anexo 2). MS (ESI): m/z (%): 644.1
(100) [(M + H)*]. Analisis Elemental, Calculado (%): Cs4Hz7NsOg-0.5H,0: C, 62.57; H, 5.87;
N, 10.73; Analisis Elemental, Observado: C, 62.81; H, 5.88; N, 10.87.

OTOTO oOH oH
N NH, o o 0)\ o
0 HN)J\/N\/\N/\/N\)J\NH
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— >
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2; (dtpa2nap)Hs3
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Esquema IV
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2.2.3. Caracterizacion de los ligantes (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2)

RMN 'H: Los espectros se obtuvieron en nuestro departamento en un espectrémetro marca
Bruker Avance 400 que opera a 400 MHz. Este mismo equipo se utiliz6 en los estudios de
protonacion que se describen en la siguiente seccion.

Analisis Elemental: La determinacion de porcentajes de carbono, hidrégeno y nitrégeno se
realizé en el laboratorio ALS Enviromental, en Tucson Az.

Analisis de Masas: Los espectros se obtuvieron a partir de soluciones de los ligantes en una
mezcla NHs-metanol en el laboratorio de espectrometria de masas de la Universidad de

Arizona, en Tucson, Az.

2.3. Mediciones espectroscopicas

2.3.1. RMN vs pD

Este estudio se realizo para conocer la dependencia del desplazamiento quimico de proton
respecto al pD (8 vs pD), determinar las constantes de formacion y establecer los sitios de
protonacion de los compuestos 1 y 2. Los ligantes 3 y 4 ya habian sido caracterizados
mediante esta técnica por L. Machi et al.® y los resultados se incluyen en este trabajo con
fines de comparaciéon. La metodologia consiste en preparar cinco soluciones de ligante,
directamente en tubos de RMN, con una concentracion de 5x10 en H.0-d2, a los cuales se
les vario el pD utilizando KOD y DCI preparados al 0.01%. Se utiliz6 DSS como referencia

interna.

2.3.2. Fluorescencia vs pH

Este estudio se le realizé a los cuatro ligantes 1-4. Se prepard una solucion stock de cada
ligante en NaCl 0.01M (para disolver se agreg6 una cantidad equimolar de Na,COs), a partir
de la cual se prepararon soluciones é&cida y alcalina (con HCI y NaOH 0.01M
respectivamente) con una concentracion de 5x10° M para 1y 2y 1x10° M para 3y 4. A

partir de estas soluciones se realizaron mezclas directamente en la celda del
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espectrofotometro. Los espectros se adquirieron a temperatura controlada de 25 °C en un
espectrometro de luminiscencia marca Perkin-Elmer Modelo LS50B. Todas las mediciones

se hicieron al menos por duplicado para garantizar reproducibilidad.

2.3.3. Estudios de coordinacion metéalica en solucion

Con el propdsito de determinar las constantes de formacion y las estequiometrias de los
complejos de Zn?* y Cd?* de los ligantes 1-4, se llevaron a cabo titulaciones espectrométricas
a pH y temperatura constantes (pH= 7.2, solucién reguladora MOPS 0.01 M, 25 °C). Para las
mediciones se utilizd un espectrometro de luminiscencia marca Perkin-Elmer Modelo
LS50B.

En cada titulacion se colocaron directamente en la celda de cuarzo del espectrometro
3 mL de solucion del ligante a la concentracion apropiada (ver Tabla 1) y se agregaron
alicuotas de 15 pL de solucion del cloruro metalico correspondiente para variar la relacion
molar metal/ligando (M/L) en un intervalo deseado, en incrementos de 0.1 0 0.2 eq. M/L (las
concentraciones de las soluciones metélicas en cada caso se muestran en la Tabla 1). Después

de cada adicion, la solucion se agitd durante 3 min antes de adquirir el espectro de emision.

Para realizar los estudios comparativos del efecto de la coordinacién metalica en la
fluorescencia de los ligantes, se utilizé6 una metodologia similar a la descrita en el parrafo
anterior, con la diferencia de que en estos experimentos la relacion molar M/L se vario de 0-
5, en incrementos de 0.5 eq. M/L (las concentraciones de las soluciones metalicas se muestran
en la Tabla 1).

Todas las titulaciones se realizaron al menos por duplicado para garantizar la
reproducibilidad. Las soluciones de los cloruros metélicos se estandarizaron con edta

disodico seguin las metodologias reportadas.?->2
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Tabla 1. Concentraciones de las soluciones de los ligantes [L] y de los iones metalicos [M]
utilizadas en las titulaciones espectrométricas.?

[L] [MT]0.1eq [MT]0.2¢eq [MT]0.5¢eq
1, (dtpalnap)Hs 5x10°M 1x10° M 2x10° M 5x10° M
2, (dtpa2nap)Hs 5x10°M 1x10° M 2x10°M 5x10° M
3, (dtpalmnap)Hs 1x10° M 2x10°M 4x10°M 1x10“M
4, (dtpa2mnap)Hs 1x10° M 2x10°M 4x10°M 1x10*M

L os equivalentes indicados en las columnas 3-5 se refieren a los incrementos de la relacion
molar M/L durante las titulaciones.

2.3.4. Determinacion de los rendimientos ruanticos de los compuestos
(dtpalnap)Hs (1), (dtpa2nap)Hs (2), (dtpalmnap)Hsz (3) y (dtpa2mnap)Hs
(4)

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia para los ligantes 1-4 se obtuvieron comparando
las areas integradas debajo de los espectros de emision de los ligantes corregidos con respecto
a la de un estandar (triptéfano).>* > Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro de
UV-Vis Perkin-Elmer lambda 45 y un espectrofotometro de fluorescencia Perkin-Elmer
LS50-B. A partir de soluciones madre de los ligantes (0.001 M en NaCl 0.01 M) se
prepararon soluciones (en buffer MOPS pH 7.2 0.01 M) con la concentracion apropiada para
obtener una absorbancia de 0.5 o menor. En el caso del triptéfano, se prepar6 una solucion
madre 0.009 M en agua deionizada y a partir de ella una solucion 8.9x10° M con absorbancia
menor a 0.5. A partir de estas soluciones con A<0.5 se prepararon diluciones uno a diez para
realizar las mediciones de fluorescencia. Los espectros de emision se obtuvieron con lexc =
280 nm.

