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Resumen.

Las Casiopeinas son una familia de compuestos de coordinacion cuyo centro
activo es un atomo de Culll]. La férmula general de estos compuestos es Cu (N-
N)(O-O)]NO y [Cu (N-N)(O-N)]NOs3, donde (N-N) puede referirse a x-fenantrolina o
a x-piridina, (O-O) puede ser acetilacetonato o salicilaldehidato y (N-O) puede
representar un a-aminoacido o un péptido. Algunos miembros de esta familia han
mostrado poseer actividad citotoxica, genotoxica y antineoplasica; razon por la
cual han sido propuestos como agentes anti cancerigenos.

Al ser estudiados como posibles farmacos, se encontré que uno de los miembros
mas prometedores de esta familia (Casiopeina lll-ia) posee la capacidad de auto
asociarse. Esta propiedad hasta entonces no reportada es importante ya que la
capacidad auto asociativa que poseen algunos farmacos es determinante en el
buen desempefio de éstos en el organismo, por lo cual si el objetivo es el
desarrollo de nuevos farmacos es fundamental estudiar de forma previa su
propiedad auto asociativa.

En este trabajo se presentan los resultados del estudio de la capacidad de auto
asociacion de dos de los miembros de la familia de Casiopeinas [Cu(4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO; (Casiopeina lll-Ea) y [Cu(4,4 -dimetil-
2,2 -bipiridina)(glicinato)H,O]JNO3 (Casiopeina IV-gly). Los cuales también han
mostrado poseer propiedades adecuadas para el desarrollo de farmacos
anticancerigenos.

El estudio se realiza en dos diferentes medios acuosos para cada Casiopeina y
empleando las técnicas de calorimetria, conductimetria, dispersion estatica de la
luz, espectrofotometria UV-Visible y tensién superficial.

De forma complementaria se presenta un estudio tedrico de la auto asociacion de
los sistemas mencionados.



Objetivos.

Estudiar experimentalmente dos complejos de cobre, [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO; (Casiopeina lll-Ea) y [Cu(4,4 -dimetil-2,2"-
bipiridina)(glicinato)H,O]NO3 (Casiopeina 1V-gly) mediante las técnicas de: tension
superficial, conductimetria, espectrofotometria y dispersion estatica de la luz. Esto
con el propodsito de determinar si estos compuestos poseen la capacidad de auto
agregarse y si es asi, obtener informacién que permita caracterizar de forma
fisicoquimica el proceso de auto agregacion y a los agregados formados.

Sumado al estudio experimental, realizar un analisis computacional de los
complejos y las posibles estructuras en las que estos podrian auto asociarse.
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Capitulo 1. Introduccion.




1.1. La quimica inorganica en la medicina.

La quimica bio inorganica puede ser definida como una rama multidisciplinaria de
la quimica, ya que es el vinculo mediante el cual diversas disciplinas como la
quimica inorganica, bioquimica, medicina, microbiologia, espectroscopia,
cristalografia y genética se relacionan con el objetivo de estudiar la actividad que
ciertas sustancias inorganicas realizan dentro de los sistemas vivos. Estas
sustancias pueden ser iones metalicos, compuestos idnicos, compuestos de
coordinacion o moléculas inorganicas.!"

Durante muchos afos, se penso que la quimica organica era la unica rama de la
quimica relacionada con los sistemas vivos, debido a que era bien sabido que los
compuestos de carbono participan de forma determinante en todos los procesos
bioldgicos. Sin embargo, gracias a los avances en la ciencia se descubrié que
ciertos iones metalicos son también de suma importancia para el correcto
desarrollo de distintos procesos bioldgicos, por lo cual el estudio y descripcion de
los mecanismos de accidon de estos iones dentro del cuerpo humano se ha vuelto
indispensable con el objetivo de ayudar a preservar el correcto desarrollo de los
procesos que se realizan dentro del organismo.* 3!

1.2. Metales en el cuerpo humano.

Existen ciertos elementos, denominados esenciales, que desempefian un rol
determinante en el buen desarrollo y funcionamiento de los organismos vivos y
mas especificamente en el cuerpo humano. Estos elementos pueden clasificarse
de acuerdo a las cantidades que de ellos se requieren en el organismo,
conformando asi dos grupos primordiales: macro elementos y micro elementos.
Los macro elementos también llamados macro nutrientes o elementos principales
se requieren en concentraciones mayores y participan en la construccion del
cuerpo humano, ejemplos de éstos son: carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O),
nitrogeno (N), sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca), fésforo (P),
azufre (S) y cloro (CI). Por otro lado los micro elementos, también conocidos como
elementos traza se requieren en concentraciones mucho menores tal como su
nombre lo indica y participan generalmente en procesos metabdlicos, algunos
ejemplos son: zinc (Zn), hierro (Fe), bromo (B), molibdeno (Mo), niquel (Ni),
selenio (Se), cobre (Cu), fluor (F) y manganeso (Mn).

Algunos de los elementos mencionados son metales, éstos presentan propiedades
que resultan indispensables para el buen funcionamiento del cuerpo humano. Los
mas importantes son sodio, potasio, magnesio, calcio, hierro, zinc y cobre. La
presencia deficiente o en exceso de estos metales puede provocar severos dafos
en el organismo, que bajo ciertas condiciones pueden resultar irreversibles y
mortales.?



1.3. Metales en la medicina.

Tradicionalmente el desarrollo industrial de farmacos ha sido basado en la quimica
organica, siendo el carbono el elemento mas importante debido a que participa en
diversos procesos dentro del organismo y a que posee ciertas caracteristicas que
lo convierten en un elemento muy practico en el disefio de farmacos. La mas
importante de estas propiedades es su capacidad para generar enlaces
covalentes inertes con conectividades y con geometrias que van de la lineal a la
trigonal plana y a la tetraédrica, lo cual ha permitido sintetizar compuestos con
diversas propiedades y aplicaciones farmacéuticas. Sin embargo, pese a mostrar
enormes beneficios y ser los mas utilizados, los farmacos basados en carbono
presentan la desventaja de que los tipos de geometrias que pueden ser obtenidas
son limitadas.” En contraste, los iones metalicos son mucho mas versatiles ya que
poseen la capacidad de ordenarse en una gran variedad de estructuras labiles o
inertes con numeros de coordinacion en un rango de 1 a 12 y con geometrias
como la lineal, trigonal plana, tetraédrica, octaédrica, entre otras. Como resultado
de este hecho se obtiene una vasta diversidad de compuestos, algunos de los
cuales difieren unicamente en el arreglo de los ligantes alrededor del metal central,
es decir son isOmeros geométricos. Los isémeros geomeétricos presentan
diferencias en sus propiedades quimicas, lo que ofrece la posibilidad de
desarrollar una inmensa variedad de farmacos con distintas propiedades y
aplicaciones.!

Estos nuevos farmacos poseen interesantes caracteristicas, las cuales tienen
diversas aplicaciones. La principal radica en el éarea de diagnostico de
enfermedades o problemas dentro del organismo, para lo cual se emplean
usualmente Gd[lll], Mn[ll] o Fe[lll] en la generaciéon de agentes de contraste que
se administran al paciente de manera previa a un estudio de resonancia
magnética nuclear y permiten distinguir de forma simple las areas del cuerpo a
estudiar. Otra aplicacion interesante reside en las sales de tiolato, particularmente
de oro Au[l], las cuales son utilizadas en el tratamiento de casos dificiles de artritis
reumatoide. Estas han presentado una gran capacidad para disminuir la
inflamacion y la destruccién de hueso y cartilago, ejemplos de estos compuestos
se muestran en la figura 1.2
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Figura 1. Compuestos de oro (Tiolatos) utilizados en el tratamiento de la artritis
reumatoide. a. Aurotiomalato sodico (Miocrin). b. Aurotioglucosa (Solganol) c.
Aurotiopropanol sulfonato de sodio (Alocrisina).

Los ejemplos mencionados anteriormente resultan sin duda muy interesantes, sin
embargo, la contribucion mas importante del estudio de los metales a la medicina
ha sido el descubrimiento por serendipia realizado por el doctor Barnett
Rosenberg, quien en 1965 estudiaba el efecto de la aplicacion de un campo
eléctrico en la division celular de la bacteria E. coli en un medio que contenia
NH4Cl como fuente de nitrogeno, a este sistema se le afiadieron dos electrodos de
platino. Cuando se aplicé un voltaje alternado al sistema se observé que la division
celular de las bacterias se detuvo y cuando se retiraba la corriente la division
celular continué normalmente, esto parecia indicar que mediante la aplicacion de
un campo eléctrico era posible controlar la division celular. Tiempo después tras
varios experimentos se concluyd que no era el campo eléctrico o que ocasionaba
el comportamiento observado en las células, sino una nueva especie quimica
formada por efecto de los electrodos. La especie recién formada fue nombrada
cis-diamino cloroplatino(ll), también conocido como cis-DDP o simplemente cis-
platino.l® -®

Debido a la intervencion de este compuesto en el mecanismo de division celular
Ronsenberg y su equipo decidieron estudiar al cis-platino como terapia anti
cancer, enfermedad que dana el mecanismo natural de las células mediante el
cual éstas se desarrollan, dividen y mueren cuando envejecen o se dafan.
Cuando el cancer se presenta este proceso natural se descontrola lo que provoca
que células dafiadas o viejas no mueran, a su vez la células se dividen sin control
ni interrupcion, lo que conlleva a la formacién de masas denominadas tumores.!”!
El resultado satisfactorio del estudio dio pauta a la investigacion y desarrollo de
nuevos compuestos organometalicos y su aplicacion como agentes
anticancerigenos. También permiti6 al doctor Rosenberg proponer algunas
teorias, que si bien no son reglas establecidas, fungen como punto de partida en
el desarrollo de nuevos compuestos ya que enuncian las propiedades que deben
considerarse para que éstos presenten la actividad anticancerigena deseada.



Estas propiedades se mencionan a continuacién: (i) el compuesto debe contener
un metal esencial para disminuir su toxicidad, (ii) deben elegirse agentes
quelantes que favorezcan la configuracion cis alrededor del ion metalico vy (iii) los
agentes quelantes deben presentar un grado distinto de hidrofobicidad para
favorecer la absorcion y distribucion de propiedades. Con la finalidad de obtener
nuevos farmacos anticancerigenos después del descubrimiento del cisplatino se
han sintetizado distintos compuestos con estructuras variadas, pero manteniendo
al platino como elemento basico. Actualmente el cis-platino, el carboplatino y el
oxaliplatino, los cuales se muestran en la figura 2, son los compuestos mas
utilizados en la elaboracién de farmacos anticancerigenos y han mostrado gran
eficacia en el tratamiento de distintos tipos de cancer como: cancer de pulmén,
testiculo, vejiga, ovarios, y colon."!
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Figura 2. a. Cis-platino. b. Carboplatino c. Oxaliplatino.

Pese a demostrar una alta actividad anticancerigena, el platino presenta la
desventaja de que al no ser un elemento presente en el cuerpo humano no existen
mecanismos nhaturales para desecharlo por lo cual resulta toxico para el
organismo, principalmente para los rifilones. Este hecho hace preponderante la
creacion de nuevos farmacos con accion anticancerigena similar al cis-platino pero
con menor toxicidad.[* 8- 1%

1.4. Casiopeinas.

El cobre es un elemento presente de manera natural dentro del cuerpo humano y
resulta esencial para ciertos procesos en el organismo. Estas caracteristicas
hacen de este metal un candidato ideal para ser la base de nuevos farmacos por
lo cual se han realizado diversos estudios en este sentido. Uno de los resultados
mas importantes del estudio del cobre como agente farmacéutico es una familia de
compuestos de coordinacion llamados Casiopeinas®, los cuales contienen cobre
[l como centro activo. Estos compuestos fueron sintetizados a finales de la
década de los 80 por el grupo de investigacion dirigido por la doctora Lena Ruiz
Azuara quien esta adscrita al departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México, mientras
estudiaban compuestos de coordinacion de Culll]. Debido a las propiedades



reportadas por estos complejos, fueron registrados y patentados en la década de
los 90 bajo el nombre de Casiopeinas./'" 12!

Su formula general es [Cu (N-N)(O-O)]NOs y [Cu (N-N)(O-N)]JNOs3, donde (N-N) es
un ligante de tipo diimina, y puede referirse a x-fenantrolina o a x-piridina, mientras
que (O-O) puede ser acetilacetonato o salicilaldehidato, finalmente (N-O) puede
representar un a-aminoacido o un péptido. El tipo de ligante que se utilice en cada
compuesto sera determinante en las propiedades fisicoquimicas, la actividad
bioldgica y en la toxicidad de éste. "* La combinacién de los ligantes ha permitido
la obtencion de mas de cien compuestos, los cuales han sido clasificados en diez
familias que se presentan en la tabla 1.['Y

Tabla 1. Clasificacion de las Casiopeinas.m]

Nombre quimico del complejo. Nombre de

identificacion.

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 Casiopeina |

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO; Casiopeinal |l
[Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO3 Casiopeina llla
[Cu(N-N)salicilaldehidato)]NO3 Casiopeina llls
[Cu(4,4 -dimetil-2,2 -bipiridina)(N-O)]NO3 Casiopeina IV
[Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 Casiopeina V
[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 Casiopeina VI
[Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 Casiopeina VII
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 Casiopeina VI
[Cu(2,2"-bipiridina)(N-O)]NO3 Casiopeina IX
[Cu(N-N)(péptidos)INO3 Casiopeina X

El mecanismo de accién de las Casiopeinas dentro del organismo aun no ha sido
elucidado por completo, sin embargo se han propuesto algunos probables
mecanismos mediante los cuales las Casiopeinas actian como agentes
anticancerigenos, tales como: (i) se ha encontrado que estos compuestos poseen
actividad citotéxica, la cual les permite inducir la muerte celular;!™® =~ ™! (ii) la
principal actividad biolégica del cobre radica en su participaciéon en reacciones
redox en las cuales el cobre reacciona directamente con oxigeno molecular o con



peréxido de hidrégeno produciendo radicales libres, en su mayoria - OH los cuales
promueven la degradacion del ADN.!"®2% También ha sido propuesto que estos
compuestos poseen actividad antiproliferativa, lo que impide el crecimiento
ilimitado y descontrolado de células cancerigenas mediante mecanismos
apoptéticos.* ¥ 2! 22 Esto significa que las Casiopeinas estimulan la muerte
celular programada, mecanismo mediante el cual la velocidad a la cual mueren las
células es regulada.”®®! Como ha sido mencionado no existe una descripcién tnica
del mecanismo de acciéon de estos compuestos, sin embargo es importante
destacar la posibilidad de que se presente mas de un mecanismo de forma
simultanea.

De la amplia familia de Casiopeinas presentada en la tabla 1 se han elegido los
miembros que debido a su actividad antitumoral han resultado ser los mas
prometedores para realizar estudios mas detallados. Uno de los aspectos que
resultan relevantes para poder establecer su mecanismo de accion es la
interaccion de las Casiopeinas con moléculas biolégicas como el ADN o las
proteinas. Entre los compuestos que han sido estudiados exhaustivamente se
encuentra la Casiopeina lll-ia, la cual mostré poseer la capacidad de auto
asociarse para formar agregados.** °! Este novedoso comportamiento, hasta
entonces no reportado en la literatura hace necesaria la determinacion de las
concentraciones a las cuales estos compuestos forman agregados. Esto con el fin
de poder establecer condiciones experimentales a las cuales los agregados no
interfieran con estudios cuyo proposito sea determinar la energia asociada a la
formacién de complejos del tipo Casiopeina-proteina.l?®

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos del estudio de la posible
auto agregacion de dos de las Casiopeinas que han mostrado poseer la actividad
anticancerigena conveniente para la formulaciéon de un farmaco. La estructura de
las Casiopeinas estudiadas, asi como algunas de sus propiedades se presentan
en la figura 3 y la tabla 2 respectivamente.



NO,

NO, - .

Figura 3. Estructuras de a. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,OINO;
(Casiopeina IlI-Ea). b. [Cu(4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina)(glicinato)H,O]NOs; (Casiopeina IV-gly).

Tabla 2. Casiopeinas estudiadas.

Nombre quimico del complejo. Nombre de Peso molecular.
identificacion. [g mol™].
[Cu(4,4"-dimetil-2,2"- Casiopeina IV-gly 400.88
bipiridina)(glicinato)H,O]NO3
[Cu(4,7-dimetil-1,10- Casiopeina llI-Ea 450.92
fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO3

Fisicamente ambas se presentan como un polvo de color azul.




Capitulo 2. Marco teorico.




