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ABSTRACT

Este proyecto de investigaciéon tiene por objeto el disefio, sintesis y caracterizacion de
receptores macrociclicos para una coordinaciéon adecuada de ciertos centros metalicos de
entornos coordinativos. Estos receptores fueron preparados por ciclocondensacion de la
correspondiente dicarbonilo y el precursor de la diamina y posteriormente funcionalizados
con grupos amida, ureas y tioureas... con aplicabilidad en el reconocimiento aniénico. Estos
estudios son de interés en los campos biologicos, quimicos y ambientales. La caracterizacion
de los complejos metalicos macrociclicos y sus receptores se realiz6 mediante técnicas de:
analisis elemental; conductividad, espectrometria de masas (EI), espectroscopia vibracional
(IR), espectroscopia de RMN ('H, C). Una vez sintetizados los correspondientes complejos
metalicos y realizados los estudios de sus estructuras en estado soélido y en solucién, asf como
sus propiedades, se analizaron sus actividades biolégicas. En particular, se estudio la posible
actividad catalasa de los compuestos sintetizados, realizando mediciones de la actividad

enzimatica zz vitro donde se cuantific6 con el kit AmplexRed® fluorescente.



ABSTRACT

Este proxecto de investigaciéon ten por obxectivo o desefio, sintese e caracterizacion de
receptores macrociclicos para a axeitada coordinacién de certos centros metalicos de
entornos coordinativos. Estes receptores foron preparados por ciclocondensaciéon do
correspondiente dicarbonilo e o precursor da diamina e posteriormente funcionalizados con
grupos amida, ureas e tioureas... con aplicabilidade no recofiecemento aniénico. Este tipo de
estudos son de interese nos campos bioléxicos, quimicos e ambientais. A caracterizacién dos
complexos metalicos macrociclicos e os seus receptores realizouse mediante as técnicas de:
analisise elemental; mediciéons de conductividade, espectrometria de masas (EI),
espectroscopia vibracional (IR), espectroscopia de RMN (‘H, "°C). Unha vez sintetizados os
correspondentes complexos metalicos e realizados os estudos das stas estructuras no estado
solido e en disolucion, asi como as stas propiedades, analizaronse as actividades bioléxicas.
En particular, estudouse a posible actividade catalasa dos compostos sintetizados, realizando
mediciéns da actividade enzimatica zz wifro onde se cuantificou co kit AmplexRed®

fluorescente.



ABSTRACT

This research project is aimed at the design, synthesis and characterization of macrocyclic
receptors for adequate coordination of certain metal centers in coordinative environments.
These receptors were prepared by cyclocondensation of the corresponding dicarbonyl and
diamine precursors, and subsequently functionalized with pendant- arms containing amide
groups, ureas, thioureas ... with applicability in the anionic recognition. These kind of studies
are of interest not only in the chemical but also in the biological and environmental fields.
The characterization of the macrocyclic metal complexes and their receptors was performed
using different techniques: elemental analysis; conductivity measurements, mass
spectrometry (EI), vibrational spectroscopy (IR), NMR spectroscopy (‘H, "C). Once
synthesized corresponding metal complexes, and studied their structures in solid state and in
solution, as well as their properties, their biological activity was analyzed. In particular, we
have studied the possible "catalase-like" activity of the synthesized compounds performing

measurements of enzyme activity in vitro with fluorescent AmplexRed® kit was quantified.






1. PARTE TEORICA






1.1 Antecedentes

La quimica de los compuestos macrociclicos es una de las areas de investigacién mas
importantes de la Quimica Inorganica. La preparacién y caracterizacion de los complejos con
este tipo de ligandos macrocicliclos ha dado lugar a una importante area de investigacioén en

la Quimica Inorganica en las dltimas décadas.

Una definicién de “macrociclo” setia: #na molécula ciclica con tres o mds dtomos dadores en la que el

anillo es de por lo menos nueve miembros.'

Los ligandos macrociclicos estan ampliamente implicados en sistemas biol6égicos de gran
importancia, ademas de su funcién de transporte, participan en procesos como la fotosintesis
y el transporte de oxigeno en mamiferos o en otros sistemas respiratorios. Otro tipo de
macrociclos son los antibiéticos ionoféricos, que se encargan de transportar iones sodio y

potasio a través de las membranas celulares.

La posibilidad de usar macrociclos sintéticos como modelo para sistemas biologicos provocod
un gran interés en este tipo compuestos. El estudio de los complejos, al principio mediante
derivados naturales y después a través de sistemas modelo, permitié establecer el papel que
juega el ion metalico en estos compuestos y estudiar algunas propiedades de tipo cinético,
termodinamico, espectroscopico y electroquimico asociadas con la formaciéon de dichos

complejos.
Los macrociclos sintéticos son habitualmente usados como:

o Trazadores de contaminantes organicos en la Quimica Ambiental

o Como marcadores bioldgicos en la eliminacion de metales pesados 7 vivo y para la
introduccion de radioisétopos en la destruccion selectiva de tejidos cancerosos®
o En la metalurgia de los lantanidos ya que son muy buenos agentes selectivos en la

extraccion de iones metalicos

o En la sintesis de materiales cromatograficos, etc.

1.2 Objetivos
El objetivo de este trabajo es la sintesis y caracterizacion de nuevos ligandos azamacrociclicos
trans-disustituidos con pendant-arms (brazos colgantes) manteniendo el esqueleto macrociclico

(y por lo tanto el tamafio del anillo macrociclico) para en un posterior estudio comparar su



capacidad de complejacién frente a iones metalicos. Las modificaciones en los brazos
colgantes, afiaden nuevos atomos dadores con la finalidad de wvariar las capacidades
coordinativas y selectivas del ligando.

La introduccion de grupos pendant-arms confiere al ligando una mayor capacidad encapsulante

y por lo tanto supondria un aumento de la estabilidad de los complejos metalicos formados.
= | = | 05N X :J |
\ \ LAy
NH  HN NH NT NN N
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Fig 1.6: Ligandos L', L* y 17 respectivamente

C

A partir de los macrociclos #ans-disustituidos se realizaron las correspondientes reacciones
de complejacién con metales de transicién y postransicion, con el fin de analizar la capacidad

coordinativa de estos ligandos, frente a distintos iones metalicos.

1.3 Plan de trabajo

o Sintesis y caracterizacién del precursor 2, 6-diformilpiridina a partir de este esquema

= | =
- SeO2 -
N Dioxano | N |
OH OH 0 0

o Sintesis y caracterizacion del ligando macrociclico L' a partir de este esquema

& | = |
| Sy 1.BaCl,, MeOH N
0 5 2. NaBH,, 0°C NH HN
+ - [ j
3. HBr 48%, MeOH NH HN L1
N
| -
kl))

sintético:

sintético:

HN NH5 4. H50, NaOH

. Sintesis y caracterizaciéon del ligando macrociclico I” a partir de este esquema

sintético:



| =
T
N \N
[NH NH] H20, HCOH [N> <N
- = J
NH NH N N
» b
= Lt =
o Sintesis y caracterizacién del compuesto macrociclico 1.’ a partir de este esquema
sintético:
S
N “-‘
-~
[N> <N j CHaCN, Mel N
— () ()
N N SN
N kLJ/
| -
P L2
. Sintesis y caracterizaciéon del ligando macrociclico L' a partir de este esquema
sintético:
= | = |
N \N
N -
N N NaOH 3M NH N
{ ~ L ]
N N ~N NH
» 5
7%, =
. Sintesis y caracterizacién del ligando macrociclico I°(X=0) yL°(X=S) a partir de este

esquema sintético:
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. Sintesis y caracterizacién de los complejos metalicos I.” y LS, por reaccién con los
tetrafluroboratos de Cu(Il), Ni(II) y Zn(II) y con el perclorato de Co(II) de acuerdo con el

siguiente esquema sintético:
MZ,,.mH,0 MLY(BF ),

M= Ni, Co, Zn o Cu Col¥(ClOy)s
l\lj) \I \©\ 7=BF 0 CIO; (v=5086)

La caracterizacion se ha llevado a cabo con las siguientes técnicas instrumentales:

(X=008S)

o Analisis elemental.
. Espectroscopia IR.
. Espectrometria de masas.

. Espectroscopia RMN de 'H-y RMN de "C.

1.4 Caracteristicas de los ligandos macrociclicos

1.4.17  La cavidad macrociclica

El tamafio de la cavidad interna del ligando sera un factor determinante cuando interacciona
y se coordina con el atomo metalico. Se trata de un parametro estructural que influye de
forma notable en las propiedades que tendran los complejos que se forman asi como su

selectividad.
El tamafio de la cavidad viene determinado por el numero de atomos del anillo macrociclo:

n = 3, anillos pequefios; n= 5-7, anillos normales; n= 8-11, anillos medios; n >12, anillos

grandes.