El rendimiento cuantico se calcul6 de la relacion dada por:

Donde A es el area bajo la curva del espectro de emisién corregido, OD es la densidad

Optica en la longitud de onda a la cual se excit0 y o es la salida relativa de fotones de la fuente
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de luz en esa longitud de onda; los subindices se refieren a estandar (st) y desconocido (x).
El célculo del area bajo la curva de los espectros de fluorescencia se realizé con ayuda del

software Origin PRO.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudios de protonacion por RMN *H de los compuestos (dtpalnap)Hs (1),
(dtpa2nap)Hs (2), (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4)

Para identificar a las especies formadas en solucion y determinar las constantes y
sitios de protonacion de los ligantes 1-4, se realizaron estudios de RMN *H a diferente pD de
acuerdo con la metodologia descrita en la Seccion Experimental. La obtencién de los
esquemas de protonacion por esta técnica se basa en los cambios en los desplazamientos
quimicos (o) de los protones de la molécula por efecto del pD. Los protones vecinos a grupos
funcionales susceptibles a la protonacion (aminas, acidos carboxilicos, etc.) son sensibles al
cambio en el ambiente electrénico originado por dicho proceso. En las Figura 8 y Figura 9
(parte inferior) se muestran los & de los protones en funcién del pD de los ligantes
(dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2), respectivamente (ver asignacion de etiquetas en cada
figura). En ambos casos, la disminucion del pD en el intervalo de 8-13 provoca el
desplazamiento simultaneo a campo bajo de todos los protones alifaticos. Sin embargo, como
puede notarse, los protones e y d vecinos a los &tomos de nitrogeno de la amina central de la
unidad dtpa experimentan el mayor cambio en & . Esto indica que la primera protonacion
ocurre predominantemente en dicho sitio para formar la especie monoprotonada LH?~ (donde
L representa al ligante en su forma totalmente desprotonada con tres cargas negativas L%°).
La disminucion del pD por debajo de 8 provoca que los protones a, b y ¢ experimenten un
nuevo desplazamiento de & hacia campo bajo. Estas tendencias indican que la segunda
protonacion ocurre predominantemente en los atomos de nitrégeno de los grupos amino
laterales para formar la especie diprotonada LH.~. Los datos de & vs pD se ajustaron a la
Ecuacion 3 (ver Anexo 1) por el método de minimos cuadrados no-lineales mediante el uso
del programa de Excel Kp(AHN)pH.%® Las constantes de protonacion determinadas como log
Kp1y log Kbz se incluyen en la Tabla 2 y las fracciones molares de las especies se muestran

con lineas discontinuas en la Figura 8 y Figura 9 (arriba).

En el caso de los ligantes (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4), las mediciones de

RMN H a diferente pD revelaron esquemas de protonacion analogos a los de los derivados
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(dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2) (ver parte inferior de la Figura 10 y Figura 11). Los

valores determinados de log Kp:1 Yy log Kp2 se incluyen en la Tabla 2 y las fracciones molares

de las especies se muestran con lineas discontinuas en las Figura 10 y Figura 11 (arriba).
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Figura 8. (Arriba) Relacién de intensidades excimero/monémero (Ig/lm) de (dtpalnap)Hs (1)
en funcion de pH (cuadrados, Aexc = 280 nm; concentracion = 5x10~° M), ajuste por minimos
cuadrados no-lineales basado en la Ecuacién 4 (linea punteada) con las constantes de
equilibrio que se muestran en la Tabla 3, fracciones molares de las especies (dtpalnap)Hn©-
"-responsables de los cambios en la emision (lineas solidas) y de las determinadas por RMN
H (lineas discontinuas, por claridad solo se etiquetd la especie monoprotonada con cursiva
y negrita LH?"). (Abajo) Desplazamientos quimicos (J) de protén en funcién del pD
(circulos) y los mejores ajustes basados en la Ecuacion 3 (lineas sélidas).
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Figura 9. (Arriba) Relacion de intensidades excimero/monémero (lg/lm) de
(dtpa2nap)Hs (2) en funcion de pH (cuadrados, Aexc = 280 nm; concentracion = 5x10~°> M),
ajuste por minimos cuadrados no-lineales basado en la Ecuacion 4 (linea punteada) con las
constantes de equilibrio que se muestran en la Tabla 3, fracciones molares de las especies
(dtpa2nap)H,® " responsables de los cambios en la emision (lineas sélidas) y de las
determinadas por RMN H (lineas discontinuas, por claridad solo se etiquetd la especie
monoprotonada con cursiva y negrita LH2-). (Abajo) Desplazamientos quimicos () de proton
en funcion del pD (circulos) y los mejores ajustes basados en la Ecuacion 3 (lineas sélidas).
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Figura 10. (Arriba) Intensidad de emision (u.a.) de (dtpalmnap)Hs (3) ai = 338 nm en
funcion del pH (Lexc = 280 nm; concentracion = 1x10-° M), ajuste por minimos cuadrados
no-lineales basado en la Ecuacion 4 (linea punteada) con las constantes de equilibrio que se
muestran en la Tabla 3, fracciones molares de las especies (dtpalmnap)Hn®""responsables
de los cambios en la emision (lineas sélidas) y de las determinadas por RMN *H (lineas
discontinuas, por claridad solo se etiquetd la especie monoprotonada con cursiva y negrita
LH?-). (Abajo) Desplazamientos quimicos (&) de proton en funcién del pD (circulos) y los
mejores ajustes basados en la Ecuacion 3 (lineas solidas).
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Figura 11. (Arriba) Intensidad de emisién (a.u.) de (dtpa2mnap)Hs (4) aA = 335 nm en
funcion del pH (Lexc = 280 nm; concentracion = 1x10-° M), ajuste por minimos cuadrados
no-lineales basado en la Ecuacion 4 (linea punteada) con las constantes de equilibrio que se
muestran en la Tabla 3, fracciones molares de las especies (dtpalmnap)Hn®""responsables
de los cambios en la emision (lineas sélidas) y de las determinadas por RMN *H (lineas
discontinuas, por claridad solo se etiquetd la especie monoprotonada con cursiva y negrita
LH?-). (Abajo) Desplazamientos quimicos (&) de proton en funcién del pD (circulos) y los
mejores ajustes basados en la Ecuacion 3 (lineas solidas).
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Tabla 2. Constantes de protonacion logaritmicas (Kpn) de los ligantes 1-4 obtenidas por los
cambios en el desplazamiento quimico (o) de los protones mostrados entre paréntesis.?

L3 log Kp1 log Kbz
1, (dtpalnap)*~ RMN(a) 9.99(3) 4.90(1)
2, (dtpa2nap)* RMN(b) 9.92(1) 5.13(3)
3, (dtpalmnap)*- RMN(c) 9.83(1) 4.51(2)
4, (dtpa2mnap)* RMN(c) 9.57(1) 4.10(5)

8\/er etiquetas en las Figuras 8-11.