2.1. Moléculas anfifilicas y su auto agregacion.

Los fendbmenos coloidales en su mayoria involucran al menos una fase liquida
como uno de sus actores, esta fase es conformada por un disolvente y uno o mas
solutos. Las propiedades de este sistema seran determinadas por Ilas
interacciones moleculares entre los solutos, el disolvente y las entidades
coloidales formadas. Estas entidades, también conocidas como estructuras o
ensambles anfifilicos tienen su origen en el balance energético de las
interacciones que se establecen entre las moléculas del soluto y el disolvente y
con otras moléculas del soluto. El término anfifilico indica que una parte de la
molécula es afin al disolvente, mientras que la otra no lo es. Si el disolvente es
agua entonces la parte afin al disolvente de la molécula anfifilica se denominara
hidrofilica mientras que la parte no afin al solvente sera conocida como
hidrofébica. Estos compuestos pueden ser clasificados como idnicos (zwitter
iones, aniones, cationes) o no idnicos con una cabeza polar y una porcion
hidrofébica. La figura 4 muestra el esquema convencional de una molécula
anfifilica.

Vi Seccion hidrofobica

Seccion hidrofilica

Figura 4. Esquema de molécula anfifilica.

Una de las propiedades mas importantes de las moléculas anfifilicas es que
poseen la capacidad de llevar a cabo un proceso de auto asociacion, ilustrado en
la figura 5, para formar agregados o micelas. Este proceso es el resultado de la
interaccidn entre la molécula anfifilica y el solvente y depende de la especie
anfifilica y de la condicién del sistema en el que la molécula es disuelta.®”!

Cuando en un volumen constante de disolvente se adiciona una pequefia cantidad
de molécula anfifilica, ésta se distribuye entre la interfase y el seno del disolvente
de acuerdo a su afinidad por él. Pero al aumentar la cantidad de la molécula en el
disolvente se alcanza paulatinamente la saturacion tanto en la interfase como en
el seno. A partir de este momento se alcanza un rango de concentracién de la
molécula anfifilica en el cual ésta inicia el proceso de auto asociacién, donde la
parte afin al disolvente quedara en la parte externa del agregado formado,
mientras que la parte no afin al disolvente se mantendra en la parte interna. Este
rango de concentracion es conocido como concentracion de agregacion critica
(CAC) o concentracion micelar critica (CMC). La diferencia entre los dos
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conceptos anteriores radica en el numero de mondmeros que conforman la
estructura. Se denomina micela cuando el numero de mondémeros va de 20 a 200,
mientras que cuando el numero de mondmeros es menor la estructura es
designada como agregado.P®® En el presente trabajo se utilizara el término
agregado para hacer referencia al resultado de la auto asociacion de las
Casiopeinas.

Figura 5. Proceso de auto asociacion. a. Moléculas anfifilicas saturando la interfase.
b. Micela formada.

Para estudiar la auto agregacién de moléculas anfifilicas han sido propuestos dos
modelos: el modelo de acciéon de masas, en el cual se considera al agregado y al
monomero como dos solutos diferentes presentes en la disolucion y el modelo de
fase, en el que se considera al agregado como una fase separada a aquella que
contiene el mondmero disuelto en el disolvente. El estudio del proceso de auto
agregacion mediante el modelo de separacion de fase es mas simple, ya que para
aplicar el de accion de masas es necesario conocer las constantes de asociacion
de todo el proceso, lo cual no siempre es posible. En este trabajo se hara uso del
modelo de separacion de fases en el estudio de la auto agregacion de la
Casiopeina.l?® 31

La diferencia entre los agregados coloidales y cualquier otro tipo de coloide radica
en que los primeros presentan un equilibrio dinamico es decir, cuando ocurre el
proceso de auto agregaciéon las moléculas que conforman el agregado regresan a
su estado de monémeros y viceversa.?” 3231 3 formacién de agregados en una
disolucién es un proceso complejo que involucra equilibrios multiples y como
resultado se espera que los agregados formados tengan un amplio rango de
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tamafo, por lo que una descripcidn apropiada de todos los parametros del sistema
resultaria dificil e impractico. No obstante, ha sido reportado que el tamafno de los
agregados en una disolucién sigue un cierto patrén de distribucién y que la
mayoria de ellos se mantiene en un cierto rango de tamano, esta afirmacién
simplifica la descripcion del proceso por lo cual en este trabajo se considerara un
solo tamafno de agregacion y un solo numero de agregacién.[36]

Ya ha sido expuesto que cuando una molécula anfifilica es disuelta en un
disolvente eventualmente se alcanzara una zona critica en la cual ciertas
propiedades fisicas de la disolucidn comenzaran a cambiar, tales como la tensién
superficial, la presién osmoética, la dispersion de la luz, la conductividad, el pH vy el
calor de dilucion. Si experimentalmente se sigue el perfil de estas propiedades en
funcién de la concentracion de la molécula anfifilica, como se ejemplifica en la
figura 6, sera posible obtener informacién acerca del peso molecular de los
agregados, su diametro, el calor asociado al proceso de disociacion y el valor de la
concentracion del mondémero cuando ha comenzado el proceso de auto
agregacion (CAC).

A
CAC
i Turbiedad
| /
| Presién osmdtica
M
ke |
(73]
= !
=]
© |
5
@
&
= : Tension superficial
!
|
: Conductividad equivalente
[

Concentracién del anfifilo

Figura 6. Cambios en algunas propiedades fisicas en funcién de la concentracion de la
molécula anfifilica.

El estudio de estas propiedades permite obtener una descripcion termodinamica
completa del proceso de auto asociacion mediante la determinacién de los
siguientes parametros:
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e Numero de agregacion, n: Es el numero de monémeros que conforman el
agregado.

e Constante de agregacion o asociacion, K,: Considerando que el proceso de
auto agregaciéon esta en un equilibrio constante de asociacion-disociacion,
es necesario describir una constante de equilibrio para este proceso.

e Entalpia del proceso de disociaciéon: Relacionada con el calor de disociacion
a dilucion infinita.*% %]

e Energia libre de agregacion: Criterio que determina el equilibrio del proceso
y su espontaneidad. Fisicamente también representa la energia libre de
transferir una molécula anfifilica desde la fase acuosa hasta la fase
agregada.P®

e Entropia del proceso de agregacién: Puede ser calculada una vez obtenidos
los valores de entalpia y energia libre del proceso.*!

2.1.1. Estudio de la auto-agregacién de farmacos en disolucion.

Algunos compuestos farmacolégicamente activos son por naturaleza anfifilicos (o
hidrofébicos), como consecuencia poseen la propiedad de auto asociarse.
Ejemplos de farmacos anfifilicos con esta propiedad son: fenotiazina, antibiéticos
peptidicos y no peptidicos, benzodiacepina, tranquilizantes, analgésicos,
antibidticos, antihistaminicos, antidepresivos ftriciclicos, anestésicos locales,
anticolinérgicos, farmacos antiinflamatorios no esteroides y farmacos
anticancerigenos. Muchos de éstos farmacos contienen uno o mas nucleos
aromaticos (condensados 0 no), mientras que otros son por naturaleza péptidos.

Ha sido demostrado que la capacidad auto asociativa de los farmacos resulta
determinante en el mecanismo de accion y buen desempefio de éstos en el
organismo, por lo cual resulta apropiado caracterizar este proceso. Se ha
establecido que la auto agregacién de farmacos es dependiente de la temperatura,
fuerza iénica y pH de la disolucion, también que este proceso sigue el mismo
principio que las moléculas anfifilicas comunes. Por lo tanto puede estudiarse
mediante las mismas técnicas que se utilizan para el estudio de la auto agregacion
de las moléculas anfifilicas.® 4"

2.2. Estudio experimental de la auto agregacion.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de auto agregacion puede ser
estudiado empleando distintas técnicas experimentales, el posterior analisis de los
resultados requiere la postulacion de modelos que faciliten la obtencion de
informacion fisicoquimica con el fin de caracterizar el proceso. En este trabajo se
emplea uno de los dos modelos propuestos por William H. Streng y sus
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colaboradores.®® 31 Estos modelos son importantes ya que posibilitan la

consideracion de ciertas suposiciones que permiten manipular y ajustar de forma
simple los datos obtenidos experimentalmente. En el primer modelo se considera
que tanto el i6bn como el contraion forman parte del agregado, por lo cual la
ecuacion que describe el equilibrio de asociacion tiene la forma siguiente:

nM* +pX~=2{M, X, | (2.0)

Donde

M™*: Monémero.

X~: Contraién.

K,: Constante de asociacién-disociacion.

n: Numero de agregacion.

p: Numero de aniones que participan en el agregado.

La constante de formacion esta definida de la siguiente forma:

4 ¢y (2.1)

K, = 4 x
* o,)ry) (C.-nC,)"(C,-pC,)

Donde

C,: Concentracion del agregado.

Cr: Concentracion total del compuesto en la disolucién.
y4: Coeficiente de actividad del agregado.

yu: Coeficiente de actividad del monémero.

yx. Coeficiente de actividad del contraion.

El segundo modelo permite simplificar particularmente el ajuste de los datos
resultantes de los experimentos de conductimetria y calorimetria de titulacion
isotérmica, por lo cual es el que se siguid en el estudio de los agregados de
Casiopeina. Este modelo no considera al contraion como parte de la micela, y se
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asume que el monémero que forma la micela tiene una carga de 1+, por lo cual el
equilibrio de agregacion se expresa de la siguiente forma:

K
nM" —=2[M 1" (2.2)
La constante de formacion respectiva a este modelo se define como sigue:

KA = yA n X CA n
(vu)" (C;-nC,)

(2.3)

Donde

M*: Monomero.

(Mn)™: Agregado.

n: Numero de agregacion.

K,: Constante de formacion.

y4: Coeficiente de actividad del agregado.
yu: Coeficiente de actividad del mondmero.
C, : Concentracion del agregado.

Cr: Concentracion total del compuesto en la disolucion.

En este trabajo se estudioé la auto agregacion de las Casiopeinas lll-Ea y IV-gly
mediante las técnicas de calorimetria de titulacidon isotérmica, conductimetria,
dispersion de la luz estatica, espectrofotometria UV-Visible y tension superficial.l?®
3 - 38 40, 42 - 48 Eotas técnicas son descritas en las secciones siguientes.
Adicionalmente se realizé un estudio tedrico de las Casiopeinas y de las posibles
estructuras en las que éstas podrian agregarse.
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2.2.1. Estudio de la formacién de agregados mediante tensién superficial.

2.2.1.1. Tension superficial y energia superficial.

Para describir que es la tension superficial es necesario describir dos fendmenos
que surgen de la interaccion entre dos fases en distinto estado de agregacion. El
primero es la superficie bidimensional que funge como frontera entre dos fases
denominada interfaz. El segundo es una porcion tridimensional del sistema en el
que ocurre una transicidon continua de las propiedades de una fase a las
propiedades de la otra, esta region es denominada interfase. Existen distintos
tipos de interfases, clasificadas en funcion de los estados de agregacion de las
fases participantes tales como: liquido-vapor, liquido-liquido, liquido-sdlido, sélido-
gas Yy solido-sadlido. El sistema liquido-vapor es el mas adecuado para explicar el
concepto de tension superficial.l*¥

Si se considera a un liquido contenido en un recipiente cerrado en equilibrio con
su vapor y a condiciones constantes en el exterior. Con el transcurso del tiempo el
sistema evolucionara a un equilibrio dinamico entre el liquido y el vapor, algunas
moléculas del liquido se evaporaran mientras que algunas moléculas del vapor se
condensaran. Al inicio ambos procesos ocurriran a una velocidad diferente y al
alcanzar paulatinamente el equilibrio la velocidad sera la misma para los dos
procesos. Al momento del equilibrio las moléculas que conforman la fase liquida y
la interfase experimentan diferentes interacciones: las moléculas en el seno de la
fase liquida estan en contacto unicamente con moléculas idénticas a ellas por lo
que las fuerzas de atraccidn que se ejercen sobre éstas son anuladas ya que son
las mismas, esto ocasiona que la energia en esta parte del sistema sea muy baja.
Por otra parte, las moléculas que se encuentran en la interfase experimentan
distintas interacciones y fuerzas de atraccion por lo cual poseen una mayor
energia que las moléculas en el seno de la fase liquida. Por un lado estan en
contacto con moléculas en fase vapor y por el otro con moléculas en fase liquida.
Como resultado el sistema intentara disminuir esta energia para mantener su
estabilidad por lo que tendera a reducir la cantidad de moléculas en la interfase
para minimizar el area superficial, asi se ejercera una fuerza sobre las moléculas
de la interfase aplicada por las moléculas de la fase liquida en direccion al seno de
ésta. La fuerza ejercida es denominada tension superficial.

La formacion de una fase requiere de cierto trabajo. Este trabajo resulta
proporcional al numero de moléculas transportadas del seno de la solucién a la
superficie y por lo tanto al area de la nueva superficie y puede ser expresado de la
forma siguiente: w=y4A. Donde la constante de proporcionalidad y es designada

como tension superficial. La tensién superficial puede definirse de dos maneras; la
primera, como energia libre por unidad de area [J m?] y la segunda como fuerza
por unidad de longitud [N m™].14"]
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La tension superficial de un liquido es totalmente dependiente de las fuerzas
intermoleculares que actuen en este, pero la temperatura también juega un rol
fundamental ya que si la temperatura del liquido aumenta la tensién superficial de
este disminuira. Si la temperatura sigue aumentando hasta llegar a la temperatura
critica (T¢c) la tension superficial del liquido desaparecera por completo, ya que no
existira una fase liquida y una de vapor, sino que se formara una fase continua.”’!

La tension superficial de un disolvente puede cambiar cuando un soluto es
afadido, este cambio puede presentar distintos comportamientos como se
muestra en la figura 7. La curva de la disolucién que contiene un soluto tipo I
indica que la adicion del soluto conduce a un incremento gradual de la tension
superficial que en general no es grande, ejemplos de solutos que causan este
comportamiento son los electrdlitos fuertes, la sacarosa y el acido benzoico. El
comportamiento de la curva que representa a un soluto tipo II indica que la tension
superficial de la disolucion disminuye con cierta regularidad al aumentar la
concentracion de soluto en ella, los electrolitos débiles y los no electrolitos
presentan este comportamiento al ser disueltos en agua. Finalmente el
comportamiento de la curva que representa un soluto tipo III es ocasionado por
compuestos denominados agentes activos superficiales los cuales poseen la
capacidad de disminuir la tensidén superficial del disolvente de forma drastica
incluso a concentraciones muy pequefias, ejemplos de estos compuestos son los
jabones, acidos sulfénicos y sulfonatos, asi como otros tipos de compuestos
organicos.?!

Tensién superficial

Concentracion del soluto

Figura 7. Tension superficial en funcion de la concentracion y el tipo de soluto.
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Cuando un soluto promueve el decrecimiento de la tensién superficial con el
aumento de concentracion se dice que posee una actividad superficial positiva; por
otro lado si el soluto aumenta dicha tension su actividad superficial es negativa.

2.2.1.2. Meétodos para determinar la tension superficial.

Existen diversas técnicas que pueden ser utilizadas para medir la tension
superficial de un liquido, las cuales de acuerdo a su origen se describen a
continuacién:** 47 4]

» Métodos basados en la medida de una presion: Su fundamento tedrico es la
ecuacion de capilaridad de Young-Laplace la cual surge de considerar una
interfase liquido-gas que experimenta una diferencia de presion entre una fase
y otra, lo que ocasiona que la interfase adopte una forma curva. La ecuacion de
Young-Laplace relaciona esta diferencia de presion (AP) con la curvatura que
ocasiona en la interfase. De forma que:

ap=y Ll (2.4)
Rl RZ

Donde R, y R, son los radios de curvatura, mientras que AP es la diferencia de
presion entre ambas fases.

Si el sistema bajo estudio es una superficie esférica como una gota entonces R,
= R,= R, por lo cual la ecuacion 2.4 puede reescribirse como:

2]/
AP =— 2.5

Los métodos de ascenso capilar y de presion de burbuja corresponden a esta
clasificacion.

» Métodos basados en una deformacién: Se justifican en el hecho de que en
ciertas situaciones la tension superficial tiende a reducir el area interfacial,
mientras que otras fuerzas como la gravedad natural o artificial tienden a
aumentarla. Dentro de estos métodos se encuentran el método de la gota
pendiente, el método de la gota giratoria y el método del volumen de gota.