De esta manera los macrociclos cuya cavidad sea grande tendra preferencia para coordinarse
con cationes de mayor tamafio, o bien daran cabida a mas de un atomo en su interior. En el
caso contrario, los macrociclos mas pequefios tendran preferencia por atomos de menor

envergadura.
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Los atomos dadores aparecen en los ligandos macrociclicos normalmente de forma
espaciada, de tal manera que cuando éstos se coordinan se forman anillos quelato de cinco,
seis e incluso de siete miembros. Asi, un macrociclo con tres atomos dadores presentara
cavidades de entre nueve y trece miembros; uno con cuatro estara constituido por entre doce

y diecisiete; y uno de seis entre dieciocho y veinticinco miembros.

En ocasiones, los anillos pueden expandirse o contraerse como consecuencia de la
coordinacién con iones metalicos cuyos radios son mayores o menores que el tamafio natural
del hueco del macrociclo’. Si el metal es demasiado grande para la cavidad central, puede
tener lugar un desplazamiento del metal fuera del plano de los atomos dadores del anillo.
Pero si el metal fuese mas pequefio que la cavidad central, el atomo metalico tiende a
acomodarse provocando un plegamiento del macrociclo, de forma que la conformacion del
ligando libre es totalmente diferente a la del ligando coordinado®. Otra posibilidad setia la

formacion de complejos dinucleares’.

La compatibilidad de la cavidad central con el atomo metalico se reflejara en sus propiedades
y con los requisitos tanto estéricos como electronicos del metal. Cuando no existe

concordancia entre la cavidad y el metal pueden surgir propiedades inusuales.

Los complejos macrociclicos pueden contener al metal en un estado de oxidacién poco
habitual. Existe una gran tendencia de los anillos macrociclicos pequefios a estabilizar estados

de oxidacién elevados para un metal dado.

La existencia de insaturaciones influye en el tamafo del hueco macrociclico ya que se produce
una pérdida de flexibilidad, restringiéndose los modos de coordinacién posibles. Esto suele

ir ligado a un aumento de la selectividad.

1.4.2  Elefecto macrociclico

Este término hace referencia a una estabilidad adicional (cinética®” y termodindmica) que
presentan los complejos de ligandos ciclicos respecto a los complejos analogos de cadena
abierta.

La pre-organizacion del ligando macrociclico favorece la formaciéon del complejo, mientras
que en el caso del ligando aciclico debe someterse a un reordenamiento estérico previo a la
coordinacion. Sin embargo, no existe una tnica razén que explique este hecho, aunque el

motivo tiene su origen en efectos entilpicos® y entrépicos’.
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Fijandonos en el efecto cinético, se ha encontrado que la velocidad de complejacion y
disociacién de muchos ligandos macrociclicos es mas lenta que la de sus ligandos analogos
de cadena abierta. Esto se debe a que al no poseer extremos, la salida de un ligando
macrociclico de la esfera de coordinacién del metal es mas dificil que la de un ligando de

cadena abierta analogo.

1.4.3  Clasificacion
1.4.3.1 Tipos de dtomos dadores. Teoria de Pearson.

Los ligandos macrociclicos se unen a los iones metalicos a través de atomos dadores.

Entre los diferentes heterodtomos que un sistema macrociclico puede tener son O, N, S, P
y As. De manera, que en funcién del heteroatomo que tenga el macrociclo podra aumentar

la selectividad del ligando a coordinarse a un cierto tipo de sustrato metalico.

Asi, en primer lugar nos encontramos a lo ligandos que contienen fundamentalmente N, S,
Py As como atomos dadores, que presentan mayor afinidad por los metales de transicion y
otros iones de metales pesados. En segundo lugar, tenemos los ligandos que presentan O
como atomos dadores y presentan mayor afinidad por los iones de metales alcalinos, alcalino-

térreos y por los iones trivalentes de los lantanidos.

Esta clasificacion estd relacionada con el concepto 4acido-base/duro-blando de R.G.

Pearson'.
1.4.3.2 Tamarnio de los atomos dadores

La naturaleza de los atomos dadores afecta al tamafio de la cavidad macrociclica. Se espera
que el cambio de un atomo dador pequefio por uno de mayor tamafo, (por ejemplo, el
cambio de N por S) provoque una disminuciéon de tamafio del hueco disponible para el i6n

metalico.
1.4.3.3 Hibridacion de los datomos dadores

La hibridacién del atomo dador es otro de los factores que influye en el tamafio del hueco
del anillo macrociclico. Por ejemplo, cuando se sustituye un atomo dador de tipo amina (sp”)
por uno de tipo imina (sp”) la cavidad del anillo tiende a disminuir debido a que se reduce la

distancia entre los dtomos dadores contiguos. Puesto que los hibridos sp® son menos
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voluminosos que los sp’, el solapamiento con el orbital sp’ del metal conduce a una

disminucién de la longitud de enlace metal-N.
1.4.3.4 Insaturaciones en sistemas macrociclicos

La presencia de insaturaciones en los ligandos macrociclicos tiene influencia estérica y/o
electrénica en la naturaleza del anillo. Por lo tanto, se puede producir una pérdida de
flexibilidad del sistema, que puede dar lugar a una restriccion en el nimero de modos de
coordinaciéon posibles y una reduccién de las posibles vias de disociacién del ligando,

aumentado la estabilidad del macrociclo.

11,12

Se han podido sintetizar sistemas con alto grado de insaturacion ', como por ejemplo los

sistemas aromaticos de tipo Hiickel que contienen (4n+2) electrones p, como las porfirinas.
1.4.3.5 Efecto del anion

El anién puede influir en la estructura del complejo dependiendo de su capacidad
coordinativa al i6n metalico. Por ejemplo, en algunos casos se produce una variacion de la
posicion del cation al ser empujado este fuera de la cavidad debido a una interaccién con un

anion fuertemente quelante.

1.5 Sintesis de ligandos macrociclicos

La sintesis de un macrociclo se puede realizar a partir de una cadena o de un grupo lineal de
fragmentos. El paso mas importante consiste en la conexion de los extremos de la cadena,
lo que puede ocurrir dentro de la misma cadena o bien ser el resultado del ensamblaje i situ

de unidades bifuncionales.
Hay diversas formas de obtener ligandos macrociclicos:

a) Ciclacion simple.
b) Ciclacion conjunta con otra molécula, también conocida como cierre o captura.

¢) Condensacion de dos o cuatro unidades, que pueden ser idénticas o diferentes.
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Fig. 1.3: Sintesis de ligandos.

La sintesis de ligandos de gran tamano fue un problema durante muchos afios dado que la
reaccion de ciclacion es entrépicamente desfavorable, debido a la baja probabilidad de que
dos partes terminales de la misma cadena se encuentren para formar una molécula ciclica.
En general, el proceso de condensacién intermolecular para dar lugar a productos de

policondensacion (oligbmeros y/o polimeros) es mucho mas favorable.

De tal modo que para sintetizar un ligando macrociclico dado sera necesario favorecer la

reaccion de ciclacion frente a la de policondensacion.

Macrociclo (ciclacion)

Fig. 1.3: Reaccion de ciclacion.

Los procedimientos de sintesis de ligandos macrociclicos son muchos y muy variados. Sin

embargo, se pueden dividir en dos grandes grupos: “Sintesis directa” y “Sintesis zemplate”.
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1.5.1  Sintesis directa

En este tipo de sintesis el proceso de ciclacion sigue una reacciéon organica convencional y
no depende de la influencia directa de ningin i6n metalico. La sintesis directa implica la
reaccién en concentraciones equimolares de los reactivos requeridos que incorporan los
fragmentos precisos para formar el macrociclo deseado. Para minimizar la competencia de
las reacciones de policondensacion, en estas sintesis es habitual realizarlas en condiciones de
alta dilucién® o bien, utilizando un soporte polimerico que ponga en contacto ambos

reactivos al mismo tiempo y los inmovilice favoreciendo la ciclacion'.

Ademas de las reacciones de policondensacion, otra de las dificultades que derivan de la
preparaciéon de macrociclos libres es que, tras la sintesis, se pueden obtener mezclas de un
elevado numero de isémeros. Por esto, es habitual la introduccion de grupos rigidos (anillos
aromaticos) que disminuyan las posibilidades de rotaciéon de la cadena y signifiquen una

pérdida de entropia'® del sistema facilitando la ciclacién.

Las condiciones en las que se lleva a cabo la sintesis influyen tanto en el rendimiento de la
reaccion como en la naturaleza del producto obtenido. Factores tales como la pureza del

16

disolvente o el impedimento estérico” pueden forzar la formaciéon de un determinado

macrociclo distinto al esperado inicialmente.
1.5.1.1 Bases de Schiff

El nombre de base de Schiff'” hace referencia a la reaccién organica que las origina. Son
compuestos que contienen un grupo imino o azometina y se forma mediante la condensacion
de una amina primaria con un carbonilo activo que procede de un aldehido o cetona. El

proceso consta de las siguientes etapas:

1 Adiciéon nucledfila del grupo amino al carbonilo.

2 Transferencia protonica.

3 Formacién del enlace iminico.

4 Pérdida de un protén que conduce a la formacion de la base de Schiff y una molécula
de agua.
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Fig. 1.3.1.1: Mecanismo de formacion de las bases de Schiff

En la sintesis de ligandos macrociclicos bases de Schiff a partir de precursores dicarbonilicos
y diaminicos, pueden obtenerse diversos productos de condensaciéon segun el nimero de
subunidades que entren a formar parte del ligando macrociclico. Los mas habituales son los

macrociclos con estequiometrias [1+1] y [2+2].