3.2. Estudios de fluorescencia de los compuestos (dtpalnap)Hs (1), (dtpa2nap)Hs
(2), (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4)

En el caso de fluoroforos unidos a grupos donadores de electrones, como ocurre en los
ligantes 1-4, la protonacion en dichos sitios es una de las principales causas de los cambios
en la intensidad de emision. Por tal motivo, en este trabajo se estudié la fluorescencia de los

derivados a diferente pH y se correlaciono con los 6 de proton a diferente pD.

La Figura 12 muestra los espectros de emision de (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs
(2) en soluciones acuosas a diferente pH. En ambos casos, la razon de intensidades
excimero/mondmero (le/lv) varia con el pH, lo que indica que esté influenciada por el estado
de protonacion de la cadena de interconexion entre los grupos naftaleno. El espectro de
emision del ligante (dtpalnap)Hs en medio alcalino (pH = 11.9) muestra una banda
caracteristica del naftaleno monomérico a A = 370 nm y un hombro atribuible a la banda de
excimero de naftaleno a 405 nm. A medida que disminuye el pH la banda de emision de
monomero se debilita y la emision de excimero se intensifica. Los cambios de la relacion de
intensidades Ie/Im en todo el intervalo de pH estudiado se muestra en la parte superior de la
Figura 8. A pH =11.9, larazon de intensidades Ie/Imes 0.78. Al disminuir el pH de 12 a 10
la razén Ie/lmaumenta, luego disminuye ligeramente en el cambio de pH de 10a 7, y aumenta

nuevamente en dos pasos para alcanzar un valor de 1.42 a pH = 3.13.

Al analizar el perfil completo de intensidad de fluorescencia vs pH de (dtpalnap)Hs

se observan cuatro puntos de inflexién en el intervalo de pH de 3 a 12, los que podrian
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atribuirse al mismo nimero de etapas de protonacion de la molécula. Sin embargo, como se
describe en la seccion anterior, las curvas de desplazamiento quimico de protdn revelan solo
dos protonaciones en dicho intervalo de pH. Estas dos protonaciones explican los cambios
en la emision entre pH 8 y 10 y a pH menor de 5, respectivamente. Las variaciones
adicionales en la intensidad de fluorescencia, uno por encima de pH 10 y el otro entre pH 5
y 7, son causadas por procesos fluorescentes distintos a la protonacion de la molécula. La
disminucion de Ig/lm por encima de pH 10 puede atribuirse a cambios en el grupo amida
causados por el ambiente fuertemente alcalino. Este efecto se observo y report6 previamente
por nuestro grupo de investigacion para receptores aciclicos bis-amida, derivados de dtpa y

ttha, funcionalizados con pireno.>’
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Figura 12. Espectros de emision de A) (dtpalnap)Hsy B) (dtpa2nap)Hs en solucion acuosa
a diferentes valores de pH: para (dtpalnap)Hs, (a) pH 11.9, (b) 10.6 y (c) 4.1; para
(dtpa2nap)Hs, (a) pH 12.0, (b) 4.0 y (c) 2.1. Las intensidades de los espectros de emision
estan normalizadas al pico maximo del espectro mas intenso de cada compuesto. Aexc = 280
nm; concentracion = 5x10~° M.

Por otro lado, el cambio en intensidad entre pH 5 y 7 revela que la especie
monoprotonada LH?~ (Uinica especie presente en este intervalo de pH, de acuerdo con RMN
'H) sufre una conversion reversible, inducida por el cambio de pH, entre una forma écida y

una bésica que se pueden denotar como LH.>"y LHy?", respectivamente. Tomando en cuenta
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los dos efectos mencionados, los datos de Ie/Im Vs pH se ajustaron a la Ecuacion 4 (Anexo
1) por el método de minimos cuadrados no-lineales del programa de Excel Kp(AHN)pH.®
Las constantes de equilibrio determinadas como se incluyen en la Tabla 2 y las fracciones

molares de las especies se muestran con lineas continuas en la Figura 8 (arriba).

En el caso del ligante (dtpa2nap)Hs (2), su espectro de emision a pH=12 presenta una
banda intensa a 355 nm correspondiente al naftaleno monomérico y un hombro a 410 nm
atribuible a excimero (Ie/lw = 0.44, Figura 12). Al disminuir el pH, el espectro de
(dtpa2nap)Hs (2) cambia de manera comparable al del isdmero (dtpalnap)Hs (1), hasta
alcanzar un valor de Ig/lm de 2.54 a pH 2.1. Como ocurri6 con el ligante (dtpalnap)Hs (1), el
perfil completo de Ie/lm vs pH de (dtpa2nap)Hs (2) (Figura 9, arriba) muestra una cambio
entre pH 5 y 7 que no puede asignarse a una protonacion. Por lo tanto, esta variacion en
intensidad se atribuy6 a la conversion reversible de la especie LH> en las formas LH.>" y
LHw?-, respectivamente. Por otro lado, a diferencia de lo observado con (dtpalnap)Hs (1), la
razon Ie/lm del ligante (dtpa2nap)Hs (2) no cambia por encima de pH 10, lo cual indica que
la fluorescencia de la especie totalmente desprotonada L3~ no se afecta en ambiente
fuertemente alcalino. Del ajuste de los datos de Ie/Imvs pH a la Ecuacion 4 se obtuvieron las

constantes Koab, Kp1 Y Kp2 que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Logaritmos de las constantes de equilibrio obtenidas de los cambios en la emision
de fluorescencia de los ligantes 1- 4.

L% log Koab log Kp1 log Kiba log Kp2
1, (dtpalnap)® —11.65(5) 8.61(8) 5.80(7) 3.42(6)
2, (dtpa2nap)* 9.06(7) 6.32(8) 4.83(6)}
3, (dtpalmnap)® ~11.21(9) 7.2(1) 6.3(2) 3.4(7)
4, (dtpa2mnap)®- -10.38(7) 8.54(9) 7.3(1) 3.2(2)

Seguido por el tercer paso de protonacion log logKps = 2.41 (5)

La insercion del espaciador CH> entre los grupos amida y naftilo di6 lugar a los
derivados (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4). Esta pequefia variacion en la estructura

de los ligantes les confiriere propiedades fluorescentes distintas (Figura 13) a las de sus
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analogos (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2). A pH = 11, los derivados (dtpalmnap)Hs (3)
y (dtpa2mnap)Hs (4) exhiben bandas de emision bien definidas, tanto de mondémero como de
excimero de naftaleno a A = 335 y 400 nm, respectivamente. Las intensidades de ambas
bandas se debilitan al disminuir el pH, en contraste con lo observado en los espectros de
emision de (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2), en los cuales la emisién de monémero
disminuye y la de excimero aumenta. En la Figura 10 y Figura 11 (parte superior) se
muestran las intensidades de emision de mondémero en funcion del pH y las fracciones
molares de las diferentes especies fluorescentes, correspondientes a (dtpalmnap)Hs (3) y
(dtpa2mnap)Hs (4), respectivamente. Como ocurrié con el derivado (dtpalnap)H3 (1) , al
contrastar los perfiles de intensidad en funcion del pH con las curvas de 6vs pD (Figura 10
y Figura 11) se observan cambios en intensidad que no estan asociados a ninguna de las dos
protonaciones de las moléculas. Las variaciones en intensidad a pH>10 y entre pH 4 y 8 se
atribuyeron a la presencia de las formas acidas y basicas de las especies L* y LH?,
respectivamente. Las curvas de intensidad en funcion del pH se ajustaron a la Ecuacion 4

(Anexo 1) y las constantes obtenidas se muestran en la Tabla 3.