» Métodos basados en la medicion de una fuerza: En estos métodos la tension
superficial es considerada como una fuerza por unidad de longitud. Los
meétodos de la placa de Wilhelmy y del anillo de Du Nouly pertenecen a esta
clasificacion, y es este ultimo el método utilizado para determinar la tension
superficial de las disoluciones de Casiopeina estudiadas en este trabajo.
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En este método se utiliza el tensidmetro de Du Noly, el cual consta de un fino
alambre de torsién asegurado en una grapa para resistir la tension del acero en un
extremo y una cabeza de torsion en el otro, lo que permite un ajuste fino. La
cabeza de torsion tiene una escala y un vernier que permite la lectura con una
resolucién de 0.5 mN m™ y una incertidumbre de + 0.025 mN m™. La escala esta
graduada de cero a noventa. La posicidon cero de la balanza se alcanza cuando el
brazo que lleva el anillo coincide con la linea horizontal grabada sobre un pequefio
circulo de fondo blanco. La plataforma que soporta el recipiente del liquido se
puede elevar o bajar utilizando la grapa sobre un eje vertical. El ajuste fino de la
plataforma se logra a través de un tornillo micrométrico. Para determinar la tensién
superficial se requiere de un anillo de platino o de platino-iridio suspendido
horizontalmente de forma paralela con la superficie o interfase. El anillo tiene un
radio R y el alambre que lo constituye posee un radio r. De forma que:

F =4nRy (2.6)
Donde
F: La fuerza requerida para separar el anillo de la disolucién, [mN m™].
R: Radio medio del anillo, [cm].

y: Tension superficial del liquido.

Para efectuar la determinacién de la tension superficial se sumerge el anillo en el
liquido, de tal forma que quede completamente mojado y luego se le hace
ascender lentamente. A medida que el anillo sube se forma un menisco de liquido
y la fuerza ejercida llega a un valor maximo y después disminuye,
desprendiéndose el anillo del liquido y volviendo a su posicion original. La
obtencion del valor de tensién superficial se basa en medir esa fuerza maxima.

[ I (|

Figura 8. Pasos de la determinacién de tensidn superficial por el método del anillo de
Du Nody.
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Para la correcta aplicacion de este método es necesario realizar una correccion a
la lectura determinada, ya que de acuerdo con Harkins y Jordan la ecuacion 2.6
presenta un error de un poco mas de 30%.1°" Esta correccion se realiza siguiendo
el método desarrollado por Zuidema y Waters, quienes basados en tablas de
factores de correccion preparadas por Harkins y Jordan propusieron la siguiente
relacién para realizar la correccion de los valores medidos:®®"

[ 4b ) P
(F-a) —{EZRZJLEJ’*C (2.7)

Donde
S .
F= E : Factor de correccion.

S: Tension superficial, [N m™].

P: Maximo empuije en el anillo, [N m™.

D y d: Densidades de las fases inferior y superior respectivamente.
R: Radio del anillo, [cm].

C: Constante que depende del radio %, donde res el radio del alambre que

conforma el anillo.C = 0.04534-1.679%

Las constantes universales para todos los anillos: a: 0.7250 y b: 0.0009075

2.2.2. Estudio de la formacion de agregados mediante conductimetria.

2.2.2.1. Conductimetria.

La conductividad es definida como la capacidad que tiene un material para
transportar corriente eléctrica a través de él. Los materiales conductores pueden
ser clasificados en dos grupos con base en la naturaleza de sus particulas
cargadas. En el primer grupo se encuentran los materiales que contienen atomos
con una nube electrénica, los electrones dentro de esta nube poseen la capacidad
de transportar la electricidad a través del material, ejemplos de este grupo son los
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metales. En el segundo grupo se encuentran las disoluciones idnicas también
denominadas conductores iénicos, en éstas el flujo de corriente no es provocado
por el movimiento de electrones, sino por el movimiento de iones provenientes del
electrolito en la disolucidn. Los electrolitos se clasifican en débiles y fuertes, y
pueden ser un acido, una base o una sal. Una electrolito fuerte se disocia
totalmente en la disolucion, de tal forma que en esta se encontraran Unicamente
los iones provenientes del electrolito y por tanto la concentracion de los iones sera
igual a la concentracion del electrolito, ejemplos de electrolitos fuertes son los
sélidos ionicos y acidos fuertes. Por otro lado un electrolito débil se disocia
parcialmente por lo que en la disolucidon se encontraran presentes los iones
provenientes del electrolito, ademas de electrolito sin disociar. La conductividad de
una disolucién de un electrolito débil es menor que la de un electrolito fuerte, ya
que debido a la presencia de especies sin disociar los iones que transportan la
carga tienen menor movilidad.

Los iones presentes en una disolucion exhiben un movimiento constante y al azar
que se debe a la accidn de fuerzas térmicas y de conveccién. La conductividad de
una disolucién depende de la concentracion de los iones presentes en ella, de la
movilidad de éstos, de su valencia y de la temperatura de la disolucion.®? 3

La conductividad de una disolucion se determina a partir de la oposicién que ésta
presenta al paso de corriente a través de ella, conocida como resistencia. La
resistencia se determina mediante una celda montada en un puente de
Wheatstone que consiste en dos electrodos, uno cargado positivamente llamado
anodo, el otro con carga negativa denominado catodo. Ambos electrodos son
sumergidos en la disolucidon y se aplica una diferencia de potencial entre los
electrodos. La diferencia de potencial propicia la generacién de un campo eléctrico
y como resultado, el movimiento de los iones presentes en la disolucidon. Los
cationes, iones cargados positivamente migraran hacia el catodo mientras que los
aniones con carga negativa migraran hacia el anodo. Como resultado de la
movilidad de los iones se produce una corriente eléctrica la cual es medida por el
equipo. Una vez determinado el valor de la corriente (I) dado un voltaje (V)
conocido se obtiene el valor de la resistencia (R) de acuerdo a la ley de Ohm.P* !

V=RxI (2.8)
Donde
R: Resistencia, [ohm, Q].
V: Voltaje, [volt, V].
I: Corriente, [ampere, A].

Una vez determinada la resistencia de la disolucion, se determina el valor de la
conductancia, que es el inverso de la resistencia:
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G= (2.9)

X |~

Donde
G: Conductancia, [Siemens, S o Q71].

La resistencia de la disolucién también puede ser definida como una relacién entre
la longitud (1) que existe entre los electrodos y el area (A) de cada electrodo que
esta en contacto con la disolucion y la resistividad eléctrica:

R=p— (2.10)

Donde

p: Resistividad eléctrica de la disolucion [Q cm]. La resistividad es caracteristica de
cada sustancia e independiente de la cantidad de materia que se tenga de éste.

[: Longitud entre los electrodos, [cm].
A: Area del electrodo en contacto con la disolucién, [cm?].

A partir de las ecuaciones 2.9 y 2.10 se redefine la conductancia y se obtiene la

siguiente relacion:
=LA 2 (2.11)
p )\ 1 [

x: Conductividad especifica, [S cm™].

Donde

_ l o
La constante de la celda es definida como K,.;4, = " la cual es un factor utilizado

para convertir el valor de conductancia obtenido mediante la medicion
experimental a un valor de conductividad. Si esta relacion es introducida en la
ecuacién 2.11, la conductancia puede expresarse en términos de la conductividad
y la constante de la celda:

G= (lJKw,da (2.12)
K

De esta forma la conductividad de la disolucion se determina multiplicando el valor
de la conductancia obtenido a partir de la determinacion de la resistencia de la
disolucién por la constante de la celda de la misma.

La conductividad especifica se refiere a la conductancia de un cubo de disolucion
de electrolito de 1 cm® de lado, y es definida como el inverso de la resistividad de
la solucion:
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K== (2.13)

La conductividad especifica es una propiedad asociativa, lo que significa que en
una disolucion electrolitica tanto el soluto como el disolvente contribuyen a la
conductividad de ésta:

K

solvente tK

soluto

Kdisolucio’n = (2' 14)
La conductividad especifica de una disolucién depende de la concentracion de las
especies idnicas presentes en la disolucion, por lo cual una comparacion de la
conductividad de las disoluciones de un electrolito a distintas concentraciones
puede realizarse unicamente si las disoluciones contienen la misma cantidad de
iones. Para lograr esto los valores de conductividad especifica de las disoluciones
deben normalizarse, lo que conlleva a una nueva propiedad: la conductividad
molar o equivalente (A). Donde la conductividad esta dada por todos los iones
contenidos en 1 mol de electrolito disuelto en un cierto volumen de solvente.>> *°!

A= (2.15)

X
C

Donde
A: Conductividad molar, [S cm™ mol™].

C: Concentraciéon molar del electrolito afiadido, [mol L™.

2.2.2.1.1. Disociacion de electrolitos en disolucion.

Existen electrolitos fuertes también denominados verdaderos, y débiles conocidos
también como electrolitos de fuerza media o electrolitos potenciales. Ambos tipos
de electrolitos se disocian de forma diferente al ser disueltos lo cual tiene
implicaciones en el movimiento e interaccidon de los iones. Un electrolito fuerte se
disocia por completo por lo que en la disolucién se encontraran iones que al
moverse transportaran las cargas positiva y negativa, esta movilidad sera limitada
por la interaccion i6n-ién y ion-disolvente. Sin embargo, si la disolucion es
sometida a un proceso de dilucion los iones se moveran libremente de forma
independiente, durante este proceso la conductividad molar de la disolucion
aumentara gradualmente como consecuencia del libre movimiento de los iones
hasta llegar a un punto maximo denominado conductividad molar a dilucién
infinita, en este punto la concentracion del electrolito en la disolucion tendera a
cero. Por otro lado, en la disolucion de un electrolito débil se encontraran
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presentes moléculas del electrolito sin disociar ademas de iones positivos y
negativos, los cuales tendran una movilidad limitada debido a las interacciones
ion-idn, ion-disolvente, ion-electrolito y electrolito-disolvente, por lo cual la
conductividad molar de la disolucion descendera mas rapidamente con el aumento
de la concentracion del electrolito en ella. La figura 9 muestra graficamente los
comportamientos descritos.
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Figura 9. Conductividad equivalente de electrolitos fuertes y débiles.

En el siglo XIX Friedrich Kohlrausch observé y describio mediante ecuaciones el
comportamiento de la conductividad molar para electrolitos fuertes y débiles. Para
un electrolito fuerte demostré que la conductividad molar varia en forma lineal con
respecto a la raiz cuadrada de la concentracion total del electrolito, como sigue:

A=b-mC"? (2.16)

La ecuacion 2.16 es la descripcidn de una linea recta en la cual m es la pendiente
y es una constante que depende de la naturaleza del electrolito, mientras que b es
la ordenada al origen y es un parametro que representa la conductividad a dilucién
infinita, es decir cuando C — 0. A partir de la ecuacion 2.16 se establece el
siguiente limite funcional:

lcig(}A =A" (2.17)

Cuando una disolucion de electrolito fuerte estda muy diluida los iones conducen
carga de manera independiente, por lo que la conductividad molar equivalente
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puede expresarse como la suma de los valores de conductividad molar limite de
cada ion.

M, X, » mM** + xX™"
A" =mA” +xA” (2.18)

Donde A® es la conductividad molar idnica limite de cada i6n, sus valores se
encuentran registrados en la literatura para un numero importante de cationes y
aniones en distintos disolventes.

La relaciéon de Kohlrausch se expresa de la siguiente forma, de acuerdo a la
ecuacion 2.16:

A=A"-KC"* (2.19)
Donde
A: Conductividad molar, [S cm™ mol™].

A*: Conductividad molar limite, [S cm™@mol™].

|-1/2 L1/2 |-3/2].

K: Constante de Kohlrausch, [S cm? mol” mo 1o [S cm™?mo

C: Concentracion molar, [mol L.

En el caso de los electrolitos débiles la conductividad molar desciende mucho mas
rapido con el aumento de la concentracién y para describir su comportamiento
debe considerarse la concentracion efectiva de los iones en solucion aC, de esta
forma es posible escribir la ecuacion de Kohlrausch:

Kk — A® _Ko2CV? (220)

aC,

El valor de « no es conocido, por lo cual se denomina al cociente de la
conductividad especifica y la conductividad molar como A, y se obtiene la
siguiente relacion:

A=aN” —Ka'*C"* (2.21)

a es funcion de C por lo que se tiene una funcién compleja, por otro lado la
determinacion de A resulta dificil, por lo que se hace uso de los estudios de
Arrhenius y Ostwald en este tema para determinar los parametros analiticos
requeridos.®* °°
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2.2.2.2. Estudio de la auto agregacién de farmacos mediante conductimetria.

El estudio de la auto agregacién mediante la técnica de conductimetria provee
informacion significativa para determinar si los agregados han comenzado a
formarse y si esto es asi, también es posible obtener informacién acerca de los
agregados formados, el valor de la CAC, el numero de agregacién n y la constante
de agregacion K.

La aplicacion de esta técnica en el estudio de la auto agregacion puede realizarse
a partir de considerar al monomero y al agregado formado como dos electrolitos
diferentes con cargas y movilidades igualmente distintas, por lo cual la aparicion
de agregados en la solucion afectara la conductividad total (x) de la misma y
resulta necesario expresar la ecuacion 2.14 tomando en cuenta la aseveracion
anterior:1*®

K=K, +K, (2.22)

Donde
k,: Conductividad del agregado.
k. Conductividad del mondémero.

Si se reescribe la ecuacion 2.15 en términos de la conductividad molar A, se
obtiene:

Al Py P /| (2.23)

Donde

A: Conductividad molar total.

A4: Conductividad del agregado.
Ayr: Conductividad del monémero.

Ademas de estudiar al agregado y al mondmero como dos electrolitos distintos
ambas especies son consideradas como electrolitos fuertes, lo que implica que 4,
y Ay pueden ser expresados como funciones lineales de las raices cuadradas de
C, y Cy respectivamente de acuerdo a la ley de Onsager, por lo cual se obtiene la
siguiente ecuacion:®”]

A:%[a-bak} -ncA)+%(a’-b’E) (2.24)

Donde

a: Conductividad molar limite (conductividad molar a dilucion infinita).
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b: Constante para el mondémero.
a’: Conductividad molar del agregado.

b’": Constante para el agregado.

2.2.3. Estudio de la auto agregacion mediante calorimetria de titulacion
isotérmica.

Existen dos aproximaciones para estudiar el equilibrio de enlace entre dos
moléculas. El primero se basa en la medicion directa de la concentracion de las
moléculas de interés en su forma libre y enlazada mediante una técnica
denominada dialisis al equilibrio; mientras que el segundo considera la existencia
de cambios fisicos observables los cuales son proporcionales al grado de unién de
las moléculas. La calorimetria de titulacion isotérmica (lsothermal Titration
Calorimetry, ITC) pertenece a la segunda aproximacién. Esta técnica se utiliza
principalmente para determinar el calor absorbido o liberado por interacciones
biomoleculares como ligante-proteina, proteina-proteina, proteina-ADN, proteina-
ARN y enzima-sustrato; también puede ser utilizada en el estudio de especies de
menor peso molecular que en disolucidén poseen la capacidad de auto agregarse y
formar estructuras como micelas y liposomas.®®

El sistema de calorimetria de titulacion isotérmica consiste en dos celdas de
titulacion colocadas dentro de una camara adiabatica. Una de ellas es la celda de
referencia la cual contiene generalmente agua o el medio en el cual se encuentre
disuelto el compuesto a estudiar, la segunda celda contiene la muestra de interés
la cual usualmente es una biomolécula, especificamente una proteina. Se
compone también de un termopar que permite ajustar ambas celdas antes del
experimento a la temperatura a la cual se realizara este. Por otro lado se tiene una
jeringa que a su vez funge como agitador, en ella se deposita la disolucién a
estudiar.

Durante el experimento, pequefas alicuotas de la disolucion son inyectadas en la
celda de reaccion en funcidén de cierto tiempo determinado. La interaccion de
ambos compuestos liberara o absorbera calor dependiendo de si la interaccion es
exotérmica o endotérmica respectivamente, lo que provocara una diferencia de
temperatura (AT) entre las celdas que sera detectada por el termopar después de
cada inyeccién y como resultado producira una diferencia de potencial (4V)
proporcional a la AT. La diferencia de potencial sera leido por un sistema de
control computarizado que ajustara la potencia que debe aplicarse o retirarse para
mantener ambas celdas a la misma temperatura, es decir AT = 0. Durante el
experimento se registra esta potencia en funcion del tiempo en el cual se realiza el
experimento en una curva llamada isoterma.l®”!
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Figura 10. Isoterma de titulacion.