-
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7 — [
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Fig. 1.3.1.1: Productos de condensacion en sintesis de ligandos macrociclos bases de Schiff.

La autocondensacion de los precursores, carbonilicos apropiados con poliaminas adecuadas
permite sintetizar ligandos macrociclos tipo base de Schiff con estructuras que van desde la
simple planaridad hasta la formacién de estructuras tridimensionales. Se sintetizaron

numerosos complejos con ligandos de este tipo, tanto mono como polinucleares'®.
1.5.2  Sintesis template o plantilla

Este método de sintesis consiste en realizar el proceso de ciclacién en presencia de un 16n
metalico. La sinteis zemplate implica la aproximacion iz situ de los fragmentos que componen
el macrociclo en presencia de un cation metalico que actia como “plantilla” en la formacion
del ligando. Se dice que el sustrato metalico es un agente template y a su influencia en el curso

de la reaccién se le denomina efecto metdlico template"
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La presencia del i6n metalico es favorable por factores como:

o Configuracién electrénica.

° Tamafio de la cavidad macrociclica.

° Tamafo del i6n metalico.

o Numero y naturaleza de atomos dadores.

° Posibles conformaciones en el macrociclo coordinado

Segtin Thompson y Busch® el sustrato metilico puede desempefiar dos efectos cuando actia

como agente template:

. Efecto termodinamico femplate: el i6n metalico secuestra al producto ciclico
desplazando el equilibrio de la reaccion hacia la formacién del macrociclo bajo la forma del
complejo metalico.

o Efecto cinético femplate: el cation metalico puede dirigir el curso estérico de la

reaccion.

La esfera de coordinacién del metal sirve de punto de encuentro, manteniendo los grupos
reactivos en la posiciéon adecuada para que se origine una reaccion estéricamente muy

selectiva.

Si la ciclacion es llevada a cabo por el método femplate, tanto la eleccion del metal como el
tamano de la cavidad macrociclica pueden ser decisivos a la hora de determinar cual de los
dos efectos sera el predominante. Los metales de transicién no son por lo general agentes

template efectivos en la sintesis de macrociclos de gran tamano.

Fig. 1.3.2: Sintesis de macrociclos de gran tamaro

Cuando se obtiene el complejo por este método, es posible realizar algun tipo de reaccion

sobre el anillo. Se puede realizar reacciones de desmetalaciéon que son inducidas bien por la
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adicion de un ligando que compita fuertemente por el metal o, en casos excepcionales, si el
16n  ftemplate esta débilmente, coordinado disolviendo el complejo en un disolvente
coordinante en el que el macrociclo tenga una baja solubilidad. Ademas, se pueden realizar
reacciones de desmetalacion reductivas en el caso de los complejos macrociclicos bases de
Schiff, en donde se reduce el grupo imina a amina. También es posible transmetalar

directamente.

El efecto template descubierto mas recientemente es el inducido por el uso de aniones. Se

utilizan para la obtencién de rotaxanos.

1.6 Los metales

Los metales utilizados en la sintesis de los complejos que se presentan en este proyecto son
metales de transicion y postransicion, concretamente se usaron los siguiente metales: Co, Ni,

CuyZn.
1.6.1  Metales de transicion

Mendeleev (1875) fue el primer autor que hizo referencia a los metales de transicién, donde
en sus estudios de periodicidad mencionaba este grupo de elementos que posefan

propiedades transicionales.

La coordinaciéon entre los iones metalicos con los ligandos macrociclicos puede ser
complicada. St hay una serie de factores que afectan a la coordinaciéon geométrica, al nimero

de coordinacién y, como resultado, a la estabilidad termodinamica:

. Para el i6n metalico: radio i6nico, geometria, preferencias donadoras.
o Para el ligando: tamano de la cavidad macrociclica, anillo quelato, tipo de atomo

dador y su localizacion en el anillo.

1.6.1.1 Preferencias del atomo dador

En general, los iones de los metales de transicion y post-transicion en estado de oxidacion
+11, suelen presentan mayor afinidad por los atomo de N, seguido por el atomo de S y por
tltimo el 4tomo de O (N>S>O0). Se puede explicar utilizando la teoria de Pearson® (duro-

blando/4cido-base).
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1.6.1.2° Quimica bioinorginica de los metales de transicion y post-transicionales.

Los metales de transicion con los que se trabaja en este proyecto (Co, Ni, Cu o Zn) son de
gran importancia para el metabolismo de muchos organismos, por eso se trataran los
aspectos de cada uno de ellos en los siguientes apartados.

1.6.1.2.1 Cobalto

Los estados de oxidaciéon mas habituales del Co son: +1I y +1II y ambos son importantes
desde el punto de vista biolégico. Los complejos de Co(Il) suelen ser octaédricos de alto

espin, mientras que los de Co(Ill) son octaédricos de bajo espin y diamagnéticos.

Desde el punto de vista biolégico el Co, es un elemento muy importante ya que forma parte
del centro activo de un gran nimero de enzimas, que pueden ser derivadas de la vitamina By,
o no. La vitamina By, es un compuesto que presenta una funcién bioldgica importante,
basada en la rotura del enlace Co-C. Ademais de dicha funcién, esta vitamina es interesante
porque en su centro activo contiene estructuras macrociclicas como el anillo de corrina.
Algunas enzimas relevantes que contienen este metal son: Metilmalonil-CoA Mutasa®;
Glutamato mutasa® (enzimas dependientes del coenzima Biz); Metionina aminopeptidasa™

(enzima no dependiente del coenzima By»).
1.6.1.2.2 Niguel

Presenta diversos estados de oxidaciéon que van desde 0 hasta +1V, siendo el +1I el mas
habitual. Los complejos de Ni (II) tienen tendencia a formar complejos octaédricos, aunque
también se conocen complejos con indice de coordinacién 5 (bipiramide trigonal o piramide
de base cuadrada) y complejos con indice de coordinaciéon 4 (geometria plano cuadrada

normalmente, ademas son de espin bajo).

Existen numerosas enzimas que contienen Ni en sus centro activos, por eso el Ni presenta
un papel importante en la quimica biolégica. Una de estas enzimas que tienen como centro
activo el Ni es la ureasa o urea aminohidrolasa. Esta enzima se encuentra en enzimas que
necesiten hidrolizar urea. Otras enzimas que contienen Ni en sus centros activos son:
Hidrogenasa®: Cataliza la oxidacién reversible de H; Las enzimas CO deshidrogenasa®;

Acetil coenzima sintasa.?
1.6.1.2.3 Cobre

El Cu es un metal que presenta varios estados de oxidacion estables: +1, +1I y +1I1. Pero los

mas habituales son +1 y +II. El Cu(I) forma por lo general complejos con indices de
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coordinacion 4 y geometria tetraédrica, mientras que el Cu(I) forma complejos con indices

de coordinacion 4, 5y 6.

Existen numerosas enzimas que contienen Cu y con gran interés biolégico, como por
ejemplo: Proteinas azules, implicadas en el transporte de electrones; Otro de grupo de
proteinas formado por la tirosinasa y la querectinasa (oxigenasas); Aminooxidasas y lacasas

(oxidasas) que estan implicadas en la activacién de dioxigeno.

Otra proteina que posee importancia bioldgica, y que contiene Cu en su centro activo es la

Cu-Zn SOD*, proteina que tiene una funcién antioxidante.
1.6.1.24 Zine

El Zn en condiciones normales alcanza el estado de oxidaciéon +II, y no interviene en

procesos redox biologicos directos.

Se trata de un metal postansicional, y al tener la capa 4 completa no presenta ninguna

estereoquimica preferente. Ademas los complejos son incoloros o muy palidos.