OH OH

1.0+
’“; HNJ\/NV\N/\/N\)I\NH
2 08+ ’ ou! :
o
e}
@®©
N
] 0.6 ; (dtpatmnap)H
£
(@)
Z OH OH
g 04 o] Kgo o)\ o
g) HN)K/N\/\N/\/N\)LNH
(&) OH

0.0 r T . I . : - a 4; (dtpa2mnap)Hs

300 350 400 450 500 550

A (nm)

Figura 13. Espectros de emision de (dtpalmnap)Hs (linea discontinua) y (dtpa2mnap)Hs
(linea continua) en solucidn acuosa a valores de pH seleccionados: para (dtpalmnap)Hs, (1a)
pH 11.3, (1b) 7.6 y (1c) 3.1; para (dtpa2mnap)Hs, (2a) pH 11.2, (2b) 7.6 y (2c) 3.1. Las
intensidades de los espectros de emision estan normalizados por el pico maximo de
intensidad para cada compuesto. Lexc = 280 nm; concentracion = 1x107° M.
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Ademas de generar diferencias tanto en la forma de los espectros como en la
dependencia de las intensidades de emision respecto al pH, la insercion del grupo metileno
como espaciador en los derivados (dtpalmnap)Hz (3) y (dtpa2mnap)Hs (4) provocd una
mayor eficiencia cuéntica (¢) de la fluorescencia de un orden de magnitud mayor respecto a
la de sus anéalogos (dtpalnap)H3 (1) y (dtpa2nap)Hs (2). Esta propiedad se determind para
los cuatro receptores 1-4 en este trabajo, de acuerdo a la metodologia que se describe en la

seccion Experimental. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Este efecto de incremento en ¢ por insercion de un grupo metileno entre la amida y
el fluoroforo se reportd por nuestro grupo para los derivados edta-bis-metilnaftil (Esquema
1).%° La causa mas probable de este incremento es la disminucion del efecto de extincion de
fluorescencia (quenching) que ejercen los grupos amida al estar separados de los naftalenos
por los espaciadores metilenos. Es conocido que el efecto quenching de los grupos amida es

dependiente de la distancia del grupo croméforo, la polaridad y la distribucion de carga.®

Tabla 4. Rendimientos cuanticos de los derivados 1-4.*

of
1, (dtpalnap)Hs 0.0188
2, (dtpaZnap)Hs 0.0188
3, (dtpalmnap)Hs 0.1189
4, (dtpa2mnap)Hs 0.1160

'Se utilizd triptéfano como referencia para el calculo del
rendimiento cuantico.>

*Mediciones realizadas a 25 °C a pH 7.2 soluciones reguladora
MOPS 0.01 M.

3.3. Estudios de coordinacion a Zn?" y Cd** de los ligantes (dtpalnap)Hs (1),
(dtpa2nap)Hs (2), (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hsz (4)

Una vez llevada a cabo la caracterizacion completa de los ligantes 1-4, se realizaron los
estudios de coordinacion dirigidos a los metales de interés Zn?* y Cd?*. Las mediciones se

hicieron en medio 100% acuoso, bajo condiciones de pH fisioldgico (pH= 7.2, solucion
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amortiguadora MOPS 0.01 M), de acuerdo con la metodologia descrita en la Seccion
Experimental. La razon esencial de llevar a cabo estos estudios especificamente a pH 7.2 es
establecer el potencial de aplicacion de los compuestos 1-4 como sensores capaces de
detectar y cuantificar Zn?* y Cd?" a nivel bioldgico y/o en agua potable para consumo

humano.

3.3.1. Ligantes (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2)

3.3.1.1. Coordinacion a Zn%

En la Figura 14 se muestran los espectros de emision obtenidos en la titulacion
espectrofluorimétrica de (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2) con Zn?*. Como se puede
observar, en ambos casos, al incrementarse la concentracion del metal ocurre una
disminucion de la intensidad de fluorescencia en todo el intervalo de longitudes de onda, sin
cambios en la forma de los espectros. Este efecto es contrario a lo que usualmente provoca
el ion diamagnético Zn?* al coordinarse a ligantes fluorescentes, es decir, aumento en el

rendimiento cuantico de la emision por incremento de la rigidez molecular.*?

En el caso del ligante (dtpalnap)Hs (1), la disminucion en intensidad es lineal hasta
un valor [Zn]/[L]=1 (ver recuadro en Figura 14, izquierda), lo que indica una estequiometria
M:L 1:1 en el complejo. La constante de formacién condicional no pudo determinarse por
esta técnica y se estimoé ser Kin'>8 (Tabla 5). Para el ligante (dtpa2nap)Hs (2), la curva de
titulacion es asintotica (ver recuadro en Figura 14, derecha) y los datos experimentales
pudieron ajustarse satisfactoriamente para la formacion de un complejo con estequiometria
1:1 M:L (ver Ecuacion 5 en Anexo 1). La constante de formacidn condicional calculada fue
log Kii' = 5.9 (Tabla 5).
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de (dtpalnap)Hs (izquierda) y (dtpa2nap)Hs (derecha)
en presencia de Zn?* en diferentes relaciones de las concentraciones totales [Zn]/[L]: a pH
7.2 en solucién amortiguadora MOPS 0.01 M. [L]t =5 x 10 M, Aexc = 280 nm. Recuadros:
Intensidad del pico méximo en funcion de [Zn]J/[L]; las lineas continuas muestran la
regresion lineal para (dtpalnap)Hs y un ajuste de minimos cuadrados basado en la
estequiometria ZnL para (dtpa2nap)Ha.