En la figura 10 se aprecia que al inicio del experimento la potencia necesaria para
equilibrar la temperatura de las celdas es mayor, y al transcurrir el tiempo esta
potencia disminuye. Esto se debe a que al realizarse la primera inyeccion en la
celda de reaccion hay un exceso de moléculas dispuestas a interactuar con el
ligante inyectado. Esta primera interaccion provoca un cambio subito en la
temperatura de la celda de reaccion y al avanzar el experimento la cantidad de
moléculas en la celda de reaccion disponibles para interactuar con el ligante
disminuira. Como resultado, la temperatura de la celda de reaccién variara en
menor proporcion con respecto a la temperatura de la celda de referencia, lo que
ocasionara que la potencia necesaria para compensar la AT disminuira.

El area de cada pico registrado en la isoterma es integrada y graficada con
respecto a la relacion molar de ligante-molécula. La isoterma resultante puede
ajustarse a un modelo de enlace del que es posible obtener el valor de la
constante de asociacion del proceso K,, el cual sustituido en la ecuacion 2.25
permite obtener la energia libre de Gibbs del proceso de asociacion de la siguiente
forma:

AG =-RTInK, (2.25)

El valor de la entalpia del proceso también se extrae directamente de la isoterma y
proporciona la cantidad de calor liberado por mol del enlace de ligante en la
ecuacion. Si se emplea la siguiente relacion AG =-RTInK , = AH -TAS , sera posible

obtener el valor de entropia del proceso a la temperatura fijada como se indica a
continuacion:
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_AH-AG
T

AS (2.26)

La calorimetria de titulacion isotérmica es una técnica muy utilizada en el estudio
de sistemas bioldgicos complejos ya que como se ha explicado ofrece la gran
ventaja de que a partir de un solo experimento y sin la necesidad de modificar los
componentes de enlace, ya sea con marcadores fluorescentes o por medio de
inmovilizacién es posible obtener un perfil termodinamico completo asociado a la
interaccion molecular estudiada.®’!

2.2.3.1. Aplicacién de la calorimetria de titulacion isotérmica al estudio de las
interacciones intermoleculares.

Las interacciones intermoleculares estudiadas mediante esta técnica pueden ser
de dos tipos, homodimeéricas en las cuales interactuan dos moléculas idénticas y
heterodiméricas donde la interaccion se realiza entre dos moléculas diferentes.
Los dos tipos de interaccion siguen el mismo esquema quimico basado en el
equilibrio reversible de asociacion:

M, +M, = MM, (2.27)

Donde M; y M,representan a las moléculas que interactuan. La fuerza de la
interaccién es descrita por la constante de asociaciéon (K,), o de disociacion (K ):

| MM, |
AR

Donde [M,] y [M,] representan las concentraciones de las moléculas libres y
[M;M,] a la concentracion del complejo asociado.

(2.28)

Las constantes de asociacion y disociacion estan relacionadas con la energia libre
de Gibbs y como ya fue mencionado, pueden escribirse en términos de entalpia y
entropia de siguiente forma:

AG,=—RTInK,=AH,~TAS, (2.29)

AG,=—RTInK,=AH,-TAS, (2.30)
Donde

R: Constante de los gases, [8.314 J K’ mol'1]

T: Temperatura absoluta, [K]
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Ya que el objetivo de este trabajo es analizar la auto asociacién entre dos
moléculas idénticas de Casiopeina, a continuacién se describe el estudio de las
interacciones homodiméricas mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

La fuerza de la interaccion homodimérica es determinada mediante experimentos
de dilucion. Una disolucion del reactivo a estudiar es depositada en la jeringa, por
otro lado en la celda de reaccion se deposita el disolvente sin reactivo. La muestra
contenida en la jeringa es inyectada gradualmente en la celda lo que ocasiona que
esta comience a diluirse y posteriormente inicie el proceso de disociacion que
conduce al sistema a una serie de estados de equilibrio. La composicion de cada
estado es regido por la constante de disociacion K;. Dada la concentracion total
de la macromolécula [M]; en la celda del calorimetro la constante de disociacion
determina la distribucion entre las dos especies, monémero [M]y dimero [M,].

_LM}
’M,]

2

(2.31)

El calor asociado a cada inyeccion g; es proporcional al incremento de la
concentracion del mondémero [M] en la celda calorimétrica después de la
inyeccion.

g, =VAH, L[Ml ~[M] -Fm] KJ (2.32)

Donde

AHp: Entalpia de disociacion por monémero.

V: Volumen en la celda calorimétrica.

v: Volumen inyectado.

[M],: Concentracion total de la macromolécula por monémero en la jeringa.
F,: Fraccion del monémero en la solucidn concentrada colocada en la jeringa.

El dltimo término del paréntesis es una correccion que considera unicamente el
incremento de la concentracion del mondmero en la celda debido a la inyeccion de
mondmero y por tanto, no contribuye al calor.[*®!

El estudio de la auto agregacion de Casiopeina mediante esta técnica se realiza a
partir de la preparacion de una disolucion con una concentracion de Casiopeina
superior a la concentracion de agregacion critica. Esto con la finalidad de asegurar
la presencia de agregados en la disolucién a estudiar ya que éstos se presentan
en cantidades significativas unicamente cuando la concentracion del monémero en
la solucion sobrepasa el punto critico de agregacidén. Esta disolucién sera
inyectada en la celda que contiene unicamente el mismo disolvente utilizado para
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la preparacion de la disolucién concentrada y alicuotas de esta disolucidén seran
adicionadas en la celda. A medida que la concentracion de la molécula en la celda
de reaccion aumenta, el proceso de disociacion es menos favorecido y por lo tanto
la diferencia de temperatura entre las celdas disminuye, las inyecciones continuan
hasta que no se detecte algun calor significativo. El analisis de regresién no lineal
de g; permite la estimacién de los parametros termodinamicos K, AHp y por lo
tanto también de AGpy AS,. Estos valores proporcionaran una descripcion
termodinamica completa del proceso de disociacion.!®

2.2.4. Interaccion de la luz con la materia y su aplicacion en el estudio de
agregados en disolucion.

La radiacidon electromagnética se considera como la propagacion de energia a
través del espacio sin soporte de materia, es decir a través de ondas producidas
por oscilacion o aceleracion de una carga eléctrica. El espectro electromagnético
es un ordenamiento de estas ondas, las cuales poseen diferentes caracteristicas y
son clasificadas de acuerdo a su longitud de onda, su frecuencia y su velocidad.
La frecuencia y la longitud de onda son inversamente proporcionales. La longitud
de onda (1) es la distancia entre cresta y cresta de la onda y se mide en unidades
de longitud, en el Sistema Internacional su unidad es el metro [m]. La frecuencia
(v) representa el numero de oscilaciones completas por segundo de la onda, su
unidad es el Hertz [Hz] o [s"]. La velocidad de la onda (c) es una constante para
un medio determinado, en el vacio es 300,000 km s™'; las definiciones anteriores
se relacionan de la siguiente forma: Av =¢

El espectro electromagnético esta dividido de forma un poco arbitraria en regiones
de longitud de onda y las ondas electromagnéticas se clasifican en este de
acuerdo a su longitud de onda.”

106 105 104 103 o0.01 0.1I 1 10 100 103 104 10° 105 107
| | | | | | | | | | | | |

R. G Rayos X Visible Mi d i
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Espectro visible, A [nm]

Figura 11. Clasificacion del espectro electromagnético.
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Como puede observarse en la figura 11 Unicamente una pequefia porcion del
espectro electromagnético puede ser percibido por el ojo humano. Esta regién es
denominada visible, la percepcion de esta region es la causa de la sensacion de
color que observamos.

Cuando la energia electromagnética, especificamente la luz visible, interactua con
la materia se producen distintos fendmenos como la reflexion en la cual un haz de
luz que incide sobre una superficie es rebotado por ésta. La reflexion puede ser
especular cuando la luz es rebotada en una direccién definida, mientras que si la
luz incide sobre una superficie rugosa es reflejada en varias direcciones lo que se
conoce como reflexion difusa. Otro fendmeno es la refraccion, en éste un rayo de
luz que incide en un medio con direccion y velocidad determinadas puede
atravesarlo, al hacer esto su velocidad original cambia y como consecuencia
también lo hace su direccion. EI cambio de velocidad depende del indice de
refraccion del medio, el cual a su vez es dependiente de la densidad de éste.
Mientras mas denso sea, la velocidad a la cual el rayo atraviesa el medio sera
menor con respecto a la velocidad inicial.

La difraccion es otro fendomeno que se produce cuando la luz al interactuar o
chocar con un obstaculo de dimensiones comparables a su propia longitud de
onda debe rodear el obstaculo causando perturbaciones en la propagacion de su
onda. Por ultimo en la absorcion, la porcion del haz de luz que no es reflejada por
la superficie puede ser transformada en otras formas de energia, como calor. El
resultado de la absorcidn es la percepcion de los colores de un objeto.

Los fendbmenos descritos anteriormente han dado paso al desarrollo de diversas
técnicas analiticas, las cuales aprovechan la interaccion de la luz con la materia
para estudiar sistemas. A estas técnicas pertenecen las utilizadas en el presente
trabajo para estudiar la auto agregacion de las moléculas de Casiopeina,
espectrofotometria UV-Vis, dispersion dinamica y estatica de la luz, las cuales
seran descritas en las siguientes secciones.

2.2.4.1. Espectrofotometria ultravioleta y visible (UV-Vis).

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica basada en la interaccion de
la radiacion electromagnética con la materia mediante la cual es posible identificar
y cuantificar elementos presentes en distintos medios. Esta técnica surge de
considerar a la luz como una forma de energia electromagnética, la cual es
caracterizada por una longitud de onda (1), una frecuencia (v) y una energia (E), la
relacion entre ellas esta dada por la ecuacion de Planck:
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E=hv=hc/A (2.33)

Donde

E: Energia transportada por cuanto de radiacion o foton, [J].
h: Constante de Planck, [6.6256 10 J s].

¢: Velocidad de la luz, [2.9979%10% m s™.
A: Longitud de onda, [m].
v: Frecuencia de la radiacion, [s'1].

Como ya se ha mencionado cuando la luz interactia con la materia pueden
producirse distintos fendmenos, en la espectrofotometria se consideran dos de
éstos fendmenos: la absorcion y la transmisién. Cuando se hace incidir radiacion
UV-Vis de intensidad inicial (I,) sobre una sustancia que contiene especies
capaces de absorber parte de esa radiacion, denominados cromdforos, éstos
adquieren energia como consecuencia de la absorcion. Como resultado se
produce la transicion de un electrén de su estado basal A a un estado excitado A*
(A+hv — A"). Debido a que una fraccién de la radiacién ha sido absorbida la
intensidad del haz de luz incidente disminuira al atravesar la muestra (I); la
fraccion de la radiacion no absorbida por el cromoéforo es denominada
transmitancia (T=1/1,).

La ley de Beer-Lambert-Bouguer permite relacionar la luz absorbida con la
transmitida de acuerdo con la siguiente expresion: A=-logT =-log(1 /1,) .

En el desarrollo de esta técnica es indispensable la presencia de un cromoéforo en
la disolucion, es decir una molécula con capacidad para absorber la radiacién. De
forma que la capacidad de absorcion de la muestra sera determinada por la
concentracion del cromoforo en ella, de la siguiente forma: A = ef¢ 12

Donde
A: Absorbancia medida

¢ : Coeficiente de absortividad molar, caracteristico de cada sustancia absorbente
a cada longitud de onda, [L mol™ cm™).

¢ : Distancia de la trayectoria recorrida por la luz dentro de la muestra, [cm].

¢ : Concentracion de la muestra, [mol L™].
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Un experimento de espectrofotometria se realiza empleando un
espectrofotometro, el cual es un aparato que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una solucion de referencia con la solucién a estudiar.
Para hacerlo se mide primero la absorbancia del disolvente, o blanco, al que se le
asigna un valor de cero de forma que la intensidad incidente (I,) y transmitida (I)
sean iguales, y por lo tanto la absorbancia es cero. A continuacion, se pone en el
portador de muestras la celda con la muestra y se lee la absorbancia de ésta. El
resultado del experimento se registra en un espectro de absorcion, que es una
representacion grafica que indica la cantidad de luz absorbida por la muestra a
diferentes valores de longitud de onda.

Un espectrofotdmetro esta constituido por los siguientes componentes: (i) una
fuente luminosa que puede ser una lampara incandescente de tungsteno para luz
visible o un arco de deuterio para luz ultravioleta; (ii) un monocromador que
consiste en: una ranura que limita la radiacién luminica producida por la fuente y la
confina en un area determinada, un conjunto de espejos para hacer pasar la luz a
través del sistema Optico, una red de difraccibn o prisma para separar las
longitudes de onda de la radiacion y una rendija de salida para seleccionar la
longitud de onda con la cual se quiere iluminar la muestra; (iii) un portador de
muestras que es un compartimento ajustado a la luz con una tapa que proporciona
seguridad, puede sostener una o mas celdas de la muestra que se analiza; (iv)
una celda que usualmente es de cuarzo transparente, también las hay de cristal y
plastico sin embargo estas ultimas tienen la capacidad de absorber el UV, lo que
limita su utilidad. La celda estandar es rectangular, su ancho interno es de 1 cm
(en la ecuacion de Beer-Lambert-Bouguer /=1 cm), y su volumen interno es de

2.5 mL; (v) un sistema detector que recibe la intensidad luminosa que sale de la
muestra y la convierte en una sefal eléctrica proporcional a la intensidad recibida;
(vi) un sistema de procesamiento y lectura en el cual la sefal recibida por el
detector es amplificada y transformada para que su intensidad resulte proporcional
al porcentaje de transmitancia/absorbancia. La sefial es procesada por un
software y convertida en un dispositivo de lectura.

La espectrofotometria se emplea generalmente en la determinacion cuantitativa de
la concentracién de especies quimicas en disolucion, como compuestos organicos
muy conjugados y iones metalicos de transicion. Estos ultimos presentan la
propiedad de que las disoluciones que los contienen son coloridas ya que
absorben luz visible debido a la excitacion de los electrones del metal de un
estado electrdnico a otro.

Dado que las disoluciones de Casiopeina presentan un color azul debido al cobre
que contienen esta técnica resulta ideal para estudiar la capacidad de absorcion
de las disoluciones en funcién de la concentracién de Casiopeina en ellas y
mediante un espectro de absorcion determinar el punto en el que ocurre la
agregacion. 42 43.63-63
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2.2.4.2. Dispersion de la luz.

La dispersion de la luz es un efecto combinado de la reflexion, la refraccion y la
absorcion, en el cual se produce una alteracion de la direccion e intensidad del
haz de luz.

Como técnica analitica, la dispersion de la luz ofrece la ventaja de ser un método
no invasivo el cual a partir del estudio de la interaccién de la luz con las particulas
en disolucion o suspension provee de informacion importante que permite describir
y comprender el sistema de estudio, ejemplos de estas técnicas son la dispersion
de la luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) y la dispersion de luz estatica
(SLS, Static Light Scattering).

La diferencia entre estas técnicas es que en la dispersion de luz estatica se
obtiene informacion acerca del peso molecular de particula a partir del estudio del
promedio de la intensidad de luz dispersada en varios angulos en un cierto
intervalo de tiempo, lo que permite eliminar las fluctuaciones en la intensidad de la
dispersion. En la dispersion de luz dinamica se mide la fluctuacién de la luz
dispersada con respecto al tiempo y se correlaciona con el movimiento Browniano
de las particulas bajo estudio.!®® ©”]

Puesto que la dispersion de la luz estatica proporciona informacion mas
significativa, en este trabajo se empled Unicamente esta técnica para estudiar la
auto agregacion de las Casiopeinas. Sin embargo, a continuacion se presenta la
descripcion de la aplicacion ambas técnicas al estudio del proceso de auto
agregacion.

2.2.4.2.1. Dispersion de la luz estatica en el estudio de agregados.

También conocida como dispersion clasica de la luz, es una técnica no invasiva
utilizada para determinar el peso molecular de macromoléculas y polimeros asi
como su radio de giro, denominado también radio o diametro hidrodinamico
mediante la intensidad de luz dispersada por la molécula.

La dispersion de luz estatica se basa en la teoria de Rayleigh, la cual describe la
relacion entre la intensidad de la luz dispersada por una muestra con su tamafio y
peso molecular, las propiedades de la luz dispersada varian dependiendo de la
particula que realiza la dispersion, lo cual es descrito en la ecuacién de Rayleigh.

E:(i"'ZAzCJLiJ (2.34)
R, \PM P,

6
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Donde

Ry: Es el radio de Rayleigh al angulo de medida, relacion entre la intensidad de la
luz dispersada y la luz incidente.

C: Concentracion de la muestra, [mol L'1].
PM: Peso molecular de la muestra, [g mol'1].