Los nimeros de coordinacién de los complejos de Zn son flexibles, suele ser el 4 el mas
comun para sus complejos, y a veces el metal no forma enlaces muy fuertes (complejos
labiles). Esta flexibilidad es, sin duda, una cualidad excelente para funcionar como centro
catalitico. Se conocen diversas proteinas que tengan Zn en su centro activo, entre ellas
tenemos: Anhidrasa carbénica® Cataliza la reaccién reversible de CO, con HO;
Carboxipeptidasa®: Son proteasas que catalizan la hidrdlisis del enlace peptidico; Alcohol
deshidrogenasa®: cataliza la oxidacién de alcoholes primatios a aldehidos; Proteinas dedos

de Zn*: participan en la regulacién de transcripcion de ADN

1.7 Actividad catalasa

Uno de los grandes retos de la medicina moderna es el tratamiento de las enfermedades
relacionadas con la edad y con el envejecimiento celular. A pesar de la naturaleza
multifactorial de los procesos neurodegenerativos, la neutralizaciéon de los radicales libres
generados durante los procesos biologicos parece una via comin para hacer frente al dafio
celular. Para mitigar el efecto deletéreo ocasionado por estas especies reactivas, en el

organismo existe un sistema de proteccion antioxidante formado por enzimas y compuestos

27,28
>

de bajo peso molecular. Uno de estos catalizadores biologicos es la enzima catalasa

involucrada en la destruccion del H>O, generado durante el metabolismo celular. Tomando
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como modelo esta enzima, en este trabajo se estudia el efecto catalitico de estos compuestos
macrociclicos con la idea de disefiar herramientas utiles para el disefio de nuevos abordajes

terapéuticos en patologias que desarrollan con lesiones oxidativas.
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2. PARTE EXPERIMENTAL






2.1 Disolventes y reactivos

2.1.1 Disolventes

Disolvente Calidad Casa comercial Utilizacion
Agua destilada -extracciones liquido-
liquido
- recristalizacion del
ligando macrociclico
1.2
Agua deuterada ALDRICH Espectros de RMN
Acetonitrilo MERK Sintesis del L3 y
sintesis de complejos
metaicos
Acetonitrilo deuterado ALDRICH Espectros de RMN
Cloroformo SCHARLAU extracciones liquido-
liquido
Cloroformo deuterado MERK espectros de RMN
Diclorometano SCHARLAU extracciones liquido-
liquido
Dimetilsulféxido MERK espectro de RMN
deuterado
1,4-Dioxano PROLABO sintesis del precursor
2,6-diformilpiridina
Eter etilico TECHNICAL Sintesis de los
complejos
Eter de petréleo PANREAC recristalizacion del
precursor 2,6-
diformilpiridina
Metanol SCHARLAU disolvente en la
sintesis del ligando L!
THF 99,5% PANREAC recristalizacion del
SINTESIS ligando L2
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2.1.2 Reactivos

Reactivo Calidad Casa comercial Utilizacion
Acido brombhidrico 48% PANREAC sintesis del ligando L!
Borohidruro sédico 98,5% SIGMA-ALDRICH | sintesis del ligando L1
Cloruro de bario dihidratado PANREAC Sintesis del ligando L1

2,6-Dihidroximetilpiridina

SIGMA-ALDRICH

sintesis del precursor

2,6-diformilpiridina

Dioxido de selenio

SIGMA-ALDRICH

sintesis del precursor

2,6-diformilpiridina

Etilendiamina SIGMA-ALDRICH | sintesis del ligando L1
Formaldehido ALDRICH sintesis del ligando 1.2
Hidréxido sédico PANREAC sintesis de los
ligandos L'y L*

lodometano ALDRICH sintesis del ligando L3

Sulfato sédico anhidro PANREAC extraccion liquido-
liquido
4-Nitrofenilisocianato ALDRICH sintesis del ligando L
4-Nitrofeniltioisocianato ALDRICH sintesis del ligando L
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2.2 Técnicas de caracterizacion

14 Analisis Elemental.

Los porcentajes de C, H, N y S. Se determinaron en un analizador elemental FISONS

INSTRUMENTS modelo EA 1108 CHNS-O.

X/

" Espectroscopia IR.

Los espectros se han realizado en un espectrofotémetro BIO-RAD modelo FTS 175-C. Las

muestras se prepataron utilizando una pastilla de KBt y/o fluorolube.
<> Espectromettia de masas.

Los espectros ESI i6n positivo se realizaron en un espectrémetro de masas micrOTOF. Los
espectros Maldi fueron realizados en un espectrémetro ULTFLEX utilizando como matriz

DCTB.
<> Espectroscopia de RMN.

Para realizar los espectros de RMN de '"H y RMN “C se utilizaron los espectrofotémetros

BRUKER DPX-250 y VARIAN MERCURY 300.
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2.4 Sintesis del precursor
2.4.1 Sintesis 2,6-diformilpitidina®
Se mezclan SeO» (176,00 mmol, 19,93¢) y 2,6-dihidroximetilpiridina (179,61 mmol, 25,00 g)

en 1,4-dioxano seco (400 mL), la mezcla se deja reaccionar durante 4 horas.

Precipita el selenio metal, se separa por filtracién, y las aguas madres se concentran en el
rotavapor, obteniendo un soélido que se recristaliza en una mezcla de cloroformo caliente y

éter petroleo (40/60).

| SeQ2 |

Dioxano |
OH OH 0 0

Rendimiento: 70%

Analisis elemental C;H;0; (%) experimental (tedrico): %C: 61,7 (62,2); %N: 10,3 (10,4);
%H: 3,7 (3,7).

Punto de fusion: 105°C
Espectro IR (KBr, cm™): [v(C=N)]: 1580, [v(C=0O)]: 1720.

Espectro de masas ESI (m/z): 135.
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2.5 Sintesis del ligando precursor L>*
Se preparé una disolucion de 2,6-diformilpiridina (12,94 mmol; 1,74g) con BaCl,.2H,O (6,47

mmol; 1,582) en 64 mlL de metanol. Sobre esta disolucién, se fue afiadié gota a gota una
disoluciéon de etilendiamina (12,20 mmol; 0,73g) en 8 mL de metanol seco. Esta mezcla
reacciono durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se enfri6 la mezcla en un bafio de hielo y se afadié con cuidado NaBH4
(32,51mmol; 1,23g). Se obtuvo una mezcla que se agité durante hora y media. Luego se llevé
la mezcla a sequedad, y se realiz6 extracciones con CHCl; (4x40mL) y se filtrd, utilizando al

mismo tiempo el vacio.

El filtrado se concentra a sequedad y al aceite resultante se disuelve en 32 mL de metanol y
47 mL de HBr al 48%, consiguiendo un sélido blanco-amarillento correspondiente al
bromohidrato del macrociclo (LiHBrs). Se filtré a vacio el sélido, y se disolvié en 20 mL de
H-O, donde se anadi6é gota a gota una disoluciéon de NaOH 5M hasta un pH basico, y se

dejé reposar hasta que precipité todo el producto caracterizandolo como el ligando L.

% 7
= R x
|

| N 1.BaClz,MeOH Hz NH2 H20, NaOH
o O 2.NaBH4 0°C
* 3.HBr 48%, MeOH NHz

/

N
W U
z ? = 4(Br’)

Rendimiento: 30,9%

Analisis elemental C;sH>N¢.2H,O, (%) experimental (teérico): %C: 59,2 (59,6); %N:
22,0 (23,2); %H: 7,9 (8,2)

Punto de fusion: 184°C
Espectro IR (KBr, cm™): [v(NH)]: 3313, 3286, [v(C=N)p,]: 1575, [W(C=C)p,]: 1434.

Espectro de masas ESI (m/2): 327[L'+H]"

30



2.6 Sintesis del ligando L>*'
Se disuelvi6 el L' (1,601 mmol; 0,525g) en 100 mL de H.O a 0°C, se afiadi6 0,25 ml. de

formaldehido (37%, en agua), y se agit6 la mezcla durante 2 horas. Pasado este tiempo, se

obtuvo un precipitado blanco, que se centrifugd y se secé en la linea de vacio.

Se obtuvo un precipitado blanco que se cristaliz6 en una mezcla de THF/H,O (80/20).

] 4

N N
NH NH N N

H20. HCOH
) - - [ (]

NH NH N N

N

| |N‘“

Rendimiento: 60,25%

Analisis elemental CH2N¢0,5H,0, % experimental (teérico): %C: 67,3 (66,8); %N:
22,9 (23,4); %0H: 7,5 (7,06).

Punto de fusion: 197°C
Espectro IR (KBr, cm‘l): [V(OH)]: 3292, [v(C=N)py]: 1591, [v(C=C)p,]: 1465

Espectro de masas ESI (m/2): 351 [L*+H]"
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2.7 Sintesis del ligando L’I,*
Se mezclé una disolucion de I.? (0,966 mmol; 0,338g) en 6 ml de acetonitrilo y 0,12 mL. de

iodometano. La mezcla resultante se agité durante dos horas formandose un precipitado

blanco que se centrifugd y se seco en la linea de vacio.

= | P
- |
oty
N N
-
N N CH3CN, Mel N N
ax -
N N N N
| " | s
o L2 e 3

Rendimiento: 37,6%

Analisis elemental C,HzINe.H2O, % experimental (tedrico): %C: 40,5 (40,4); %N:
12,8 (12,9); %H: 5,3 (5,3).