Tabla 5. Estequiometria y constantes logaritmicas condicionales (con desviacién estandar en
el digito menos significativo) de los complejos de Zn?*, y Cd?* a pH 7.2 (solucion reguladora
MOPS 0.01 M): constantes condicionales, Kn' = [ML)/[M][L] para ML y pr' =
[ML)/[M][L]? para ML.. (Abajo) Cambios en la intensidad de emision tras la complejacion,
A = (lcomplejo — ligando)/lligando Para monémero y excimero.

Zn2+ Cd2+

1,(dtpalnap)Hs ML; > 8 ML; > 8f

2, (dtpa2nap)Hs ML; 5.9 (4) ML; > 8

3, (dtpalmnap)Hs ML>; 14.2(6) ML; 6.61 (8)
4, (dtpa2mnap)Hs ML>; 15.0 (7) ML; 6.54 (8)
A Mondmero; A Excimero

1, (dtpalnap)Hs —0.50; —0.60 —0.34; —0.33
2, (dtpa2nap)Hs —0.47;,—0.56 —0.45;-0.36
3, (dtpalmnap)Hs +0.13; —0.56 —0.05; +1.14
4, (dtpa2mnap)Hs +0.11; —0.68 —-0.12; +0.74

"Respuesta lineal hasta [M]¢/[L]: = 1; log Ksn' estd fuera del limite superior que se puede
determinar en la titulacion.
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3.3.1.2. Coordinacion a Cd?*

Al llevar a cabo los estudios de coordinacion a Cd?* con los ligantes (dtpalnap)Hs (1)
y (dtpa2nap)Hs (2) se encontrd que, en ambos casos, la intensidad de emision disminuye de
manera lineal al incrementarse la concentracion de Cd?* hasta alcanzar un valor de [Cd]¢/[L]:
=1, lo que indica la formacion de complejos ML con estequiometria 1:1 (Figura Anexo 3).
Las constantes de formacion condicional no pudieron determinarse por esta técnica y se

estimaron ser Kn'>8 (Tabla 5).

3.3.1.3.  Analisis de los resultados de la coordinacion de (dtpalnap)Hs (1) y
(dtpa2nap)Hs (2) a Zn?* y Cd?*

Los resultados muestran que los ligantes (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2) presentan el
mismo tipo de respuesta a la coordinacion a Cd?* o Zn?*, algo que, como se discute en las
primeras secciones de este trabajo, dificulta el disefio de sensores fluorescentes selectivos
(sensores que muestren respuestas distintas hacia cada uno de estos iones). Ademas otro
aspecto que hay que sefialar es que la modificacion de la cadena de interconexién a una tipo
dtpa en los derivados 1y 2, no se tradujo en mejores respuestas fluorescentes hacia Zny Cd,
respecto a las de los compuestos andlogos (edtalnap)H: y (edta2nap)H. derivados de edta

(Esquema ).

En cuanto a la coordinacion a Zn?*, a pesar de que (edta2nap)Hz solo mostro
apagamiento, la respuesta reportada para (edtalnap)H. fue muy buena: incremento de
intensidad de emision en aprox. 300% y desplazamiento de la banda hacia el azul aprox. 15
nm.2° En contraste, tanto (dtpalnap)Hs (1) como (dtpa2nap)Hs (2)solo responden a Zn?* con

apagamiento de la fluorescencia (Figura 14).

Por otro lado, la fluorescencia de ambos ligantes derivados de dtpa (1 y 2) se apaga
por efecto del Cd?* (Figura Anexo 3). Este efecto es igual al reportado para ambos ligantes
derivados de edta [(edtalnap)H- y (edta2nap)H2],% por lo que se puede concluir que no hubo

una mejora en el modo de respuesta a dicho metal al modificar la cadena quelante.
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En cuanto a la mayor estabilidad esperada para los complejos de ligantes derivados
de dtpa (1 y 2) respecto a los derivados de edta [(edta2nap)H: y (edta2nap)H>)], como se
planted inicialmente, esto si se cumplié en el caso de Cd?* (ver valores de Kf en Tabla Anexo
1). Al parecer, el mayor tamafio de la cadena de interconexidn tipo dtpa se adapta mejor a los

iones de cadmio que poseen un radio idénico mayor al de Zn?*,

3.3.2. Ligantes (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4)

3.3.2.1. Coordinacion a Zn?*

En contraste con lo observado con los ligantes (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2), la
coordinacion a Zn?* provoco una cambio radiométrico en los espectros de emision de los
compuestos (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4) (Figura 15). En cualquiera de las dos
titulaciones, la relacion de intensidades Ie/lm disminuye y se aproxima a un valor constante
alrededor de [Zn]/[L]: = 0.5 lo que sugiere estequiometrias 1:2 M:L para ambos complejos
(ver recuadros de la Figura 15). Los datos experimentales se ajustaron a la Ecuacion 6 (ver
Anexo 1) mediante el método de minimos cuadrados no-lineales y se obtuvieron las
constantes de formacion condicionales B’ = [MLJ/[M][L']? que se muestran en la Tabla 3.
En este caso, la presencia del grupo metileno entre el fluoréforo y los sitios donadores en los
ligantes (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2zmnap)Hs (4) modifica tanto la respuesta fluorescente a
Zn%* como la composicion de los complejos, respecto a las de los compuestos analogos
(dtpalnap)Hs (2) y (dtpa2nap)Hs (2).
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Figura 15. Espectros de fluorescencia de (dtpalmnap)Hs (izquierda) y (dtpa2mnap)Hs
(derecha) en presencia de Zn?* en diferentes proporciones de las concentraciones totales
[Zn]/[L]tapH 7.2 en 0.01 M de tampdn MOPS. [L]t = 1 x 10 M, Aexc = 280 nm. Recuadros:
relacion de intensidades excimero/monémero como funcién de [Zn]«/[L]s; las lineas continuas
representan el ajuste por minimos cuadrados basados en la estequiometria de ZnL..

3.3.2.2. Coordinacion a Cd?*

Un resultado notable fue obtenido al realizar la titulacion espectrofluorimétrica con Cd?* del
derivado (dtpa2mnap)Hs (4). Como se muestra en la Figura 16 (derecha), la adicion de Cd*
a la solucion del ligante provocé un cambio radiométrico en el espectro de emision, el cual
es inverso al causado por Zn?*. En este caso la relacion de intensidades le/lm aumenta (Figura
16). Los datos experimentales de la intensidad de fluorescencia a 400 nm en funcién de la
razon [M]/[L] se pudieron ajustar a la formacién de un complejo ML con estequiometria 1:1.
La constante de formacion condicional calculada para el complejo Cd-dtpa2mnap fue log Kr'
=6.5.
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Figura 16. Espectros de fluorescencia de (dtpalmnap)Hs (izquierda) y (dtpa2mnap)Hs
(derecha) en presencia de Cd?* en diferentes proporciones de las concentraciones totales
[Cd]¢/[L]:apH 7.2 en 0.01 M de tamp6n MOPS. [L]i = 1 x 10°® M, Aexc = 280 nm. Recuadros:
intensidades de emisién de excimero a 400 nm como funcién de [Cd]/[L]s; las lineas
continuas representan el ajuste por minimos cuadrados basados en la estequiometria de CdL.