A,: Segundo coeficiente virial de la muestra, [mol g L"]. Describe la fuerza de
interaccion entre las particulas bajo estudio y el disolvente o medio dispersante.

Py: Dependencia angular de la intensidad de dispersion de la muestra.

K: Constante Optica definida de la siguiente forma:

2 2
K= ;LN(% ?j (2.35)
C
0 A

Donde

Ao: Longitud de onda del Iaser incidente en el vacio, [nm].

N,: Numero de Avogadro, [6.0221x10%° mol™.

n,: indice de refraccién del solvente.

dn . . , . .,
— Incremento diferencial del indice de refraccion de la muestra.

La ecuacion de Rayleigh establece que la intensidad de la luz dispersada a un
angulo dado es dependiente de ciertos factores como el peso molecular y tamafo
de particula de la muestra bajo estudio, por lo que moléculas de mayor peso y
tamafno dispersaran mas luz. Los incrementos en la intensidad de la luz
dispersada varian de forma lineal con el peso molecular.

El término Py, de la ecuacion 2.34 incorpora la dependencia angular de la
intensidad de la dispersion de una muestra, esta dependencia surge de la
interferencia constructiva y destructiva de la dispersién de la luz desde diferentes
posiciones de la misma particula. Este fendmeno es denominado dispersion de
Mie y ocurre cuando el tamano de la particula es del mismo orden que la longitud
de onda de la luz. No obstante, cuando las particulas en la solucion son mucho
mas pequefas que la longitud de onda de la luz incidente se eliminara la
dispersion multiple de fotones, bajo estas condiciones el valor de P, se reducira a
1y la dependencia angular de la dispersion con la intensidad se perdera, este tipo
de dispersidon es conocida como dispersion de Rayleigh. Por lo cual la ecuacion
2.34 es reescrita como sigue:

36



KC 1
—=|—+2A,C 2.36
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Para obtener informacién de la molécula bajo estudio a partir de esta técnica es
necesario contar con una muestra estandar de la cual se conozca el valor de sus
radios a diferentes longitudes de onda y temperatura, el tolueno es la muestra
estandar mas utilizada ya que ademas de cumplir con lo anterior presenta la gran
ventaja de que puede ser obtenido en su forma pura muy facilmente. Se
determinara primero la intensidad de la luz dispersada de la muestra estandar y se
obtendra el radio de Rayleigh para ésta y luego se haran las determinaciones para
la muestra bajo estudio a diferentes concentraciones y se comparara con la
informacion obtenida para el estandar. En el caso de utilizar tolueno, el radio de
Rayleigh se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

2
R,=1"" p (2.37)
I.n

T°'T

Donde

1,: Intensidad residual de la luz dispersada de la muestra bajo estudio (intensidad
de la muestra-intensidad del solvente).

I7: Intensidad de la dispersion del tolueno.
n,: indice de refraccién del solvente.
ny: indice de refraccion del tolueno.

R Radio de Rayleigh del tolueno.

El equipo Zetasizer yV utilizado en este trabajo determina la intensidad de la luz
dispersada (KC/Ry) a varias concentraciones de la muestra bajo estudio a un
angulo con un valor determinado. El resultado es posteriormente comparado con
la dispersion producida por la muestra estandar, lo que es después representado
en un grafico de Debye a partir del cual el peso molecular promedio de las
particulas se determina directamente del punto de interseccién cuando la

kc [ 1 ).[68-72]

concentracion del soluto en la muestra es cero, es decirr — (
R PM
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Figura 12. Grafico de Debye.

2.2.4.2.2. Dispersion de la luz dinamica en el estudio de agregados.

La dispersion de la luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering), también
conocida como espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Photon Correlation
Spectroscopy), o como dispersion QELS (Quasi Elastic Light Scattering) es una
técnica fisicoquimica que ha sido empleada tradicionalmente en la determinacion
de la distribucion de tamafos de particulas en suspensién o macromoléculas en
disolucidon como proteinas y polimeros. Recientemente debido a la sensibilidad
que ofrece esta técnica en la evaluaciéon de interacciones macromoleculares y en
la deteccidn de la formacion de agregados en solucién, la DLS ha sido aplicada al
estudio del crecimiento de cristales y del inicio de la agregacion o la nucleacion de
macromoléculas.”

En esta técnica se considera el impacto de las moléculas de un disolvente contra
las particulas suspendidas en él. Como consecuencia de estas colisiones las
particulas suspendidas se desplazan de forma aleatoria con una velocidad
inversamente proporcional al tamafno de la particula, es decir moléculas mas
grandes se desplazan mas lentamente que moléculas mas pequefias.

El fendmeno antes descrito, denominado movimiento Browniano ocasiona que la
intensidad de luz dispersada por la disolucién varie con el tiempo. Esta fluctuacion
es totalmente dependiente del tamafio de las particulas, con las de mayor tamano
y poca movilidad la variacion de la intensidad en un determinado tiempo sera
practicamente indetectable, mientras que las particulas pequefias con mayor
facilidad de movimiento ocasionaran que la intensidad de luz dispersada varie de
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forma considerable. La intensidad de la luz dispersada es seguida en un gréfico a

partir del cual es posible determinar el tamafio de la particula, como se ilustra en la
figura 13.

Laser

O.
A

0
L J
Particulas grandes

Intensidad

\
O Tiempo
= - ﬂj
0 o‘\ .
~,
Q.3 2
‘ 0’0\ §
1]
\ ) 8
Particulas pequefias S
Tiempo

Figura 13. Grafico de luz dispersada en un tiempo.

En un experimento de DLS una muestra es irradiada con un haz de luz de longitud
de onda 4, y se determina la intensidad de la luz dispersada Iy,-(t) a un angulo de
medicion 6,.. A partir de la luz dispersada en cada angulo de medicion se obtiene
la funcién de autocorrelacion, la cual representa el promedio de los valores de la
intensidad de luz medida a diferentes intervalos de tiempo.

La intensidad de luz dispersada en el tiempo es procesada mediante una funcion
de correlacién (g(tr)) que compara la intensidad de luz dispersada a un tiempo
inicial I1(t) con la intensidad de luz dispersada a un tiempo final I(t + 7).

It +7)
(T

En un sistema monodisperso con movimiento Browniano la funcién de correlacion
disminuira exponencialmente g(z)=e’"

9(v) (2.38)

Donde T es la velocidad a la cual disminuye g(t), y esta relacionada con la
difusion de la siguiente forma: I =-Dg°

39



Donde D es el coeficiente de difusion y g es la magnitud del vector de dispersion
de onda, el cual se define como la diferencia entre el vector de onda incidente y el
de dispersion:

q= @sen(gj (2.39)

Donde

Ao: Longitud del laser incidente en el vacio, [nm].
6: Angulo de dispersion.

n: indice de refraccién del disolvente.

Una vez determinado el coeficiente de difusion traslacional D, es posible obtener
el diametro hidrodinamico de la particula de interés mediante la ecuaciéon Stokes-
Einstein.[™

kT

= 2.40
3muD, (2:40)

Donde

D: Coeficiente de difusion, [m? s™].

k: Constante de Boltzmann, [1.3806 x10% J K]
T: Temperatura, [K].

u: Viscosidad dinamica del disolvente, [N s m™).

Dy : Didametro hidrodinamico de las particulas en disolucion, [nm].
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2.3. Estudio tedrico de la auto agregacion.

2.3.1. Quimica computacional.

La quimica tedrica puede ser definida como la descripcion matematica de la
quimica a partir de la cual es posible generar un método matematico que al ser
desarrollado con suficiencia puede ser automatizado para ser implementado por
una computadora, dando pauta al origen de la quimica computacional.

La quimica computacional es una herramienta valiosa ya que ofrece la posibilidad
de obtener informacion y caracterizar un sistema quimico complementando
estudios experimentales./”® !

El objetivo principal del estudio de un sistema (molécula) mediante quimica
computacional es determinar las estructuras mas estables de este a partir del
calculo de su energia total. A partir de este analisis es posible obtener informacién
que permite caracterizar un sistema quimico, como:

- Geometria molecular: forma de las moléculas, longitud de enlaces, angulos
y angulos diedros.

- Reactividad quimica: donde se concentran los electrones (nucleofilico) y
hacia donde van (electrofilico), para predecir donde diferentes tipos de
reactivos atacaran a una molécula.

- Espectros de IR, UV, RMN.

- Propiedades fisicas de las sustancias: dependen de las propiedades
individuales de las moléculas y como interactuan en el material.

El calculo de la energia de una molécula puede realizarse mediante distintos
métodos los cuales pueden ser clasificados en dos grupos, los métodos de
mecanica molecular y los métodos de mecanica cuantica.

La finalidad de la aplicacion de la quimica computacional a este trabajo es
simplemente complementar el estudio experimental realizado y no profundizar en
un analisis computacional demasiado extenso y complejo, por lo cual los métodos
mencionados anteriormente seran descritos de forma general y breve.">"

Los métodos de mecanica molecular se basan en un modelo mecanico clasico
simple en el que las moléculas se consideran como un conjunto de atomos en el
espacio unidos entre si mediante enlaces y la energia de la molécula se expresa
como funcion de su resistencia al estiramiento y encogimiento de los enlaces, y se
utiliza esta funcién (ecuacion) de energia para encontrar las longitudes de enlace,
angulos, y angulos diedros que correspondan a la geometria con la menor energia
molecular.

La ventaja de estos calculos es que debido a su fundamento clasico, son muy
rapidos y pueden ser aplicados a sistemas muy grandes, su desventaja es que al
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ser clasicos no resuelven la ecuacién de Schrddinger del sistema por lo cual no
pueden ser aplicados a sistemas en los que se rompan o forman enlaces.

Dentro de sus mas importantes aplicaciones se encuentran: la prediccion de
propiedades y estructuras de biomoléculas, el disefio de nuevos farmacos, la
estimacion de los productos mas estables en sintesis organica asi como disefiar
rutas directas para obtener la molécula objetivo; en dinamica molecular se utiliza
para generar las fuerzas que actuan sobre una molécula y calcular sus
movimientos.

Los métodos de mecanica cuantica se basan en el postulado principal de que
existe una funcién de onda W para cada sistema quimico y que si un operador
apropiado actua sobre esta funcion se obtendra una propiedad observable del
sistema de la siguiente forma: ¥ =eW¥W Donde 9 es un operador y e es el valor
escalar de alguna propiedad del sistema.

Si la propiedad a obtener es el valor de la energia del sistema debe utilizarse el
operador Hamiltoniano, por lo que se obtiene:

HY=E¥Y (2.41)
Donde

Y: Funciéon de onda. La funcion de onda es una descripcion probabilistica del
comportamiento de electrones, puede describir la probabilidad de que los
electrones se localicen en cierto punto, pero no predice el lugar exacto donde se
encuentran.

E: Energia.
H: Operador Hamiltoniano.

La ecuacion 2.41 fue propuesta en 1926 por Erwin Schrédinger para un sistema
multielectrénico y multiatdbmico. La forma tipica del operador Hamiltoniano
considera cinco contribuciones para la energia total del sistema, la energia
cinética de los electrones y el nucleo, la atraccion de los electrones al nucleo, las
repulsiones interelectrénicas y las repulsiones internucleares.

La ecuacion 2.41 ha sido resuelta unicamente para un sistema de un nucleo y un
electrén, para sistemas mas grandes de M nucleos y N electrones es necesario
hacer uso de métodos que den soluciones aproximadas a la ecuaciéon de
Schrodinger que permitan obtener la energia del sistema bajo estudio. Los
métodos de mecanica cuantica abarcan métodos ab initio, métodos semiempiricos
y los métodos de teoria de funcionales de la densidad (Density Functional Theory,
DFT).

Los métodos ab initio del latin “desde el principio” son calculos desarrollados a
partir de principios tedricos sin inclusion de datos experimentales, resuelven la
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ecuacion de Schrddinger para una molécula y proporcionan la energia y la funcion
de onda que es una funcién matematica utilizada para calcular la distribucion de
los electrones (y en teoria describir por completo a la molécula). A partir de la
distribucion electronica se puede calcular la energia total, geometria molecular,
frecuencias vibracionales, espectro, potenciales de ionizacién, y afinidad
electronica; y propiedades como momento dipolar, y en qué zonas la molécula es
mas propensa a ser atacada por nucledfilos o electrdfilos.

Los métodos semi empiricos o semi experimentales son mas rapidos que los
meétodos ab initio porque combinan la quimica tedrica con la experimentacion. Esto
a pesar de ser una ventaja también representa un inconveniente ya que para
realizar los calculos se requieren parametros que se obtienen a partir del ajuste de
los resultados tedricos al experimento o al resultado de un calculo ab initio. Si el
sistema a calcular es similar a los utilizados para parametrizar el método
contenidos en la base de datos los resultados seran buenos y confiables; por el
contrario si la molécula es diferente a las empleadas por la base de datos los
resultados seran muy pobres.

Teoria de funcionales de la densidad (Density Functional Theory, DFT), proviene
de la teoria Thomas-Fermi-Dirac propuesta entre 1920 y 1928 en la cual se
proponia que la energia de un sistema podia obtenerse como funcional de su
densidad electrénica. Esta teoria fue formalizada en 1964 por Hohemberg y Kohn,
quienes propusieron dos teoremas que en resumen establecen que el potencial
externo de un sistema y el numero N de electrones que determinan las
propiedades de su estado fundamental estan determinados por la densidad
electronica p(x,y,z) y que la densidad electronica del estado basal es aquella que
minimiza al funcional de energia. Estos teoremas tienen una aplicacién muy util ya
que la funcion de onda de un sistema de N electrones depende de N variables,
mientras que la densidad electronica solo depende de tres variables lo cual
simplifica los calculos computacionales.’®”!

2.3.2. Estudio de la auto agregacion mediante quimica computacional.

En este trabajo se realizé un analisis tedrico de la posible formacion de agregados
de Casiopeina con el objetivo de completar el analisis experimental.

Se realizd una primera aproximacion a los sistemas bajo estudio mediante un
método semi empirico (PM6), los resultados arrojados fueron posteriormente re
calculados con un método de teoria de funcionales de la densidad (M052X), esto
para obtener propiedades estructurales mas cercanas a las presentadas por los
sistemas analizados experimentalmente. Esta metodologia se adoptd con base en
estudios tedricos previos realizados para las Casiopeinas.!'8 19 82-84]
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Mediante ambos métodos se calcularon en primer lugar las estructuras de las
Casiopeinas lll-Ea y IV-gly. Posteriormente se analizaron las estructuras de los
posibles agregados formados, y se obtuvo informacién acerca de la energia de
formacion y estructura electronica de estos. Estos resultados fueron utilizados
como complemento de las técnicas experimentales descritas anteriormente.
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Capitulo 3. Metodoloqgia.
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3.1. Método experimental.
3.1.1. Preparacion de las disoluciones.

Las Casiopeinas lll-Ea y IV-gly fueron sintetizadas y obtenidas con un 99% de
pureza de acuerdo al procedimiento reportado en la literatura.l'" "2

Las disoluciones para ambas Casiopeinas se prepararon utilizando agua ultrapura
tipo I con una resistividad de 18.1 MQ cm a 25 °C y con contenido de carbono
organico menor a los 5 ug L™.

Los rangos de concentracion de las disoluciones en agua pura fueron de 0.4 a 20
mmol L™ para la Casiopeina IV-gly y de 0.98 a 15 mmol L™ para la Casiopeina IlI-
Ea.

Se prepararon ademas disoluciones en medio amortiguado, esto con el objetivo de
simular un medio fisiolégico. Inicialmente se preparé un medio amortiguado de
acido 4-(2-hidroxietil)-1- piperazinetanosulfénico (CgH1sN20O4S), conocido como
HEPES (Sigma-Aldrich), cuyo peso molecular es 238.30 g mol™, su rango de pH
va de 6.8 a 8.2 y se presenta como un polvo blanco. Este compuesto es un
zwitterion organico perteneciente a la lista de amortiguadores descritos por el
doctor Norman Good, los cuales debido a sus caracteristicas (valor de pKa entre
6.0 y 8.0, alta solubilidad, efecto limitado en reacciones bioquimicas, muy baja
absorbancia en las regiones UV-Visible, estabilidad enzimatica e hidrolitica,
cambios minimos debido a temperatura, efectos limitados debido a iones o sales
presentes en solucion, interaccion limitada con cationes minerales y permeabilidad
limitada en membranas biolégicas) son ideales para la experimentacion en
biologia y bioquimica.®” Debido a que la Casiopeina lI-Ea presenté problemas de
solubilidad en este medio se optd por estudiar esta Casiopeina en otro medio
amortiguado. Se prepard entonces una disolucién de
tris(hidroximetil)aminometano (CH,OH)3H2NC conocido simplemente como TRIS
(Sigma-Aldrich). El cual tiene un peso molecular de 121.14 g mol™, su rango de pH
vade 7 a9, supKa (25 °C) es de 8.1 y se presenta como un polvo blanco.