Punto de fusion: 214°C
Espectro IR (KBr, cm‘l): [V(CH)]: 2814, [v(C=N)p,]: 1591, [v(C=C)py]: 1454

Espectro de masas ESI (m/z): 355 [L’-2CH,+3H]", 377 [L>-2CH,+3H+Na]".
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2.8 Sintesis del ligando L**
Se disuelvi6 el I’ (0,74 mmol; 0,127g) en 100 ml. de una disolucién de NaOH 3M. La

mezcla se agité durante 3 horas, y luego se extrajo la disoluciéon con CH,Cl, (5x30mL),
secando con Na,SO, anhidro la fase organica. A posteriori se concentrd a vacio y se obtuvo

un solido amarillento.

+ - ~
N N NaOH 3M NH N
<) = [ ]
AN N °N NH
| Nx | N\
Z 3, =4

Rendimiento: 31,4%.

Analisis elemental CH3Ns.H20, % experimental (tedrico): %C: 64,7 (64,5); %N: 21,5
(22,6); %H: 8,8(8,7).

Punto de fusion: 118°C.
Espectro IR (KBr, cm™): [V(OH)]: 3427, [v(NH)]: 3311, [v(C=N)p,]: 1589, [v(C=C)py]: 1460.

Espectro de masas ESI (m/2): 355 [L*+H]".
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2.9 Sintesis del ligando L**
Se afiadi6 7,4 ml. de CH.Cl; disolvente sobre el ligando L* (0,10 mmol; 0,037g). Sobre esta

disolucién caliente, se afiadié 4-nitrofenilisocianato (0,21 mmol; 0,034¢), disueltos en una
pequefia cantidad del mismo disolvente. Esta mezcla se mantuvo en agitaciéon y reflujo

durante 1 dia, y se dejé enfriar para a continuacién concentratrla.

Se obtuvo un sélido amarillo sobre el que se afiadié agua y se realizé una extraccién con

diclorometano (4x50 mL). Las fases organicas se secaron con Na,SO, anhidro.

Posteriormente se concentré la disoluciéon y se obtuvo un sélido pulvuriento de color

verde/amarillo que luego se secé y se caracterizo.

NQ»
P @ ~
(@\ . NH m
N N™ )\ N
07 >N NT
= [ ]

~
j CH2zCl2

Y N\fo
N N N
| = 02 K@/NH
7L & @
NO2

Rendimiento: 25,4%.

Analisis elemental C3H3sN19Os.CH:Cl,, % experimental (teérico): %C: 55,5, (54,8);
%N: 18,2 (18,3), %H: 5,3 (5,3).

Espectro IR (KBt, cm™): [y(C=N)p,]: 1595, [y(C=C)p,]: 1458, [W(C=0)]: 1682, [v (NO»).J:
1502, [v (NOw)m]: 1327 y 1301, [v (C-N)]: 1111.

Espectro de masas ESI (m/2): 683 [L*+H]".
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2.10 Sintesis de los complejos del ligando L**
La sintesis de los complejos del ligando 1.°, se realizaron con una relaciéon molar 2:1 para

Ni(I) y Co(Il), mientras que para Zn(Il) y Cu(Il) con relacién molar 1:1 M:L.

Se disolvié el I’ en 10 ml. de acetonitrilo, se afiadié poco a poco la sal metélica, y se
disolvieron las sales en el mismo disolvente antes de afiadirlas al balon de reaccion. La mezcla

resultante se agité durante 4 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, la disoluciéon resultante, se concentrd hasta un volumen aproximado de 5
ml, se afladi6 éter dietilico formandose un sélido pulverulento, que se centrifugod y se secod

en la linea de vacio.

@«Q

MZnmhad MLS(BF 1),
M= Ni,Co, CuoZn  Col5(CIO,),
N \ﬂ/ Z=BF, o CIO,

A continuacién, se muestra una tabla con los datos correspondientes a la sintesis de los

complejos metalicos del ligando 1.

Complejos metalicos Sal metalica (g) 2 Rendimiento Color
©
[ZnL’](BF,)..3H,O 3,61 x 107 0,01 62% Blanco
[Cul.’](BF4).6H.O 3,54 x 107 0,01 53% Verde claro
[NiL’|(BF4)2.6CH3CN.5EO 0,0101 0,01 65% Verde
[Col’(ClO4).4H-0O. 3CH;CN 7,27 x 107 0,01 47% Rojo

Es importante sefialar que se intento sintetizar los cuatro complejos metalicos con las sales
de M(BF,),.H>O, pero en el caso del Co(Il) no precipité el complejo. Por lo tanto, se realizo
en este caso con Co(ClOy)2.HO.
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El poder catalitico de estos compuestos se ha evaluado cuantificando la fluorescencia emitida
por la resorrufina, un producto formado tras la reacciéon de oxidacion del reactivo comercial
Amplex-Red® mediada por el H.O, presente en la reaccién. El ensayo se ha realizado
simulando las condiciones fisiolégicas, en una soluciéon acuosa con pH 7.2-7.4 y a 37°C. La
cantidad de H>O, no degradada por los compuestos es inversamente proporcional a la
cantidad de resorufina formada, y por tanto a la intensidad de fluorescencia. Con fines
comparativos se expresan los resultados como porcentajes de Actividad Relativa de Catalasa
(ARC), considerando el potrcentaje maximo el poder catalitico ejercido por 0,5 U/ml de

catalasa comercial obtenida de higado bovino.

Por ultimo, se realiz6 un estudio sobre la posible actividad catalasa de estos complejos. Los

resultados obtenidos seran discutidos en el apartado de discusion de resultados.
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2.11 Sintesis del ligando LS

La sintesis del ligando 1.° se realizé igual que la sintesis del L. En este caso, Se afiadieron 38
ml. de CH,Cl, disolvente sobre el ligando 1.* (0,51 mmol; 0,38g). Sobre esta disoluciéon
caliente, se afiadi6 4-nitrofeniltioisocianato (0,56 mmol; 0,091g), disueltos en una pequena
cantidad del mismo disolvente. Esta mezcla se mantuvo en agitacion y reflujo durante 1 dfa,

luego se retird y se dejoé enfriar para luego concentrarla.

Se obtuvo un sélido amarillo sobre el que se afiadié agua y se realizé una extracciéon con

diclorometano (4x50 mL). Las fases organicas se secaron con Na,SO, anhidro.

Posteriormente se concentrd la disoluciéon y se obtuvo un soélido pulveriulento de color

verde/amarillo que luego se secé y caracterizo.

= | s
N N"C, \@ ((j\
NH NT @ CH2C|2
] e
/N HM
N, NO, @
$ U

Rendimiento: 59,3%

Analisis elemental C3:H33N1004S,.CH:Cl, % experimental (tedrico): %C: 52,3(52,5);
%N: 17,9 (17,5), %H: 5,1 (5,0)

Espectro IR (KBt, cm™): [W(C=N)p,]: 1595, [y(C=C)p,]: 1454, [v(C=S)]: 851, [v (NO»).J:
1506, [v (NOs)an]: 1315 v 130, [v (C-N)]: 1100.
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2.12 Sintesis de los complejos del ligando L°
La sintesis de los complejos del 1., se realizaron con una relacién molar 2:1 M:L para Ni(II),

y para Co(II), Cu(Il) y Zn(II) siguen una relaciéon molar 1:1 M:L.

Se disolvié el L en 10 ml. de acetonitrilo, se afiadié poco a poco la sal metilica, y se
disolvieron las sales en el mismo disolvente antes de afiadirlas al balon de reaccion. La mezcla

resultante se agité durante 4 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, la disolucion resultante, se concentrd hasta un volumen aproximado de 5

ml, se afladi6 éter dietilico formandose un sélido pulverulento, que se centrifugod y se secod
en la linea de vacio.
ML3(BF )z

M= Ni, Co, CuoZn  ColL3(CIOy),

MZ,, mH,0

Complejos metalicos Sal metalica (g) L(g) Rendimiento Color
[ZnL°]|(BF4)..6H,O 0,018 0,05125 61% Blanco
[CuL’](BF.),.6H-O 0,018 0,05125 59% Verde claro

[NiL](BF4)..6CH3CN.GEO 0,051 0,05125 64% Verde
[CoL|(ClO4),.5H0. 4CH;CN 0,026 0,05125 43% Rojo

Es importante sefialar que, igual que con los complejos metélicos de I, se intentd sintetizar
los cuatro complejos metalicos con las sales de M(BF,),.H>O, pero igual que en anterior, no

se obtuvieron los complejos de Co(Il). Por lo que, se realizé otra vez con Co(ClOy).HO.

De la misma manera, se estudiaron las actividades catalasa de los complejos de L, siguiendo
el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.10. Sus resultados seran discutidos en el

apartado de la discusion de resultados
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3. DISCUSION DE RESULTADOS






3.1 Sintesis del ligando precursor L
El ligando L' se sintetizé6 mediante una sintesis ‘femplate”, también conocida como sintesis

plantilla (condensacion [2+2]), utilizando Ba(II). La razén por la que se ha usado este método
de sintesis ha sido porque para macrociclos con este tamafio de cavidad, el Ba(Il), mostro
una gran efectividad. Luego se llevé a cabo la desmetalacion reductora iz situ con NaBH4

para aislar el ligando libre.