En este punto es importante destacar la capacidad del ligante (dtpa2mnap)Hs (4) de
reconocer a los dos metales Cd?* y Zn** mediante sefiales fluorescente diferentes y
completamente distinguibles entre si, las cuales ademéas se destacan por ser de tipo
radiométrico (ver los valores de cambios en la intensidad de emision, A, en la parte inferior
de la Tabla 5). La tendencia inversa de las intensidades de emision de excimero y monémero
tras la complejacidn se observa mejor en la Figura 17. Hasta donde sabemos, con excepcion
del compuesto (edta2mnap)H2 (Esquema 1) reportado por nuestro grupo (ver detalles en
Introduccion),® no existen en la literatura quimiosensores fluorescentes reportados capaces
de distinguir entre cadmio y zinc emitiendo respuestas radiométricas inversas. Otro punto a
remarcar es que los compuestos preparados en este trabajo actian bajo condiciones 100%
acuosas y no en solventes organicos o mezclas buffer acuoso-solvente organico, como es el
caso de los sensores reportados por otros autores, los cuales se citan en la Gltima seccion de

Antecedentes de este trabajo.
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Figura 17. Tendencia de excimero y monomero para los complejos formados de dtpa2mnap
con Cd?*y Zn?",

En el caso del derivado (dtpalmnap)Hs (3), la coordinacion a Cd?* solo caus6 un
incremento de intensidad de la banda de emision a A=400 nm correspondiente a excimero
(Figura 16, izquierda). Este modo de respuesta también es opuesto al efecto del ion Zn?*, el
cual provoco disminucion de la intensidad a esa longitud de onda (ver Figura 13, izquierda).
Dado que la emision de excimero esta localizada en el rango visible, la propiedad que
presenta (dtpalmnap)Hs (3) lo hace muy atractivo como un sensor de Cd** y Zn?* basado en

el cambio de intensidad de fluorescencia que acttia en un medio 100% acuoso.

3.3.2.3.  Analisis de los resultados de la coordinacion de (dtpalmnap)Hs (3) y
(dtpa2mnap)Hs (4) a Zn** y Cd?*

En cuanto a la mejora esperada en las respuestas fluorescentes a Zn?* por modificacion de la
cadena de interconexion a una tipo dtpa en los derivados 3 y 4, respecto a las de los
compuestos analogos de edta (edtalmnap)H. y (edta2mnap)H: (Esquema 1), puede
concluirse que esto solo ocurrid con el derivado (dtpalmnap)Hs (3). La fluorescencia de este
compuesto varié de manera radiométrica, mientras que el derivado analogo (edtalmnap)H:

fue practicamente insensible a Zn?* (Ver Figura 15 y Figura Anexo 4).°8 En el caso de los
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derivados (edta2mnap)H. y (dtpa2mnap)Hs (4), sus respuestas a Zn?* son comparables
(Figura 15 y Figura Anexo 4) y solo difieren en las estequiometrias de los complejos, que

en el primer caso es 1:1 M:L y en el segundo 1:2 M:L.

Por otro lado, en lo que respecta a la coordinacion a Cd?*, la modificacion de la cadena
de interconexion a una tipo dtpa en los derivados 3 y 4, no se tradujo en mejores respuestas
fluorescentes respecto a las de los compuestos andlogos derivados de edta (edtalmnap)H. y
(edta2mnap)Hz (Esquema 1). De acuerdo a lo reportado,® 8 a pH 8.5, estos ultimos
responden de manera radiométrica y lineal a Cd?" con estequiometrias bien definidas. En
contraste, de los dos derivados de dtpa, solo (dtpa2mnap)Hs (4) actia como sensor

radiométrico de Cd?*, pero su respuesta no es lineal y la curva de titulacion es asintotica.

3.4. Estudio comparativo del efecto de la coordinacion a diversos cationes metalicos
en la fluorescencia de los ligantes (dtpalnap)Hs (1), (dtpa2nap)Hs (2),
(dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4)

Los iones metélicos pueden tener dos efectos opuestos en la emision de ligantes
fluorescentes: (1) la coordinacion del metal aumenta la rigidez del marco molecular del
ligante e incrementa el rendimiento cuantico de la emision; (2) la naturaleza paramagnética
o el efecto de atomo pesado apagan la fluorescencia. Generalmente un efecto predomina

sobre el otro.

Una vez llevado a cabo el estudio del efecto de Zn?* y Cd?* en la fluorescencia de los
ligantes 1-4, nos propusimos evaluar a un grupo amplio de cationes metalicos entre los que
se incluyen iones alcalinotérreos (Ca?* y Mg?*), iones divalentes de metales de transicion
(Fe®*, Co?*, Ni*" y Cu?") y a los iones Hg?" y Pb?*, éstos ultimos iones diamagnéticos de

atomos pesados.

Enla
Figura 18 (arriba) se observa que, en el caso de los ligantes (dtpalnap)Hs (1) y

(dtpa2nap)Hs (2), de una forma predominante los iones metalicos solo presentan un efecto de
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apagamiento de la intensidad de fluorescencia, tanto en la banda correspondiente a
mondmero, como en la banda que corresponde a excimero. Excepto para Ca?* y Mg?*, el
efecto puede explicarse por la naturaleza paramagnética y/o caracteristica de &tomos pesados

de los iones.®!