El medio amortiguado de HEPES se preparé a una concentracion de 0.1 mol L™
utilizando agua ultrapura tipo I con una resistividad de 18.1 MQ cm a 25 °C y con
contenido de carbono organico menor a los 5 ug L™". A continuacion la disolucion
se llevé a un pH = 7.40 + 0.01 agregando pastillas de NaOH con una pureza de
99%. Por otro lado la disolucién de TRIS se prepard a una concentracién de 0.1
mol L™ utilizando agua tipo I con una resistividad de 18.1 MQ cm™ a 25 °C y con
contenido de carbono organico menor a los 5 pg L™ Finalmente se ajusté a un
valor de pH = 7.40 + 0.01 agregando gotas de HCI concentrado.
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Figura 14. Estructura de (titration) (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico).
(HEPES).

OH

HO |/
\"—NHH

J

HO

Figura 15. Estructura de tris(hidroximetil)Jaminometano. (TRIS).

Con el objetivo de fijar la fuerza i6nica de las disoluciones amortiguadoras, se
afiadio gradualmente KCIl a estas, de tal forma que su concentracién en cada
disolucion fuera de 0.1 mol L.

Para garantizar la ausencia de particulas provenientes de la preparacion de los
medios amortiguados, éstos fueron filtrados antes de disolver las Casiopeinas. El
rango de concentracion para las disoluciones amortiguadas fue para la Casiopeina
IV-gly de 2 a 20 mmol L', y de 1 a 15 mmol L™ para la Casiopeina llI-Ea.
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3.1.2. Estudio de las disoluciones.

3.1.2.1. Tension superficial.

El valor de tension superficial se determind por triplicado para el agua ultrapura
tipo 1 y para las disoluciones amortiguadas, con la finalidad de obtener un valor de
referencia. Posteriormente se determiné por triplicado el valor de tensién
superficial para las disoluciones de Casiopeina Ill-Ea y IV-gly en agua pura y
medios amortiguados. A partir de estas determinaciones se obtuvieron valores
promedio que se presentan en la seccion de resultados. Todas las
determinaciones se realizaron a 25 £ 0.1 °C empleando un tensiometro Kriss K8
(Krass, Hamburgo, Alemania) el cual esta basando en el método del anillo de Du
Nouy como fundamento de medicion.

3.1.2.2. Conductimetria.

Se determind por triplicado el valor de la conductividad del agua pura y de los
medios amortiguados. Igualmente se obtuvo el valor de la conductividad de las
disoluciones de Casiopeina en agua pura y medio amortiguado, a partir de estas
mediciones se obtuvieron los valores promedio que se presentan en la seccion de
resultados. Todas las mediciones se realizaron a 25 + 0.1 °C mediante un
conductimetro PC 2700 (Oakton Instruments, Vernon Hills, E. U. A.) con una
constante de celda Keeiga = 1 cm'1, el cual fue calibrado utilizando disoluciones de
KCI con conductividad de 1413 uS, 100 uS y 12.9 mS. Las disoluciones fueron
agitadas durante las determinaciones y después de cada determinacion la celda
fue limpiada con agua tipo I y posteriormente enjuagada con una pequeia
cantidad de la disolucion a medir.

3.1.2.3. Calorimetria de titulacion isotérmica.

Los calores de disociacion para ambas Casiopeinas se determinaron por triplicado
a 25 °C en agua pura y en medios amortiguados. Las mediciones se realizaron
mediante un instrumento VP ITC (Microcal, Northampton, EUA).

Las concentraciones de trabajo elegidas fueron 12.9 mmol L™ para la Casiopeina
lI-Ea en agua pura y de 10.64 mmol L' en medio amortiguado. Mientras que para
la Casiopeina IV-gly se eligid 15 mmol L™ en agua pura y 12.43 mmol L™ en medio
amortiguado.
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La jeringa fue llenada con una de las diferentes disoluciones de Casiopeina
mencionadas y se realizo la titulacion en una celda que contenia unicamente el
medio acuoso en el cual habia sido disuelta la Casiopeina. Esto con el fin de evitar
el desarrollo de un calor adicional debido al desajuste del medio acuoso y el calor
de dilucion correspondiente.

Tanto las disoluciones de Casiopeina como los diferentes medios acuosos fueron
desgasificados en un sonicador durante treinta minutos antes de ser depositadas
en la jeringa y en la celda de reaccion respectivamente. Se realizaron titulaciones
de 5 yL cada 700 s. Las sefales calorimétricas fueron integradas mediante el
software Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, E. U. A.) para obtener el
calor asociado a cada adicién de disolucién de Casiopeina.

3.1.2.4. Espectrofotometria UV-Vis.

La determinacion de la absorbancia del agua pura y de los medios amortiguados,
asi como para las disoluciones de Casiopeina en ambos medios se realizé por
triplicado empleando un espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian, Australia) a
25 + 0.1 °C. La muestra a medir fue depositada en una celda de cuarzo que fue
limpiada con agua tipo I entre la medicion de cada una de las disoluciones vy
posteriormente enjuagada con una pequefia cantidad de la disolucion proxima a
medir.

3.1.2.5. Dispersion de luz estatica.

La dispersion de luz estatica se realizé mediante un equipo Zetasizer yV (Malvern
Instruments, Worcestershire, R. U.) equipado con un laser de 60 mW de He-Ne
que emite a una longitud de onda de 830 nm con un angulo de deteccion de 90°
en una celda de cuarzo equilibrada a una temperatura de 25 + 0.1 °C durante
cinco minutos.

El analisis mediante esta técnica se realizé Unicamente para la Casopeina lll-Ea
disuelta en agua pura. Esto con base en los resultados obtenidos en las técnicas
experimentales previas, las disoluciones se estudiaron a concentraciones por
arriba de la concentracion de agregacion critica. Las muestras fueron filtradas con
un filtro de 220 nm de diametro de poro 48 horas antes de realizar las
determinaciones. Para cada concentracidon se realizaron 10 mediciones con una
duracion de 30 s cada una, con un total de cinco repeticiones

La viscosidad e indice de refraccion para el agua pura fueron de 1.000 cP y 1.330
respectivamente, estos valores fueron provistos por el software Zetasizer V. 7.11,
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mismo con el que se realiz6é el analisis de datos se realizé6 mediante el software
Zetasizer V. 7.11, proporcionado por el fabricante del instrumento

3.2. Meétodo teodrico.

Mediante el método semi empirico PM6 contenido en el software Gaussian09,
se realizd una optimizacidn en la energia de las estructuras de los mondmeros
para ambas Casiopeinas tanto en vacio como en medio acuoso. A partir de los
resultados de optimizacion las estructuras fueron recalculadas en vacio y medio
acuoso empleando la base 6-311G(d, p) y el funcional hibrido M05-2X contenidos
en el mismo software, este funcional permite obtener propiedades estructurales y
electrénicas mas cercanas a las de los sistemas estudiados experimentalmente.®®!
Tanto el método como la base utilizada se eligieron considerando estudios
tedricos previos realizados para algunas Casiopeinas. Para corroborar que los
monémeros calculados fueran acertados, las distancias intermoleculares
obtenidas para ambas Casiopeinas fueron comparadas con las reportadas por
estos estudios.!'® 818!

Una vez obtenidos los monémeros de las Casiopeinas se procedid a estudiar la
posible auto agregacion de cada una. Para realizar este estudio se planted el
agregado mas simple que podria formarse, es decir, un dimero. Se propusieron
distintos posibles arreglos de los dimeros para las dos Casiopeinas estudiadas y
se realizd un calculo de energia total para los sistemas, primero mediante el
meétodo semi empirico PM6 en vacio y medio acuoso. Las estructuras cuyos
valores de energia total fueron minimos se consideraron estables y se re
calcularon utilizando el método M052X y la base 6-311G(d,p) en los medios ya
mencionados.
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Capitulo 4. Resultados y
discusion.
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4.1. Resultados experimentales.

4.1.1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO3; (Casiopeina llI-
Ea).

411.1. Conductimetria

Los resultados del estudio de la conductividad en funcién de la concentracion de
Casiopeina lll-Ea a 25 + 0.1 °C en agua pura y medio amortiguado (0.1 mol L
Tris- HCI, 0.1 mol L' KCI, pH=7.4 + 0.01) se muestran en las figuras 16 y 17.

En la figura 16 se observa que en agua pura la conductividad aumenta de manera
lineal con la concentracion, esta conducta corresponde al de un electrolito en
solucion. Se observa que la pendiente del grafico cambia en el rango de
concentracion de 7.8 a 8.88 mmol L™, lo que ocasiona que el comportamiento de
la conductividad sea descrito por hgdos regiones. La primera corresponde al rango
de concentracion de 0.98 a 7.8 mmol L' y es descrita por la ecuacién
k = 118.78[Casiopeina IIl — Ea] —24.45 con un coeficiente de correlacion
r? = 0.994. La segunda region corresponde al rango de concentracion de 8.88 a
12.90 mmol L y esta definida por la ecuacion
k = 60.21[Casiopeina IIl — Ea] + 393.87, con un coeficiente de correlacion
r’ = 0.943.
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Figura 16. Conductividad en funcion de la concentracién de Casiopeina IlI-Ea en agua pura
a25+01°C

El cambio en el grafico puede explicarse considerando que ninguna reaccién
quimica ha sido favorecida en este proceso y que como se menciono en la seccion
2.2.2.2 cuando ocurre un proceso de auto asociacion la conductividad del
agregado formado presentara un comportamiento distinto a la del mondmero
precursor. Dadas estas condiciones el cambio en la tendencia del grafico en la
figura 16 solo puede ser relacionado con un proceso de auto agregacion.

Por otro lado, en medio amortiguado se aprecia que la conductividad aumenta
también de forma lineal con la concentracién de Casiopeina como sucede con
electrolitos convencionales. Sin embargo, en este grafico no es claro un cambio
trascendental en la pendiente de la recta, lo que significa que en este medio la
técnica de conductimetria no ha sido sensible al proceso de auto asociacion.
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Figura 17. Conductividad en funcién de la concentracién de Casiopeina IlI-Ea en medio
amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCl, 0.1 mol L™ KCl, pH=74, a 25 + 0.1 °C.

4.1.1.2. Calorimetria de titulacion isotérmica.

Las isotermas resultantes del estudio por calorimetria de la Casiopeina lll-Ea a
25 °C en agua pura y medio amortiguado (0.1 mol L™ Tris-HCI, 0.1 mol L™ KClI,
pH=7.4) se muestran en las figuras 18 y 19 respectivamente.

Se observa para ambos casos que cuando se realiza la primera inyeccion al inicio
del experimento el valor de la potencia aplicada por el equipo es mucho mayor que
la potencia aplicada al final del experimento. Esto se debe a que al inicio del
experimento, cuando comienza a adicionarse la disolucion concentrada de
Casiopeina en la celda de reaccion se favorece un proceso de disociacion y la
energia asociada a este proceso provoca una diferencia de temperatura entre las
celdas que debera ser compensado con una potencia proporcional aplicada por el
equipo.

A medida que avanza el experimento, el aumento de la concentracién de
Casiopeina en la celda de reaccién ocasiona que gradualmente el proceso de
disociacion sea desfavorecido y comience a promoverse un proceso de
asociacion, al mismo tiempo la diferencia de temperatura entre las celdas por
efecto del proceso de disociacion disminuye y por consiguiente también lo hace la
potencia aplicada por el equipo, lo cual se ve reflejado en la disminucién paulatina
del tamano de las barras hasta ser practicamente constante.
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Figura 18. Resultado experimental del estudio por calorimetria de titulacion isotérmica
para la Casiopeina Ill-Ea disuelta en agua pura a 12.9 mmol L y titulada en el mismo

medio a 25 °C.
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Figura 19. Resultado experimental del estudio por calorimetria de titulacion isotérmica
para la Casiopeina III-Ea disuelta en medio amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCI, 0.1 mol L™ KC],
pH=7.4, a 10.64 mmol L™ y titulada en el mismo medio a 25 °C.
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En las figuras 20 y 21 se presentan los graficos de la entalpia del proceso de
disociacion en funcién de la concentracion de Casiopeina en la celda de reaccién
en agua pura y medio amortiguado. En ambos graficos los circulos representan los
datos experimentales. Estos datos se analizaron mediante un logaritmo no lineal
de minimos cuadrados iterativo en el cual se propuso el modelo de disociacion
presentado en la ecuacion 2.32 para dimeros, siendo los parametros de ajuste Kj,
AHp y el numero de agregacion n. Este analisis permitié obtener los valores
tedricos que corresponden a la entalpia del proceso de disociacion, que se
presentan en los graficos como una linea continua. Se observa que la tendencia
de la curva tedrica coincide con la experimental, lo cual indica que el modelo
tedrico utilizado es apropiado, con valores de y? (ji-cuadrado) de 0.520 para agua
pura y 0.0114 para medio amortiguado. Los valores resultantes para K, y AHp, a
partir de los cuales se calcularon AG, y ASj, de acuerdo a las ecuaciones 2.25 y
2.26, asi como numero de agregacion n se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros termodindmicos obtenidos a partir del ajuste de los datos calor de
dilucion como funcién de la concentracion para la Casiopeina IlI-Ea a 25 °C.

Casiopeina lll-Ea.
Parametro Agua pura. Medio amortiguado
termodinamico. A p
(0.1 mol L™ Tris-HCI, 0.1 mol L™ KCl,
pH=7.4 + 0.01).

n 2 2

Kp 7.686%107° 1.091x10*
AH), [kJ mol™] 34.36 106.507
AGp, [kJ mol™] 23.47 22.60
ASp [J mol™ K] 37.88 281.55

En los graficos de las figuras 20 y 21 se observa que a medida que la
concentracion de Casiopeina en la celda de reaccion aumenta, el valor de la
entalpia del proceso de disociaciéon disminuye hasta mantenerse constante, este
descenso proporciona una evidencia de que ha ocurrido un proceso de
disociacion. Es notable que con las primeras inyecciones de Casiopeina en la
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celda el valor de la entalpia del proceso de disociacion es ligeramente mayor para
el medio amortiguado, esto puede explicarse si se considera que hay dos tipos de
interacciones presentes, Casiopeina-Casiopeina y Casiopeina-disolvente. Un
mayor valor de entalpia de disociacién para Tris implica que en este medio se
favorece que la interaccion Casiopeina-Casiopeina por encima de la interacciéon
Casiopeina-disolvente, por lo cual se requiere mas energia para disociar el
agregado.

AH [K] mol 1]

Casiopeina Il1I-Ea [mmol L'l]

Figura 20. Calor de dilucion en funcidn de la concentracion de Casiopeina IlI-Ea en agua
pura a 25 °C.

AH [K] mol ™)

2.0

Casiopeina I1I-Ea [mmol L]

Figura 21. Calor de dilucion en funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-Ea en medio
amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCI, 0.1 mol L'*KCl, pH=7.4, a 25 °C.
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4.1.1.3. Tension superficial.

La figuras 22 y 23 muestran los perfiles de la tension superficial como funcién de
la concentracion de Casiopeina Ill-Ea en agua pura y medio amortiguado
(0.1 mol L Tris-HCI, 0.1 mol L' KCI, pH=7.4 + 0.01) respectivamente a
25+ 0.1°C.

En la figura 22 se observa que la tension superficial del agua pura disminuyo de
72 a 545 mN m™ al disolver la Casiopeina en ella; lo que indica que esta
Casiopeina posee actividad superficial. A partir del perfil de la curva es posible
considerar que esta actividad corresponde a la que presenta un tensoactivo tipo III
(figura 7).
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Figura 22. Tension superficial en funcion de la concentracién de Casiopeina IlI-Ea en agua
puraa 25+ 0.1 °C.

En la figura 23 se aprecia que la tensién superficial del medio amortiguado
disminuye de 64.8 a 52.3 mN m™" al agregar Casiopeina, lo que apunta a que en
este medio la Casiopeina también posee actividad superficial. El resultado
obtenido para Tris es interesante porque la tension superficial del medio cae
notablemente al comenzar a agregar la Casiopeina con el comportamiento de un
tensoactivo tipo II, pero al aumentar la concentracion del soluto la tension
superficial aumenta gradualmente adquiriendo el comportamiento de un
tensoactivo tipo 1. Este comportamiento puede explicarse si se considera la
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interaccién entre las moléculas de Casiopeina y del disolvente, cuando la
concentracion de Casiopeina en la disolucion es baja su movilidad es mayor ya
que hay suficiente espacio para que facilmente migre del seno de la disolucion a la
interfase, lo que afecta la tension superficial del disolvente; ahora bien la movilidad
de la Casiopeina comienza a disminuir a medida que la concentracidon de la misma
en la disolucién aumenta ya que hay menos espacio para que la Casiopeina migre
de seno de la disolucién a la interfase, lo cual ocasiona un incremento gradual en
la tension superficial de la disolucion.