A

P
N

(NH HNj
NH HN

N

| AN
=

Este ligando ha sido caracterizado mediante las siguientes técnicas: analisis elemental,

espectroscopia IR y RMN de 'H y °C.

3.1.1 Andlisis elemental
Los siguientes datos del analisis elemental corresponden a la férmula; CisHasNe.2H2O

Tabla 3.1.1.1: Datos del analisis elemental del ligando |

AE % experimental (teorico)
%C %N %H
CisH26Ng.2H,O 59,2(59,6) 22,0(23,2) 7,9(8,2)

3.1.2 Espectroscopia IR
En el espectro IR del ligando L' no se observa ninguna sefial que indique la presencia de

reactivos utilizados en esta reaccion. Se producen las reacciones de condensacion y reduccion

de manera efectiva.

La ausencia de una banda en torno a 1620 cm™ es indicativo de que la reduccién es efectiva,

ya que esta banda serfa la correspondiente a la banda [v(C=N)iminico|.
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Las bandas mas significativas del IR son: 3313 cm™y 3286 cm™ para la vibracion del enlace
[v (NH)], 2819 cm™ asignable a [v (CH)] y 1575 cm™y 1434 cm™, sefiales debidas a las piridina:
P (C=N)py y M(C=O)pl-

Transmittance

T
3000

T
2000

Wavenumber (cm-1)

T
1000

Fig. 3.1.2.1 Espectro de IR del ligando macrociclico I

3.1.3 Espectroscopia de RVMN de 'H
El espectro de RMN de 'H del L' fue realizado en DO (fig. 3.1.3.1). El desplazamiento

quimico, las integrales y la multiplicidad de las sefiales confirman la integridad del macrociclo.

Tabla 3.1.3.1 Datos RMN de 'H del 1.

3(ppm) Multiplicidad | N°de H | Asignacién
2,65 S 8 H., H,
3,75 s 8 Hs, Hs
7,24 d 4 H,
7,72 t 2 Hi

Las sefiales de los protones piridinicos H;y Hzaparecen a campo bajo como un triplete y un

doblete, respectivamente. Al ser una molécula simétrica Hy y Hy aparecen como singletes.
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Fig. 3.1.3.1 Espectro RMN de "H de 1" en D,O

3.1.4 Espectroscopia de RMN de ”C
El espectro de RMN de “C del L' fue realizado en DO (fig. 3.1.3.1) y observandose las

siguientes sefales:

d (ppm) Asignacion Ciic
2

| |
46,49 Cs N/Cs\(,:“
52,49 Cy NH HN

Cs
122,23 Cs [
NH HN

138,50 C» N

| N
156,80 C _—

i

ZUi! 150 160 140 120 100 an -Eﬂ aa e p.;;m

Fig. 3.1.4.1 Espectro RMN de °C de 1" en D0
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3.2 Sintesis del ligando L’
Para la sintesis del ligando 1.” se parti6 de una disolucion acuosa de 1), a la cual se le afiadi6

formaldehido, compuesto que actué como agente alquilante de los grupos amina (reaccién

molar 1:2) presentes en el ligando L.

®
<
$®

El ligando 1.7 fue caracterizado por las siguientes técnicas: anilisis elemental, espectroscopia

de IR, espectromettia de masas y espectroscopia de RMN de 'H y "C.

3.2.1 Andlisis elemental
Los datos de este analisis se ajustan a la férmula CyH2Ne.0,5H-0.

Tabla 3.2.1.1 Datos del analisis elemental para el ligando 12

AE % experimental (teorico)
%C %N %H
Ca0H26Ng.0,5H0 67,3(66,8) 22,9(23,4) 7,5(7,6)

3.2.2 Espectroscopia IR
En el IR de este ligando L. se observa una banda ancha en torno a 3292 cm™ correspondiente

a la vibracién de la tensiéon [v(OH)] debido a la presencia de agua, que dificulta el analisis de
las bandas [v(N-H)], entre 3300 y 3400 cm™ que deberian desaparecer como consecuencia de

la alquilacién de los grupos amina.

También se puede observar las bandas correspondientes a los grupos [v(CH)]: 2846 cm™ y a

los modos de vibracién de la piridina [v(C=N),,] v [W(C=C)]: 1591 y1465 cm™.
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Fig. 3.2.2.1: Espectro de IR del ligando 12,

3.2.3 Espectrometria de masas
El espectro de masas del 1.7 se registré mediante el uso de la técnica ESI.

1004 3491 57

/1.2

%

1541 352.2

136.1

175.0

3732
3892 4214

2800 306.9

460.3 466.5 699.8

2030 2439

502.5

Fig. 3.2.3.1: Espectro de masas ESI del ligando 12,

El espectro de masas ESI del ligando I.* confirma la presencia del macrociclo, porque aparece
un pico de elevada intensidad con valor m/z de 351 u.m.a cotrespondiente al ligando
protonado [I* + H]".

3.2.4 Espectroscopia de RMN de 'H

Se realiz6 en CDCl; (Fig. 3.2.4.1) El desplazamiento quimico, las integrales y la multiplicidad

de las mismas confirman la integridad del macrociclo.
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3 (ppm) Multiplicidad | N°de H Asignacion N
|
3,05 s 8 H, NT
N Hee N
3,30 S 4 i, [ X jT ,
N Hs N Ha
3,79 s 8 H; N e
\ ,
| Ha
7,15 d 4 H, H,
7,55 t 2 H, H

Al comparar este espectro con el del anterior ligando, se observa que en el espectro del 1.
aparece una nueva sefial a 3,30 ppm, correspondiente a los puentes metilénicos entre los

nitrégenos (N-CH»-N).

Fig. 3.2.4.1: Espectro RMN de "H de 1.2 en CDCls

3.2.5 Espectroscopia de RMN de C
El espectro RMN de “C del ligando 1.* fue realizado en CDCl; (Fig. 3.2.5.1) y se observan

las siguientes sefiales:
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122,47 C
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157,38 C =



Fig. 3.2.5.1: Espectro RMN de PC de 1.7 en CDCls

3.3 Sintesis del ligando L1,
La sintesis de este compuesto #ans-disustituido L’Lse llev6 a cabo a partir de una disolucién

del ligando I en CH3CN vy adicion de iodometano como agente alquilante. Esta reaccion

permitio la obtencién del ligando con dos grupos amino cuaternarios en posicion #rans.

|\
N " +N/
[/N>+ N (7 2
|/

El compuesto se caracterizo mediante las siguientes técnicas: analisis elemental,

espectroscopia de IR y espectrometria de masas.

3.3.1 Andlisis elemental
Los datos de este analisis se ajustan a la siguiente férmula CoHsIoNg. HoO.

Tabla 3.3.1.1 Datos del analisis elemental para el L', HO

AE % experimental (teorico)
%C %N %H
CooHiI:Ng. Ho O 40,4(40,4) 12,8(12,9) 5,3(5,3)
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3.3.2 Espectroscopia IR

En este IR se observan las siguientes bandas: 3501 y 3435 cm™ correspondiente a los modos
de vibracién de tensiéon [v(OH)] de las moléculas de agua, 2970 y 2814 cm™ asignable a
[v(CH)] de los grupos CH3-N y CH,-N y 1591 y 1454 cm™, correspondientes a los modos de

vibracion del anillo de piridina, [v(C=N),,] y [v(C=C),,] respectivamente.
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Fig. 3.3.2.1: Espectro IR del compuesto I

3.3.3 Espectrometria de masas

El espectro de masas del ligando 1.'T; se registré mediante la técnica ESI-MS de i6n positivo.

200 250 200 350 400 450 500

[ &
u—F"
o
3
=
N

Fig. 3.3.3.1: Espectro ESI del ligando 171,

En el espectro se observan dos picos con valores /% correspodientes a los siguientes

fragmentos: [I.” — 2CH,+3H]" y [’ — 2CH,+3H+Na]".

3.3.4 Espectroscopia de RVMN de 'H

Se registraron los espectros de RMN de 'H en agua deuterada, dimetilsulféxido, acetonittilo

deuterado y cloroformo deuterado del ligando 1’1,

No se obtuvo ninguna informacién sobre esta técnica por la baja resolucion de las sefiales.
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3.4 Sintesis del ligando L*

La sintesis de este ligando se hizo a partir de una disolucién del compuesto 1.’I, en NaOH.
Mediante hidrolisis basica se produce la ruptura de los puentes metilénicos y como
consecuencia de esta reaccion, se obtuvo un ligando macrociclico con dos grupos amino

secundarios y dos grupos amino terciarios no adyacentes y en posicion #rans.

X
w
N
[NH N
_N HN
N
| AN
_

Este ligando fue caracterizado por las siguientes técnicas: analisis elemental espectroscopia

de IR, espectromettia de masas y espectroscopia de RMN de 'H y "C.