En el caso de los ligantes (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs) (4) (

Figura 18 abajo), el efecto general del grupo de metales en la fluorescencia es distinto
al que ejercen sobre (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs) (2) y podemos distinguir las respuestas
previamente observadas a los iones de cadmio y zinc de ambos ligantes (ver seccidn anterior
de este Capitulo). La insercion del espaciador CH> conduce a la respuesta selectiva a los
iones Cd?* y Zn?". Estos experimentos respaldan la teoria de que las dtpa-bisamidas son
sensores radiométricos potenciales especificamente hacia los iones metalicos relevantes

cadmio y zinc.
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Figura 18. Variacion de las intensidades de emision, (I — lo)/lo, de mondmero (barras negras)
y excimero (barras grises) de (dtpalnap)Hsz y (dtpa2nap)Hs (arriba) y (dtpalmnap)Hs y
(dtpalmnap)Hsz (abajo) en presencia de varios iones metalicos (afiadidos en forma de
cloruros). lo es la intensidad de emision del ligante solo, | es la intensidad en [M]«/[L]: = 5.
El altimo se corrigid por dilucion con base en la ley de Beer. En el caso de Pb-(dtpalnap)Hs,
la intensidad de emision esta dada por [M]¢/[L]: = 0.5 y (Pb-dtpa2nap)Hz [M]¢/[L]: = 1 debido
a la precipitacion a mayores concentraciones de metal. [L]: = 5x10-° M para (dtpalnap)Hsy
(dtpa2nap)Hs y 1x10° M para (dtpalmnap)Hs y (dtpalmnap)Hs; pH 7.2 en solucion
amortiguadora MOPS 0.01 M; Aexc = 280 nm.
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4. CONCLUSIONES

En este trabajo se sintetizaron dos nuevos quimiosensores fluorescentes aciclicos tipo
dtpa-bis-naftilo, (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2), y se evalud su capacidad de
discriminar entre los iones Zn?* y Cd?* en agua a pH fisioldgico mediante respuestas
radiométricas opuestas basadas en la variacion de intensidades excimero/monémero
(1e/lm). Estas propiedades fueron también evaluadas con los compuestos analogos bis-
metilnaftilo previamente sintetizados, (dtpalmnap)Hs (3) y (dtpa2mnap)Hs (4), con
fines de comparacion.

Se encontro que del grupo de compuestos 1-4, unicamente (dtpa2mnap)Hs (4) presentd
respuestas radiométricas opuestas a los cationes Zn?*y Cd?*, lo cual lo posiciona como
un quimiosensor con capacidad de discriminar entre los dos cationes, que actua en
medio 100% acuoso a pH fisiologico.

Las propiedades sensoras y afinidades hacia Zn?* y Cd?* de los compuestos 1-4 se
compararon con las de cuatro ligantes analogos derivados de edta reportados
previamente, (edtalnap)Hs, (edta2nap)Hs, (edtalmnap)Hs y (edta2mnap)Hs, con el
propdsito de establecer si éstas mejoran por efecto del incremento en la longitud de la
cadena de interconexion y en el numero de atomos donadores. En cuanto a las
propiedades sensoras, se encontré que Unicamente en el caso de (dtpalmnap)Hs (3) la
respuesta fluorescente hacia Zn?* mejord respecto a su analogo (edtalmnap)Hs, ya que
este Gltimo es insensible a la presencia del metal mientras que el primero responde a
Zn?* en forma radiométrica. Por otro lado, en cuanto al incremento en afinidad, se
determind que los derivados (dtpalnap)Hs (1) y (dtpa2nap)Hs (2) coordinan a Cd?* con
constantes de formacion (Kf) mas altas que las de sus andlogos (edtalnap)Hs y
(edta2nap)Hs, lo cual se atribuy6 a que la cadena quelante tipo dtpa se adapta mejor al
radio ionico del metal.

Con el proposito de establecer la selectividad de la respuesta del derivado
(dtpa2mnap)Hs (4) hacia Zn?* y Cd?*, se realizd un estudio de coordinacion
comparativo en el cual se incluyeron un grupo amplio de iones metalicos( Ca?*, Mg?*
A", Co?*, Cu?*, Fe®*, Hg?*, Ni?* y Pb?"). Se encontr6 que la sefializacion radiométrica

opuesta que presenta (dtpa2mnap)Hs (4) hacia Zn?*y Cd?*, es exclusiva para esta pareja
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de cationes, lo cual reafirma las propiedades de la molécula como quimiosensor

fluorescente altamente selectivo.
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5. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Llevar a cabo titulaciones de RMN *H de los ligantes 1-4 con los metales cadmio y
zinc.

Formar complejos de los ligantes 1-4 con los metales cadmio y zinc.

Obtener cristales de los complejos metal ligante para cadmio y zinc con los ligantes
1-4.

Realizar célculos tedricos de los posibles modos de coordinacién entre cadmio y zinc
con el derivado (dtpa2mnap)Hs (4) y los metales cadmio y zinc.

Establecer los limites de deteccion y cuantificacion para el derivado (dtpa2mnap)Hs
(4) con los metales cadmio y zinc.

Realizar estudios de competencia entre los diferentes metales estudiados vs cadmio y

zinc.
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7. ANEXO 1

7.1. Determinacién de las constantes de protonacion mediante titulaciones

espectrométricas.

Las constantes de protonacién (K,) de moléculas mono-, di- o poliacidas, pueden
determinarse experimentalmente mediante titulaciones espectrométricas cuando algun
parametro espectral observado lops (desplazamiento quimico 6, absorbancia, fluorescencia,

etc.) cambia con la concentracion de proton [H'].

En el Capitulo 6 del texto “Spectrometric Titration: A guide to experimental
methods”,>® M. Inoue demuestra en forma detallada que para una especie basica poliprética
BsHn , los cambios en el parametro espectral lons por efecto de [H*] estan dados por la

siguiente ecuacion:

R LiBpr [H*] + L Bpy [HY]? + -
IobS([H ]) - 1 +i8p1[H+] + ﬁpZ[H+]2 T

Donde Io representa el parametro espectral intrinseco de la especie no-protonada, In
el de las diferentes especies protonadas y fn es la constante de protonacion total de BsHn
definida por:

[BsH,]
.Bpn = m = leszpZ

Del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 2 se pueden obtener las K, de la

molécula en estudio.
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7.2. Determinacién de Kp mediante mediciones del desplazamiento quimico de
proton en funcion del pD.

El uso de *H RMN para la determinacion de las K, se basa en medir los cambios en los & de
los protones en funcién del pD. En este caso, el parametro espectral observado es oy la

Ecuacion 2 toma la siguiente forma:®®

6( D) _ [60 + 61 M KDllo_pD + 62 * KDl * KDzlo_zpD] E 3
PE) = T ¥ Kp 107D + Kpy - Kpy 10-2PP] «

7.3. Determinacion de Kp mediante la medicion de los cambios en la intensidad de

fluorescencia en funcion del pH.