Es importante senalar que esta Casiopeina tiene una actividad distinta en cada
medio, al disminuir la tensién superficial en 17.5 unidades en agua puray en 12.5
unidades en medio amortiguado; ademas de esto, los perfiles de los graficos para
ambos medios son diferentes. Las propiedades anteriores indican que el medio
tiene una relacién directa con la movilidad de la Casiopeina Ill-Ea, y por
consiguiente con su comportamiento. El agua es una molécula pequena, lo cual
permite que la Casiopeina se mueva con mayor facilidad del seno de la solucién a
la superficie lo que provocara una caida evidente en el valor de la tensidn
superficial del agua pura. Por otro lado la molécula de Tris al ser mas voluminosa
limita el movimiento de la Casiopeina, por lo cual la caida del valor de tensién
superficial es menor que para el agua pura.
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Figura 23. Tension superficial en funcién de la concentracion de Casiopeina IlI-Ea en medio
amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCl, 0.1 mol L™ KCl, pH=74, a 25 + 0.1 °C.
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4.1.1.4. Absorbancia.

El espectro de absorcion ultravioleta y visible se obtuvo para ambos medios con el
objetivo de determinar la mejor longitud de onda para estudiar la variacion de la
absorbancia con la concentraciéon de Casiopeina, los espectros resultantes se
muestran en las figuras 24 y 25. La longitud de onda obtenida para el agua pura
fue de 593 nm, mientras que para el medio amortiguado (0.1 mol L™ Tris-HCI, 0.1
mol L™ KCI, pH=7.4) fue de 600 nm.
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Figura 24. Espectro de absorbancia de ultravioleta y visible a distintas concentraciones de
Casiopeina IlI-Ea en agua pura a 25 £+ 0.1 °C. [ i) 0.98, ii) 2.93, iii) 4.88, iv) 6.83, v) 7.81, vi)
8.88, vii) 10, viii) 11, ix) 12, x) 13, xi) 14, xii) 15 mmol L™].
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Figura 25. Espectro de absorbancia de ultravioleta y visible a distintas concentraciones de
Casiopeina IlI-Ea en medio amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCl, 0.1 mol L' KCl, pH=7.4, a 25 +
0.1°C. [i) 1, ii) 2, iii) 3, iv) 4, v) 5, vi) 6, vii) 7, viii) 8, ix) 9, x) 10, xi) 11, xii) 12, xiii) 13, xiv) 14,

xv) 15 mmol LY.

Una vez determinados los valores maximos de longitud de onda para ambos
medios se estudid el comportamiento de la absorbancia a estas longitudes de
onda como funcion de la concentracion de Casiopeina, los perfiles se muestran en

las figuras 26 y 27.
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Figura 26. Absorbancia, 593 nm en funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-Ea en

agua puraa 25 + 0.1 °C.
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Figura 27. Absorbancia, 600 nm en funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-Ea en
medio amortiguado 0.1 mol L™ Tris-HCl, 0.1 mol L™*KCl, pH=7.4,a 25 + 0.1 °C.

En la figura 26 se aprecia un cambio en la tendencia del grafico en el rango de
concentracion de Casiopeina de 8.8 a 10 mmol L'. Este cambio permite
diferenciar dos regiones, la primera es descrita por la ecuacion
A = 0.0581[Casiopeina Ill — Ea] —0.0131 'y un coeficiente de correlacion
r? = 0.995, y representa la absorbancia antes de que comience el proceso de auto
asociacion. Puesto que el ancho de la celda utilizada es de 1 cm, el valor del
coeficiente de absortividad molar que corresponde a esta regidén es designado por
la pendiente de la recta, es decir 593 = 58.1 Lmol™*cm™1.

La segunda region representa la absorbancia de la muestra una vez iniciado el
proceso de auto asociacion, es descrita por la ecuacion
A = 0.0731[Casiopeina Ill —Ea] —0.234 'y un coeficiente de correlacion
r?=0988. ElI valor del coeficiente de absortividad molar es

€593 = 73.1L mOl_lcm_l.

Al no haberse observado turbidez en las disoluciones estudiadas, el cambio en el
grafico solo puede atribuirse a un proceso de auto asociacion y a los efectos sobre
la constante dieléctrica efectiva de los agregados formados que modifican los
estados excitados de las moléculas.

En la figura 27 se aprecia que la absorbancia mantiene un incremento
proporcional al aumento de concentracion del monémero de Casiopeina en la
disolucion, el hecho de que la tendencia de este grafico no presenta cambios
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sugiere que mediante esta técnica no se ha detectado un proceso de auto
asociacion en este medio. Este grafico esta descrito por la ecuacion
A = 0.0623[Casiopeina IIl — Ea] + 0.0004 con un coeficiente de correlacion
r2 = 0.999. En este caso el valor del coeficiente de absortividad molar es de
€6004 = 62.3 L mol lcm™1.

4.1.1.5. Dispersion de la luz estatica.

La figura 28 muestra el grafico de la intensidad de la luz dispersada en funcién de
la concentracion de Casiopeina. Es evidente que la intensidad de la luz dispersada
aumenta proporcionalmente con la concentracion de Casiopeina. Esto puede
explicarse considerando lo establecido en la ecuacion de Rayleigh (ecuacion 2.36)
entre mayor sea el tamano de la particula bajo estudio mayor sera la intensidad de
la luz dispersada por ésta. Cuando la concentracién de Casiopeina es pequenia,
las moléculas se encuentran dispersas en el disolvente y con facilidad de
movimiento, por lo que la intensidad de la luz que dispersan es pequefia. A
medida que la concentracién de Casiopeina aumenta se produce una saturacion
de ésta en la disolucion lo que da inicio al proceso de auto asociacion, los
agregados formados son especies con mayor tamafo por lo cual dispersaran la
luz incidente con mayor intensidad. Este cambio se observa a una concentracion
de Casiopeina de 11 mmol L.
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Figura 28. Intensidad de la luz dispersada en funcién de la concentracién de Casiopeina III-
Ea en agua puraa 25 £ 0.1 °C.

A partir de las determinaciones experimentales y la aplicacion de la ecuacién de
Rayleigh que proporciona la intensidad de la luz dispersada en funcion de la
concentracion de Casiopeina en g L, se obtuvo el grafico de Debye que se
presenta en la figura 29.

Este grafico es descrito por la linea recta
K [Casiopeina IIl — Ea]/Rg = —0.0001[Casiopeina IIl — Ea] + 0.0011 con un
coeficiente de correlacion r? = 0.96. La linea punteada corresponde a la curva
obtenida a partir del ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Rayleigh
(ecuacion 2.36).
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Figura 29. Grafico de Debye para la Casiopeina IlI-Ea en agua pura a 25 + 0.1 °C.

El valor de la interseccion cuando el valor de la concentracion de Casiopeina es
cero es de 0.0011, a partir del inverso de esta cantidad se obtuvo que el peso
molecular de la especie estudiada, es decir del agregado, es de 926.4661 g mol™.
Este valor dividido entre 450.92 g mol™ que es el peso molecular de una sola

molécula de Casiopeina llI-Ea arroja el valor de 2.0546 el cual corresponde al
numero de monomeros que conforman el agregado.

La tabla 4 muestra una comparacion de la concentracion de agregacion critica

para esta Casiopeina unicamente en agua pura mediante las técnicas por las que
pudo determinarse este valor.

Tabla 4. Concentracion de agregacion critica de la Casiopeina IlI-Ea en agua pura a 25°C.

Casiopeina llI-Ea en agua pura a 25°C.
Técnica CAC [mmol L]
Conductimetria 8.8
Espectrofotometria 8-10
Dispersion de la luz 11
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Como se explicé en la seccion 2.1, el proceso de auto asociacion de una molécula
anfifilica se da paulatinamente durante un rango de concentracion, por lo tanto es
comun encontrar que los valores para la CAC varien un poco de acuerdo a la
técnica utilizada para su determinacion. Los resultados expuestos en la tabla 4
indican que el rango de concentraciéon en el cual se da el proceso de auto
asociacion para esta Casiopeina esta entre 8 y 11 mmol L
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4.1.2. [Cu(4,4 -dimetil-2,2 -bipiridina)(glicinato)H,O]NO3 (Casiopeina I1V-gly).

4.1.2.1. Conductimetria.

Los graficos de las figuras 30 y 31 muestran el comportamiento de la
conductividad de las disoluciones en agua pura y medio amortiguado (0.1 mol L
HEPES, 0.1 mol L™ KCI, pH=7.4 + 0.01) en funcién de la concentracién de
Casiopeina IV-gly a 25 + 0.1 °C.

En la figura 30 se observa que la conductividad de la Casiopeina disuelta en agua
pura presenta un incremento proporcional a la concentracion de Casiopeina en
ella. Este comportamiento es el esperado para un electrolito en disolucion y es
descrito por la ecuacion k = 89.23[Casiopeina IV — gly] — 20.467 con un coeficiente
de correlacion r? = 0.998. El incremento sin cambio de la conductividad indica que
durante el experimento se ha determinado la conductividad de la misma especie,
lo que sugiere que la auto asociacién de esta Casiopeina en agua pura no se ha
detectado mediante esta técnica
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Figura 30. Conductividad en funcion de la concentracion de Casiopeina IV-gly en agua

puraa 25 £ 0.1 °C.

En la figura 31 se aprecia que el comportamiento de la conductividad de la
disolucién en medio amortiguado presenta un incremento proporcional respecto a
la concentracion de Casiopeina. Este resultado apunta a que durante todo el
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experimento se ha registrado el valor de conductividad de una misma especie
electrolitica presente en la disolucion que es el monémero.
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Figura 31. Conductividad en funcion de la concentracion de Casiopeina IV-gly en medio
amortiguado 0.1 mol L™ HEPES, 0.1 mol L™ KCI, pH=7.4, a 25 + 0.1 °C.

4.1.2.2. Calorimetria de titulacion isotérmica.

Las isotermas resultantes del estudio de la Casiopeina IV-gly en agua pura y
medio amortiguado (0.1 mol L™ HEPES, 0.1 mol L KCI, pH=7.4 + 0.01) se
muestran en las figuras 32 y 33.

En las dos isotermas se observa que al inicio del experimento se registra un mayor
valor de potencia debido a que en la celda se genera un proceso de disociaciéon
acompanado por un cambio de temperatura. Al avanzar el experimento la
concentracion de Casiopeina en la celda aumenta, como consecuencia el equilibro
del proceso tiende hacia la auto asociacion y el potencial que debe ser aplicado
para compensar la diferencia de temperatura entre las celdas disminuye
paulatinamente hasta ser casi constante.
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Figura 32. Resultado experimental del estudio por calorimetria de titulacién isotérmica
para la Casiopeina IV-gly disuelta en agua pura a 15 mmol L™ y titulada en agua en el
mismo medio a 25 C.
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Figura 33. Resultado experimental del estudio por calorimetria de titulacion isotérmica
para la Casiopeina IV-gly disuelta en medio amortiguado 0.1 mol L' HEPES, 0.1 mol L™ KCl,
pH=7.4 a 10.64 mmol L™ y titulada en el mismo medio a 25 °C.
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Las figuras 34 y 35 presentan la entalpia del proceso de disociacién en funcién de
la concentracion de Casiopeina en la celda de reaccion en agua pura y medio
amortiguado. Los circulos representan los datos experimentales y la linea recta los
resultados obtenidos a partir de una optimizacion en los valores de K, AHp y la
estequiometria del equilibrio de formacion de agregados mediante la ecuacion
2.32.

2.0

AH [kJ mol'1]

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0
Casiopeina IV-gly [mmol L'1]

Figura 34. Calor de dilucién en funcién de la concentracion de Casiopeina IV-gly en agua
pura a 25 °C.
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Figura 35. Calor de dilucion en funcion de la concentracion de Casiopeina IV-gly en medio
amortiguado 0.1 mol L HEPES, 0.1 mol L™ KCI, pH=7.4, a 25 °C.
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La entalpia del proceso en ambos medios desciende gradualmente al aumentar la
concentracion de Casiopeina en la celda hasta llegar a un valor constante. Este
comportamiento indica que al inicio del experimento con las primeras inyecciones
se produce un proceso de disociacion, pero al aumentar la cantidad de Casiopeina
se da paso a un proceso de asociacion.

Es importante destacar que en este caso los valores de entalpia del proceso de
disociacion son mayores para el medio amortiguado lo cual significa que como
sucedio con la Casiopeina lllI-Ea, se requiere mas energia en este medio para
separar el agregado ya que la interaccion Casiopeina-Casiopeina es mayor que la
interacciéon Casiopeina-HEPES.

En los dos graficos los circulos representan los datos experimentales, estos datos
también fueron analizados a través de un logaritmo no lineal de minimos
cuadrados iterativo mediante el modelo de disociacion de la ecuacién 2.32
propuesto para dimeros, los valores teoricos para la entalpia del proceso de
disociacion se presentan como una linea continua en los graficos. En estos
graficos se observa que los valores tedricos presentan buena concordancia con
los resultados experimentales, los valores de y? (ji-cuadrado) para agua pura y

medio amortiguado son 3.69x10™ y 1.38x107 respectivamente. A partir del ajuste
realizado, se obtuvieron los valores de AGp, y AS, de acuerdo a las ecuaciones
2.25y 2.26, asi como numero de agregacion n. Los parametros termodinamicos
se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros termodinamicos obtenidos a partir del ajuste de los datos calor de
dilucidon como funcién de la concentracion para la Casiopeina IV-gly a 25 °C.

Casiopeina IV-gly.

Parametro Agua pura. Medio amortiguado
termodinamico. p “
(0.1 mol L""HEPES, 0.1 mol L™ KClI,
pH=7.4 + 0.01).

n 2 2
Kp 1.28x10" 1.29%x10™

AH), [kJ mol™] 6.549 9.83

AGp [kJ mol™] 22.20 22.18

AS, [J mol K] -52.54 -41.44
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Se observa que los valores de AS; son negativos, esto como resultado de que el
valor de AH}, obtenido es muy pequefio, lo cual como se menciond anteriormente
implica que el proceso de auto asociacion para esta Casiopeina es poco
energeético.

4.1.2.3. Tensién superficial.

Los graficos de las figuras 36 y 37 muestran el comportamiento de la tensién
superficial en funcion de la concentracion de Casiopeina en agua pura y medio
amortiguado a 25 £ 0.1 °C.
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Figura 36. Tension superficial en funcién de la concentracion de Casiopeina IV-gly en agua
puraa 25+ 0.1 °C.

En la figura 36 se observa que el valor de la tensién superficial del agua pura
disminuye de 72 a 70.7 mN m™' al afadir Casiopeina, mientras que en medio
amortiguado disminuye de 72.4 a 65.8 mN m™. La caida en el valor de tensién
superficial permite afirmar que la Casiopeina IV-gly posee actividad superficial en
los medios estudiados, sin embargo la diferencia en la disminucion del valor de
tension superficial en cada medio indica que la actividad de la Casiopeina IV-gly
varia segun el medio en el que sea disuelta.

Es importante resaltar que comparada con la Casiopeina lll-Ea, la actividad
superficial de la Casiopeina IV-gly en ambos medios es pequefia.
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Figura 37. Tensidn superficial en funcion de la concentracion de Casiopeina IV-gly en
medio amortiguado 0.1 mol L™ HEPES, 0.1 mol L™ KCl, pH=7.4, a 25 + 0.1 °C.

4.1.2.4. Absorbancia.
De la misma forma que se realizé para la Casiopeina llI-Ea, se determiné el
espectro de absorcién ultravioleta y visible para ambos medios para determinar la

mejor longitud de onda para el estudio. Los resultados fueron 606 nm para agua
pura y 605 para el medio amortiguado y se muestran en las figuras 38 y 39.
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Figura 38. Espectro de absorbancia ultravioleta y visible a distintas concentraciones de
Casiopeina IV-gly en agua pura a 25 + 0.1 °C. [ i) 4.2, ii) 5.2, iii) 6.2, iv) 7.2, v) 8.5, vi) 9.5, vii)
10.5, viii) 11.5, ix) 12.5, x) 13.5, xi) 14.5, xii) 15.5, xiii) 16.5, xiv) 17.5, xv) 18.5, xvi) 19.5, xvii) 20
mmol LY.