3.4.1 Andlisis elemental
Los datos del analisis se ajustan a la férmula CxH30Ng.HO.

Tabla 3.4.1.1 Datos del analisis elemental del ligando | S

AE % experimental (teorico)
%C %N %H
CaoH30N¢.H2O 64,7(64,5) 21,5(22,6) 8,8(8,7)

3.4.2 Espectroscopia IR
En el espectro de IR de L, aparece una banda a 3311 cm™, que es asignable a la vibracién de

tension [v(NH)]. A 3427 cm™ se observa una banda debida a la presencia de agua.

Otras bandas significativas, aparecen a 2943 y 2787 cm™ correspondientes a la vibracion
[v(CH)], procedentes a los grupos CH;-N y CH»-N, y las bandas que aparecen a 1589 y 1460

cm™ corresponden a los modos de vibracién del anillo de piridina: [v (C=N)] y [v (C=C)y]-
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Fig. 3.4.2.1: Espectro IR del 1"

3.4.3 Espectrometria de masas
Se registré mediante la utilizacién de la técnica ESI-MS de i6n positivo.
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Fig. 3.4.3.1: Espectro ESI-MS del 1*.

Se observa un pico de elevada intensidad con un valor 7/% de 355 u.m.a correspondiente al

ligando protonado [L*+H]".

3.4.4 Espectroscopia de RMN de 'H
Fue realizado en CDCls. El desplazamiento quimico, las integrales y la multiplicidad de las

mismas confirman la integridad del ligando macrociclico.
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Tabla 3.4.4.1 Datos RMN de 'H del ligando L*

S (ppm) Multiplicidad N°de H Asignacion
2.02 s 2 Hy
2,27 S 6 Hs, Hs, Hs
2,58 t 4 Hs, He
2,75 t 4 H7, H,
3,58 S 4 Ha, Hy
3,74 s 4 Hs, Hs
7,04 d 2 H;
7,15 d 2 H,
7,55 t 2 Hi

Ha
H, S
(1w
N Ha

N

NH ’ He
Hs H
7
Hsﬁ/N HgN H,
N
Hg N Hg
| Hg
/

Al comparar este espectro con el de los anteriores ligandos, se observa que la geometria del
compuestro disminuye como consecuencia de la alquilacion de las dos aminas en trans y de

la ruptura de los puentes metilénicos.

Fig. 3.4.3.1 Espectro de RMN de "H en CDCls
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3.4.5 Espectroscopia de RMN de "C

3 (ppm) Asignacion
43,54 Ce
46,66 Cs
55,01 Co
56,54 G
03,61 Cs
120,92 Cs

122,06 G,
136,50 G
157,97 Cs
159,99 Cio

C
cs” l\\Cs
| |
~C
N
6
NH NT
|
C
-8
_N HN
N Co
i
/

3.5 Sintesis del ligando LS
La sintesis de este ligando se realizé a partir de una disolucion de L* en CH>Cly seco mediante

Fig. 3.4.3.1 Espectro RMN de °C en CDCls

la alquilacién de los grupos amina presentes en dicho macrociclo.

En esta reaccion, se utilizé 4-nitrofenilisocianato como agente alquilante, en relaciéon molar

1:2.

52



02N H\/j\/
o

Las técnicas instrumentales usadas para la caracterizacion de este ligando han sido: analisis
elemental, espectroscopia IR, espectrometria de masas y espectroscopia de RMN de 'H.
3.5.1 Andlisis elemental

Los datos del analisis elemental se ajustan a la férmula: C5H3sN 10O CHClo

Tabla 3.5.1.1 Datos del anlisis elemental para el ligando 1.".

AE % experimental (tedrico)
%C %N %H
C34H3sN1006.CH>CL 55,5(54,8) 18,2(18,3) 5,3(5,3)

3.5.2 Espectroscopia IR

Comparandolo con el espectro del L' vemos que desaparece la banda a 3311cm™ asignable a
[VONH)]. También apatrece una banda ancha a 3404 cm™, que puede deberse a la presencia de

agua del KBr.
Las bandas correspondientes a los anillos de piridina aparecen a 1595 cm™ y 1458 cm™.

Las sefiales de mayor interés del espectro son las siguientes: [v (CO)]: 1682 cm™; [v(NOy)a):
1503 cm™; [V(NO2)sim]:1327 y 1302 cm™; [(C-N)]: 1111 cm™
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Fig. 3.5.2.1: Espectro IR del ligando 17
3.5.3 Espectrometria de masas
Se registré mediante la técnica ESI-MS de i6n positivo.

El espectro de masas ESI de i6n positivo confirma la presencia del macrociclo, puesto que
se obsetva un pico de elevada intensidad con un valor de m/z de 683 u.m.a correspondiente

al ligando protonado [L>+H]".
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o
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Fig. 3.5.3.1 Espectro ESI-MS del ligando 1.

3.5.4 Espectroscopia de RVMN de 'H
Fue realizado en CDCl; (Fig. 3.5.4.1). El desplazamiento quimico, las integrales y la

multiplicidad de las mismas confirman la presencia del macrociclo
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Tabla 3.5.4.1 Datos RMN de 'H del ligando 1.

S (ppm) Multiplicidad N°de H Asignacion
2,37 s 6 H;, Hs, Hy
2,89 s 4 Hs, Hs
3,34 s 4 Ho, Ho
3,78 s 4 Hs, He
4,58 s 4 Hio, Hio
7,04 d 2 Ho
7,22 d 2 H;
7,41 d 2 Hs
7,58 t 2 H,
8,05 d 2 H,
11,81 s 2 Hi

Hs

NO,

Al comparar los espectros de RMN de 'H de los ligandos 1. y L, se observan nuevas sefiales
en el espectro del I.°, en la region de los protones aromiticos, debido a la presencia de los

fenilos de los pendant-arms.

Otra diferencia es la apariciéon de un singlete ancho a campo bajo, exactamente a 11,81 ppm,

asignable al proton del grupo NH, de los pendant-arms.
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Fig. 3.5.4.1 Espectro de RMIN "H de 17 en CDCls

3.6 Sintesis de los complejos del ligando L?

Se sintetizaron los complejos metalicos de este ligando con diversos metales de transicion.
Para este estudio se utilizaron los tetrafluoruroboratos de Ni(Il), Zn(I), y Cu(l), y el

perclorato de Co(II).

Se consiguid aislar y caracterizar los complejos metalicos citados anteriormente, pero
destacando el caso de Co, que pone de manifiesto el caracter selectivo del ligando a la hora

de coordinar unos u otros cationes.
La sintesis se realizo en relacion molar M:L 2:1 para Niy Co y 1:1 para Zn y Cu.

Los complejos metalicos obtenidos fueron caracterizados mediante las siguientes técnicas:

analisis elemental, espectroscopia de IR y espectrometria de masas.

3.6.1 Andalisis elemental

Los datos del analisis elemental de los complejos del ligando I.° releva que todos los

complejos metalicos se encuentran en una relacion metal-ligando 1:1.

Tabla 3.6.1.1. Datos del anilisis elemental para los complejos metélicos del ligando ..

AE % experimental (teorico)
%C %N %H
[ZnL"](BF4)2.3H.0 42,76(41,83) 14,35(15,53) 3,32(4,1)
[NiL’](BF4)..6CH3CN.5EtO 3099(31,38) 10,54(10,06) 3,34(3,33)
[Col’)(ClO4),.3CH;CN.4H,O 38,10(38,00) 13,05(12,69) 4,30(3,79)
[Cul’](BE,),.6H.O 39,81(39,71) 14,0(13,63) 3,07(3,89)
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Los complejos sintetizados, son estables al aire y su solubilidad viene recogida en la tabla

3.7.1.2.

Tabla 3.6.1.2. Tabla de solubilidades de los complejos del ligando 1.”.

Complejos metalicos
Disolvente [ZnL’](BF,), [NiL’](BFs)> [CoL’)(ClOy), [Cul.’](BFy)2

EtO INS INS INS INS
Hexano INS INS INS INS
THF PS PS PS PS
EtOH PS PS PS PS
MeOH PS PS PS PS

H.O S S S S

Acetonitrilo S S S S
DMSO MS MS MS MS

CHCls S S S S

3.6.2 Espectroscopia IR

Los espectros IR se han realizado en KBr, y las bandas mas significativas de dichos espectros

se reunen en la tabla 3.7.2.1:

Tabla3.6.2.1. Datos de espectroscopia de IR de los complejos metélicos del ligando 1.,

Complejos metélicos MC=0)]/cm™ | W(C=N)y]/cm’ | [BF)]/cm™ | [VINO,).]/cm’
[W(C=C)p]/cm’ Co|[v(ClO4 [VINO2)sym]/cm™

I/ em’
[Zn1.°|(BF4),.CH;CN.3H,O 1674 1578,1414 1084 1454,1246,953
[NiL.’}(BF4)2.6CH;CN.5Et,O 1614 1573,1410 1084 1471,1305,956
[CoLl’](ClO4),.3CH;CN.4H,O 1665 1577,1385 1087 1468,1306,959
[Cul’|(BF4)2.6HO 1667 1580,1383 1083 1467,1247,960

Los espectros IR de los distintos complejos metalicos son muy parecidos entre si, en el
espectro se puede observar sefiales asignables a los grupo nitro y carbonilo, existentes en los
pendant-arms. Estos grupos carbonilo se encuentran desplazados respecto al espectro de IR

del macrociclo libre, 1682 cm”, lo que puede indicar que estos grupos se encuentren
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coordinados a los atomos metalicos centrales. Ademas, la posicion de las bandas de los anillos
de piridina, sugieren la presencia de piridina coordinada. Llas bandas asignadas a los grupos

NO; apenas modifican su posicion con respecto a las del ligando.