La protonacion de atomos donadores directamente unidos a sistemas conjugados en una
molécula puede originar cambios en la intensidad de emision de fluorescencia (I¢) derivados
de modificaciones en la estructura electronica. En estos casos, los datos experimentales de
intensidad de emision a diferente pH pueden ajustarse con la Ecuacion 2, en la cual en el

parametro espectral lobs es I¢.>°

Ademas de lo anterior, los cambios en pH también pueden alterar los procesos de
relajacion y originar cambios en la fluorescencia que no estan vinculados a protonaciones.
Este efecto ha sido observado y reportado anteriormente por nuestro grupo de investigacion

para receptores aciclicos bis-amida, derivados de dtpa y ttha, funcionalizados con pireno.®’

En este trabajo de tesis, la fluorescencia de los cuatro receptores (ligantes 1-4)
presenta cambios en intensidad tanto debido a protonaciones reales (detectadas por RMN *H)
como a procesos no asociados a protonacion. Para el ajuste de los datos experimentales de I¢
vs pH se requirié tomar en cuenta tanto el “efecto amida” que ocurre a pH alto y que esta
descrito a detalle mas adelante, como la interconversién reversible de las especies
monoprotonadas LH? en las formas LH.* y LHy?*", respectivamente, la cual origina un

cambio espectral claramente distinguible en los cuatro casos.
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Por lo anterior, para el ajuste de los datos experimentales de Ir vs pH y el calculo de
las constantes de equilibrio de los receptores 1-4, la Ecuacién 2 se modificé y toma la forma:

Zln'fn
2 fa

Zln “fo = Iop - Koap10PH + Ioq + I - Kpy 107PH + 1, - B1107%P% 1, - B,1073PH

I(pH) =

an = Koqp10P" + 14+ K,,;107P¥ + B,,107%P" + B,1073P" Ec 4

Aqui B1 y B2 son los productos de constantes escalonadas: B1 = Kp1-Kiba Y B2 =
Kp1-KipaKp2. En la ecuacion (4), In es La intensidad de emision de la especie indicada por el

subindice.

7.3.1. Descripcion del efecto amida en la intensidad de fluorescencia para el

calculo de sus constantes.

El cambio de emision por encima del pH 10 se interpreta como una respuesta del grupo de
amida a un cambio ambiental y/o por la desprotonacion parcial del grupo. Este proceso se
describe en términos de Koan10P", en el que Koas €s la constante de la conversion reversible
de L.* (especie acida) a Lp*> (especie basica). La conversion de La>a L,* con pH eta dado

por la ecuacion:

KablopH
fb =
1+ KablopH)

Donde, Kap = [Lb]/[La], es una constante relacionada con la interconversion entre La*
a Lp>. Cuando este equilibrio es incluido en el cambio de intensidad con pH. La podemos
reescribir como:

_ (IOD - Kab - 1OpH + IOa + ZLTL " ﬁn " 10_an)
(Kap * 10PH + 1 + 3 B, - 10~ 7PH)

Donde, lob Y loa SON intensidades de emision de L.>y Ly*, respectivamente.
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7.4. Determinacion de Kcond para complejos metalicos en fluorescencia

Dado que los complejos de los metales de transicion son altamente estables, sus constantes
de estabilidad pueden determinarse por el cambio de la fluorescencia del ligante con la
variacion de la concentracién de metal a un pH constante. La formacion de complejos
metalicos compite con dos tipos de reacciones en un medio acuso dependiente del pH, la
protonacion del ligando ya que este puede ser capaz de coordinarse al ion metélico actla
como un buen aceptor de H* y la formacion de hidroxidos metalicos que son formados en
soluciones basicas.>® Por ende, estas reacciones compiten con las reacciones de formacion de

un complejo:

Las titulaciones espectroscépicas son usualmente llevadas a cabo a pH constante, si
[HL] y [M(OH)] no estan cerca del pH experimental, la constante obtenida es Ilamada

constante de formacion condicional y la podemos definir como:

_ _I'ML]
= g

El cambio espectroscépico observado por la adicion del metal lo podemos definir

como:
L], = [L]ltj - [A/[_];Dj/DML
+ 10-PIHIK,
Donde podemos asumir que Dmi = ImL —Im Y [ML] = (Dj1/Dm)[M]; para definir la
ecuacion

(14 107PHIK)D; /Dy,

(1-5) (11 - T52)

A pH contante la podemos reescribir como
1

Kcona = (M_ 1) ([L]tj B [M]tDj> Ec.5

D; Du1

Ky =
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Cuando se forma un complejo MLn (n > 1), el complejo es formado por n pasos de

reaccion

[MLy]
[MLn—l] [L]
Para M+,L S ML,

Ky =

Algunos complejos metalicos muestran las siguientes propiedades, donde Ks y Kr

son rapidamente determinadas.®®

1) Espectros distinguibles de ML y ML, cuando dos tipos de complejos muestran
diferentes espectros, que los parametros espectrales individuales pueden ser

observados y tratados de manera individual.

2) Pasos de reaccion separados, si el segundo paso de reaccion LMz empieza cuando
la formaciéon de complejo ML estd completa. La curva de titulacion pude ser
separada en dos curvas de saturacion y cada una puede ser determinada asumiendo

que la reaccion dos ocurre de manera independiente.

3) Coordinacién simultanea cuando todas las moléculas ligando se coordinan al ion

metélico para formar ML..

Para este trabajo la formacion de complejos ocurrié como en el Gltimo caso y las

constantes de formacion se determinaron por las siguientes ecuaciones.

s ML
ﬁl (Kl): [1\51][2,]
M,L
B, = [,22 ]
[L] [M']

| _ UL [L] +IMLIML] + IMLy X 2[MLy]

[L]t Ec.6
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8. ANEXO 2
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Figura Anexo 3. Espectros de fluorescencia de (dtpalnap)Hs (1) (izquierda) y (dtpa2nap)Hs
(2) (derecha) en presencia de Cd?* a diferentes concentraciones [Cd]/[L]: a pH 7.2 en 0.01

M MOPS buffer. [L]: =

5 x 10™° M, dexc = 280 nm. Recuadros: intensidad del maximo de

emision en funcion de [Cd]¢/[L]s; la linea solida representa la regresion lineal.
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Tabla Anexo 1. Estequiometria y constantes logaritmicas
condicionales (con desviacion estandar en el digito menos
significativo) de los complejos de Cd?* a pH 8.5 (solucion
reguladora tris 0.01 M) para (edtalnap)H. y (edta2nap)H: y
pH 7.2 (solucién reguladora MOPS 0.01 M) para
(dtpalnap)Hs y (dtpa2nap)Has: constantes condicionales, K’
= [ML}/[M][L'] para ML.

Cd2+
(edtalnap)H2 ML; 5.0 (3)
(edta2nap)H> ML; 6.4 (5)
(dtpalnap)Hs ML; > 8
(dtpa2nap)Hs ML; > 8f

"Respuesta lineal hasta [M]¢/[L]: = 1; log
K esta fuera del limite superior que se
puede determinar en la titulacion.5® ©°
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