Figura 39. Espectro de absorbancia de ultravioleta y visible a distintas concentraciones de
Casiopeina IV-gly en medio 0.1 mol L™ HEPES, 0.1 mol L™ KCI, pH=7.4, a 25 + 0.1 °C. [ i) 2,
i) 4, iii) 6, iv) 8, v) 10, vi) 12, vii) 14, viii) 16, ix) 18, x) 20 mmol L™].
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Una vez establecidas las longitudes de onda para ambos medios se determind el
comportamiento de la absorbancia en funcién de la concentracion de Casiopeina
IV-gly en estos los resultados se presentan en las figuras 40 y 41.
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Figura 40. Absorbancia, 606 nm en funcién de la concentracién de Casiopeina IV-gly en
agua pura.a 25 + 0.1 °C.
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Figura 41. Absorbancia, 605 nm en funcién de la concentracién de Casiopeina IV-gly en
medio amortiguado 0.1 mol L' HEPES, 0.1 mol L™ KCI, pH=7.4, a 25 + 0.1 °C.
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Se observa que en ambos medios la absorbancia presenta un incremento
proporcional a la concentracion de Casiopeina, por lo cual en ambos medios el
comportamiento de la absorbancia puede ser descrito mediante una linea recta.
En el caso del agua pura A = 0.0544[CasiopeinalV — gly] —0.00841 con un
coeficiente de correlacion r? = 0.999, y con un coeficiente de absortividad molar
de £ = 54.4 L mol"tcm™!. En medio amortiguado el comportamiento es descrito por
la ecuacion A = 0.0552[Casiopeina IV —gly] — 0.0106, con un coeficiente de
correlacion r? = 0.999; en este caso el valor del coeficiente de absortividad molar
es ¢ =55.2Lmol lcm™!. No se aprecia algin cambio en la tendencia de los
graficos que pueda ser relacionado con la presencia de una nueva especie en las
disoluciones, lo cual sugiere que el proceso de auto agregacion no ha sido
detectado mediante esta técnica.
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4.2. Analisis teorico.

4.2.1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO3; (Casiopeina llI-
Ea).

La figura 42 muestra la estructura optimizada para el monémero de Casiopeina lllI-
Ea en vacio.

Figura 42. Estructura optimizada en vacio a 25 °C del sistema [Cu(4,7-dimetil-1,10
fenantrolina) (acetilacetonato) H,O]NO; (Casiopeina III-Ea).

Donde:

20000

Los orbitales moleculares HOMO-a (orbital molecular de mayor energia ocupado
por sus siglas en inglés Highest Occupied Molecular Orbital) y LUMO-a (orbital
molecular de menor energia no ocupado, por sus siglas en inglés Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) se presentan en la figura 43 en vacio y 44 en medio
acuoso. Las zonas rojas representan la fase negativa del orbital, mientras que la
fase positiva es atribuida a las zonas verdes.
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Figura 44. Orbitales moleculares en medio acuoso a. HOMO-a. b. LUMO-a.

Se observa una re distribucion de las fases para el orbital HOMO-a cuando la
molécula se estudia en medio acuoso, esto es porque la interaccion con el medio
ocasiona un cambio en el momento dipolar de la Casiopeina, de 8.72 D en vacio
a15.46 D en medio acuoso.

La superficie de energia potencial para esta molécula en vacio se presenta en la
figura 45, las zonas con mayor y menor densidad electrénica estan representadas
en color rojo y azul respectivamente. Se observan dos zonas reactivas, la que
corresponde a la molécula de agua y la que corresponde al contraién, siendo esta
ultima la mas reactiva. En medio acuoso no se observaron cambios cualitativos en
la superficie de energia potencial.
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Figura 45. Superficie de energia potencial en vacio.

De acuerdo a las zonas reactivas observadas para esta Casiopeina, se
propusieron distintas configuraciones para los dimeros, de los cuales solo dos
resultaron energéticamente estables.

En el primer caso (i) las Casiopeinas se aproximaron de forma horizontal, con el
fin de favorecer la interaccion contraion-fenantrolina.

En el segundo caso (ii) las Casiopeinas se aproximaron también de forma
horizontal, pero esta vez buscando la interaccion contraion-agua.

Figura 46. a. Estructura inicial del dimero caso i. b. Estructura final del dimero en vacio.
c. Estructura final del dimero en medio acuoso.
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Figura 47. a. Estructura inicial del dimero caso ii. b. Estructura final del dimero en vacio.
c. Estructura final del dimero en medio acuoso.
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4.2.2. [Cu(4,4"-dimetil-2,2 -bipiridina)(glicinato)H,O]NO3 (Casiopeina I1V-gly).

La estructura optimizada del monédmero de Casiopeina IV-gly en vacio se muestra
en la figura 48 .

Figura 48. Estructura optimizada en vacio del sistema [Cu(4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina)
(glicinato)H,O]NO; (Casiopeina IV-gly).

Los orbitales moleculares HOMO-a y LUMO-a de esta molécula se presentan en
la figura 49 en vacio y 50 en medio acuoso. Las zonas rojas representan la fase
negativa del orbital, mientras que la fase positiva es atribuida a las zonas verdes.

Figura 49. Orbitales moleculares en vacio a. HOMO-a. b. LUMO-a.

Figura 50. Orbitales moleculares en medio acuoso a. HOMO-a. b. LUMO-a.
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Para esta Casiopeina también se observa una re distribucion de fases en el orbital
HOMO-a asociado al cambio en el momento dipolar ocasionado por la interaccion
de la Casiopeina con el medio acuoso, de 12.49 D en vacio a 19.33 D en medio
acuoso.

La superficie de energia potencial para la Casiopeina IV-gly en vacio se presenta
en la figura 51, las zonas con mayor y menor densidad electrénica estan
representadas en color rojo y azul respectivamente. Se observan dos zonas
reactivas, la que corresponde al contraion y la que corresponde al glicinato, no se
observaron cambios cualitativos en medio acuoso.

Figura 51. Superficie de energia potencial en vacio.

Con base en los resultados observados se propusieron distintos arreglos para los
dimeros de esta Casiopeina, de los cuales solo dos presentaron valores minimos
de energia. En el primer caso (i) observado en la figura 52, las Casiopeinas se
aproximaron una horizontal y la otra verticalmente, a fin de propiciar la interaccion
entre los grupos bipiridina y glicinato. En el segundo caso (ii) presentado en la
figura 53, ambas Casiopeinas se aproximaron horizontalmente con el objetivo de
promover la interaccion bipiridina-glicinato y contraidon-agua.
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Figura 52. a. Estructura inicial del dimero caso i. b. Estructura final del dimero en vacio.
c. Estructura final del dimero en medio acuoso.

Figura 53. a. Estructura inicial del dimero caso ii. b. Estructura final del dimero en vacio.
c. Estructura final del dimero en medio acuoso.

83



La tabla 6 muestra una comparaciéon de los resultados obtenidos por ambos
meétodos para la energia total y momento dipolar, donde los valores mas negativos
de energia total representan el sistema mas estable para cada método.

Se observa que para la Casiopeina lll-Ea el dimero propuesto en el caso i
presenta un valor mas pequefio en vacio, sin embargo en medio acuoso el dimero
propuesto en el caso ii presenta un menor valor de energia total, por lo cual este
dimero es el mas estable y el que se esperaria encontrar experimentalmente.

Por otro lado, se observa que para la Casiopeina IV-gly el dimero propuesto en el
caso i tiene un menor valor de energia en vacio y medio acuoso, por lo cual este

es el arreglo que se esperaria observar de manera experimental.

Tabla 6. Comparacion de los valores obtenidos para la energia total y momento dipolar.

PM6 M052-X
Energia Momento dipolar Energia Momento
[u.a] [Debye] [u.a.] dipolar [Debye]
Casiopeina lll-Ea
Monémero

Vacio -0.231 11.155 -2992.822 8.72
Medio -0.275 20.235 -2992.862 15.4589
acuoso

Dimero caso i
Vacio -0.401 29.204 -5985.518 0.0523
Medio -0.356 35.6296 -5985.587 45.6361
acuoso

Dimero caso ii
Vacio -0.431 5.107 -5985.587 4.9386
Medio -0.494 10.170 -5985.575 7.2481
acuoso

Casiopeina IV-gly
Monémero

Vacio -0.233 14.315 -2855.221 12.4979
Medio -0.285 22.881 -2855.266 19.3306
acuoso

Dimero caso i
Vacio -0.451 12.553 -5710.350 12.909
Medio -0.515 8.133 -5710.399 3.040
acuoso

Dimero caso ii
Vacio -0.454 7.732 -5710.364 7.778
Medio -0.518 20.310 -5710.418 13.863
acuoso
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Capitulo 5. Conclusiones y
trabajo a futuro.
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5.1. Conclusiones.

Se estudiaron disoluciones acuosas de dos complejos de cobre, Casiopeina lll-Ea
y Casiopeina IV-gly, que han mostrado ser buenos candidatos para la formulacién
de farmacos anticancerigenos con el objetivo de determinar si estos complejos
pueden llevar a cabo un proceso de auto agregacion y de ser asi, obtener
informacion acerca de la concentracion de agregacion critica, el numero de
agregacion y el peso molecular de los agregados. El estudio se realiz6 mediante
las técnicas de calorimetria de titulacidn isotérmica, conductimetria,
espectrofotometria, dispersion de la luz estatica y tensidn superficial.

Al estudiar la Casiopeina llI-Ea se encontro que este complejo posee actividad
superficial en los dos medios utilizados, al disminuir la tension superficial de 72 a
54.5 mN m™ en agua pura y de 64.8 a 52.3 mN m™ en el medio amortiguado con
TRIS.

En el estudio por conductimetria de esta molécula se observé en ambos medios el
comportamiento usual de los electrolitos, la conductividad aumenta de manera
proporcional a la concentracion de Casiopeina. Se observd que en agua pura el
comportamiento de la conductividad es descrito por dos regiones, esto ocasionado
por un cambio en la pendiente que indica la formacion de agregados. A partir de
este cambio se determin6 que el valor de la concentracién de agregacion critica es
de 8.8 mmol L. En el medio amortiguado con TRIS no se observaron indicios de
la formacion de agregados.

El estudio por espectrofotometria para ambos medios dio como resultado un
grafico donde se observa que la absorbancia aumenta proporcionalmente con la
concentracion. No obstante en agua pura se observd un cambio de tendencia en
el grafico, por lo cual para este medio la absorbancia es definida por dos regiones
a partir de las cuales se determind que el valor de la concentracién de agregacion
critica se encuentra en el rango de 8 a 10 mmol L™.

Mediante el estudio por dispersion estatica de la luz de esta Casiopeina en agua
pura se obtuvo la intensidad de la luz dispersada en funcién de la concentracion
de esta molécula. En este grafico se observa que cuando la concentracion es de
11 mmol L™ la intensidad de la luz dispersada aumenta, lo cual indica que a partir
de esta concentracion existe una nueva especie mas grande y de mayor peso
molecular. A partir de esta informacion se obtuvo el grafico de Debye, mediante el
cual se determind que el peso molecular del agregado formado es de
926.46 gmol™, lo cual corresponde a 2 veces el peso molecular de una molécula
de Casiopeina lll-Ea.

El estudio por calorimetria de titulacion isotérmica para ambos medios originé la
isoterma caracteristica para un proceso de disociacién, lo cual corrobora que esta
Casiopeina posee la capacidad de auto asociarse. A partir del ajuste de los
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resultados experimentales a un modelo de dimeros se obtuvieron los siguientes
parametros termodinamicos correspondientes al proceso de auto asociacion

K, 7.686x10° en agua pura y 1.091x10* en medio amortiguado, AH,, 34.26 y
106.507 kJ mol™ en agua pura y medio amortiguado respectivamente, AG,, 23.47
kJ mol" en agua pura y 22.60 kJ mol’ en medio amortiguado. Finalmente
AS;, 37.88 J mol™ K™ en agua pura 'y 281.55 J mol™ K™ en medio amortiguado.

El estudio por tension superficial de la Casiopeina IV-gly mostré que este
compuesto posee actividad superficial, al disminuir la tension superficial de 72 a
70.7 mN m™ en agua pura y de 72.4 a 65.8 mN m™ en medio amortiguado con
HEPES.

A partir del estudio de esta Casiopeina por conductimetria y espectrofotometria no
se observaron cambios en los graficos que pudieran ser considerados como
indicadores de la formacion de agregados, por lo cual no se realizé el estudio por
dispersion estatica de la luz. Sin embargo, el estudio por calorimetria dio como
resultado la isoterma propia de un proceso de disociacion. Los resultados
experimentales fueron ajustados a un modelo de dimeros, a partir del cual se

obtuvieron como parametros termodinamicos K, 1.28x10* en agua pura y

1.29%10* en medio amortiguado, AH,, 6.549 kJ mol™ en agua pura y 9.83 kJ mol
en medio amortiguado, AGp 22.20 kdJ mol™ y
22.18 kJ mol™ respectivamente en agua pura y medio amortiguado, AS, -52.54
J mol" K en agua pura y -41.44 J mol” K™ en amortiguado.

El mecanismo exacto mediante el cual las Casiopeinas llevan a cabo el proceso
de auto agregacion es desconocido. Sin embargo, se realizé un analisis tedrico de
las moléculas y sus agregados basado en un modelo de dimeros. A partir del cual
se propusieron las posibles estructuras en las cuales estos complejos podrian
asociarse.

5.2. Trabajo a futuro.

El estudio por las técnicas de calorimetria, espectrofotometria y tensién superficial
no mostraron sensibilidad a la presencia de agregados tanto para la Casiopeina
[lI-Ea en medio amortiguado como para la Casiopeina IV-gly en los dos medios
elegidos, por esta razén no se realizo el estudio por dispersion estatica de la luz
para éstos. No obstante, a partir del estudio por calorimetria se obtuvieron las
isotermas propias de un proceso de disociacion a partir de las cuales se
obtuvieron algunos parametros termodinamicos del proceso de asociacion, po lo
cual es importante realizar el estudio de dispersion estatica de la luz para
complementar la caracterizacion del proceso.
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De manera tedrica se propusieron los dimeros mas probables a formarse de
acuerdo a su valor de energia, para verificar estos resultados es conveniente
realizar un analisis de dispersion dinamica de la luz para ambas Casiopeinas a fin
de obtener el radio hidrodinamico de los agregados y compararlo con las
distancias obtenidas para los dimeros propuestos tedricamente.

Dado que se encontré que el comportamiento auto asociativo de las Casiopeinas
varia segun el medio en el cual sean disueltas y considerando que el objetivo
primordial es proponer y caracterizar farmacos anti cancerigenos a partir de estas
moléculas, es importante realizar un analisis tedrico experimental con otros
medios fisiolégicos a fin de conseguir una caracterizacion completa del
comportamiento de las Casiopeinas.
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Comparacion de las distancias intermoleculares obtenidas con las reportadas.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H,O]NO3
(Casiopeina lllI-Ea).

Q

Apéndice.

Distancia Distancia
Enlace reportada [A] | obtenida [A]
Cu-N1 1.919 2.02505
Cu-N2 1.944 2.0249
Cu-01 1.852 1.918
Cu-02 1.790 1.918
Cu-Ow 2.335 2.248
N1-Cu-N2 84.342 81.316
N1-Cu-O1 169.124 171.915
N1-Cu-02 89.072 92.293
N1-Cu-Ow 97.276 93.75
N2-Cu-0O1 92177 92.296
N2-Cu-02 170.445 171.923
N2-Cu-Ow 92.472 93.807
01-Cu-Ow 93.158 91.606
02-Cu-Ow 95.229 91.526
01-Cu-02 93.035 93.615

[18, 81- 83]

97



Distancia Distancia
Enlace reportada [A] | obtenida [A]
Cu-N1 2.0339 2.023
Cu-N2 2.0164 2.0017
Cu-N3 2.0652 2.0482
Cu-01 1.9017 1.9008
Cu-O1w 2.2980 2.283
N1-Cu-N2 80.494 80.76
N1-Cu-N3 102.431 102.862
N1-Cu-O1 173.175 173.247
N1-Cu-O1w 99.332 99.854
N2-Cu-N3 165.179 170.635
N2-Cu-0O1 92.819 92.53
N2-Cu-O1w 105.352 100.139
N3-Cu-0O1 84.383 83.885
N3-Cu-O1w 88.626 87.831
0O1-Cu-O1w 81.036 80.479

[Cu(4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina)(glicinato)H,O]NO3 (Casiopeina IV-gly).
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