La banda que apatece en torno a 3400 cm™, se corresponde al modo de vibracién de tension

[v(OH)] del agua.

v
(1

i

Warrimmdier s

Fig. 3.6.2.1 Espectro de IR de [NiL’](BF,),.6CH;CN.5E£0.

3.6.3 Espectrometria de masas
Los espectros de los complejos metélicos con el ligando macrociclico 1" se registraron

mediante la técnica MALDI, usando como matriz DCTB.

En todos los casos se observa la presencia de un pico que indica la existencia de nuestro
complejo metalico. Los metales usados en estas sintesis se encuentran en el estado de
oxidacién +I1I, sin embargo los picos que se encuentran tras los experimentos de MALDI

son especies monocargadas el laser impacta en la muestra y los metales se reducen.

Tabla 3.6.3.1. Datos de espectrometria de masas pata los complejos del ligando 1.

Complejo metalico Pico (u.m.a) Asignacion
[ZnL"|(BF4)..CH;CN.3H,O 745 [Znl?]*
[NiL"](BF4)..6CH;CN.5EtO 740 NIl

[CoL’|(ClO4),.3CH;CN.4H,O 763 [Col’+Na]
[Cul’](BF.),.6H-O 745 [Cul]*
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Fig. 3.6.3.1 Espectro de MALDI de [Znl ?](BF,)o. CH;CN.3H,0

3.7 Sintesis del ligando L*
La sintesis de este ligando se realizé a partir de una disolucion de L' en CH>Cly seco mediante

la alquilacién de los grupos amina presentes en dicho macrociclo.
En esta reaccion, se utilizé 4-nitrofenilisotiocianato como agente alquilante. Este ligando es

practicamente similar al anteriormente descrito, ya que solo se diferencian en los pendant-arms.

02N

Las técnicas que se usaron para la caracterizacion de este ligando han sido: espectroscopia

IR y espectroscopia RMN de 'H y "C.

3.7.1 Espectroscopia IR
Las bandas correspondientes a los anillos de pitidina aparecen a 1592 cm™ y 1454 cm™.

Las sefiales de mayor interés del espectro son las siguientes: [v (CO)]: 1682 cm™; [y(NOy).):

1506 cm’'; [y(NO5)sm]:1315 y 1300 em’'; [v(C-N)]: 1100 cm'”

59



Arhitrary

LL0L—
158—

T
4000

T
3000

2000
Wavenumber (cm-1)

Fig. 3.7.1.1: Espectro IR del ligando 1.°

3.7.2 Espectroscopia de RMN de 'H del ligando 1.0
El espectro de RMN 'H del ligando L.° fue realizado en CDCl; (Fig. 3.6.1). El desplazamiento

=l
2
=

quimico, las integrales y la multiplicidad de las mismas confirman la presencia del macrociclo.

Tabla 3.7.2. Datos RMN de 'H del ligando ..

3 (ppm) Multiplicidad N°de H Asignacion
2,17 s 4 H,
2,32 s 6 Ho
2,44 s 4 H;
3,86 s 4 H,
5,29 s 4 Hs
7,11 d 2 Hs
7,34 d 2 H;
7,41 d 2 Hs
7,56 d 2 Ho
7,65 t 2 Hio
8,09 d 2 Hi
8,25 d 2 Hi,

12,73 s 2 His
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Al comparar los espectros de RMN de 'H de los ligandos L con los anteriores en CDCls, se
observan nuevas sefiales, en el espectro de 1.°, en la regién de los protones aromaticos, debido

a la presencia de los fenilos de los pendant-arms.

Otra diferencia que se observa es la aparicién de un singlete ancho a campo bajo, exactamente

a 12,73 ppm, asignable al protén del grupo NH, de los pendant-arms.

Fig. 3.7.2.1 Espectro de RMIN "H del 1.0

3.7.3 Espectroscopia RMN de " C
El espectro de RMN de "C del ligando L° fue realizado en CDCl; (Fig. 3.7.3.1) y se observan

las siguientes sefiales:
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Tabla 3.7.3.1. Datos RMN de "C del ligando L.
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d (ppm) Asignacion
40,49 Ci
58,51 G
59,78 G
63,02 Cs
64,40 Cs
121,11 Cs
121,70 C;
122,80 Cs
122,98 Co
123,81 Cuo
124,30 Cn
142,38 Ci
147,47 Cis
155,13 Cis
156,91 Cis
182,92 Cis
Cy
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Fig. 3.7.3.1 Espectro de RMN de °C del 1.0

3.8 Sintesis de los complejos de ligando L°
La sintesis de estos complejos ha sido similar que la de los complejos de I°. De la misma

manera, utilizamos las mismas sales metalicas descritas en el apartado anterior, y

caracterizamos los complejos de diversos metales de transicioén y postransicion, siendo este

el Ni(II), Co(1I), Zn(II) y Cu(II).
La sintesis se realizo en relacion molar M:L 2:1 para Niy 1:1 para Zn, Co y Cu.

Los complejos metalicos obtenidos fueron caracterizados mediante las siguientes técnicas:

analisis elemental, espectroscopia de IR y espectrometria de masas.

3.8.1 Andlisis elemental
Los datos del analisis elemental de los complejos del ligando L° releva que todos los

complejos metalicos se encuentran en una relaciéon metal-ligando 1:1.

Tabla 3.8.1.1. Datos del anilisis elemental para los complejos metélicos del ligando L.°.

AE % experimental (tedrico)
%C %N %H %S
[ZnLf](BF4),.6HO 37,6(38,4) 12,7(13,2) 3,9(3,8) 5,9(6,0)
[NiL%) (BF4)2.6CH;CN.6Et,O 29,24(29,32) 10,1(9,4) 4,2(3,1) 4,1(3,9)
[CoL(ClO4),.4CH5CN.5HO 33,8(35,2) 12,65(12,55) 4,2(3,5) 5,0(5,2)
[Cul.|(BF4).6H2O 38,1(38,5) 15,1(13,2) 3,6(3,7) 4,7(6,0)

Los complejos sintetizados, son estables al aire y su solubilidad viene recogida en la tabla

3.8.1.2.
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Tabla 3.8.1.2. Tabla de solubilidades de los complejos del ligando L.

Complejos metalicos
Disolvente [ZnLf]|(BFy), [NiL%)(BFs)2 [CoL(ClOy), [CuL](BEy),
EtO INS INS INS INS
Hexano INS INS INS INS
THF PS PS PS PS
EtOH PS PS PS PS
MeOH PS PS PS PS
H,O S S S S
Acetonitrilo S S S S
DMSO MS MS MS MS
CHClI; S S S S
3.8.2 Espectroscopia IR

Los espectros IR se han realizado en KBr, y las bandas mas significativas de dichos espectros

se reunen en la tabla 3.7.2.1:

Tabla3.8.2.1. Datos de espectroscopia de IR de los complejos metalicos del ligando L.

Complejos metalicos MC=O)]/ecm™ | [V(C=N)y]/cm™ | [v(BFs)]/cm” [VINO»).] /cm™
[V(C=C)p]/cm™ Co[v(ClOy [VANO2)sym] /cm™
/e’

[ZnLf|(BF4)2.6HO 1708 1673,1545 1083 1595,1384,1038
[NiL%] (BF4)2.6CH;CN.6Et,O 1684 1602,1507 1083 1540,1339,1037
[CoL(ClO4)2.4CH;CN.5H.O 1721 1577,1460 1120 1509,1244,969

[CuL.|(BF4),.6H-O 1703 1648,1403 1083 1458,1163,964

Los espectros IR de los distintos complejos metalicos son muy parecidos entre si, en el
espectro se puede observar sefiales asignables a los grupo nitro y carbonilo, existentes en los
pendant-arms. 1a posicion de las bandas de los anillos de piridina, sugieren la presencia de
piridina coordinada. Las bandas asignadas a los grupos NO, apenas modifican su posicién

con respecto a las del ligando.
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La banda que apatece en torno a 3400 cm™, se corresponde al modo de vibracién de tension

[v(OH)] del agua.

] I ‘

Wavermmbe 1

Fig. 3.8.2.1 Espectro de IR de [Col #](CIO,)4CH;CN.5H,0

3.8.3 Espectrometria de masas
Los espectros de los complejos metalicos con el ligando macrociclico L. se registraron

mediante la técnica MALDI, usando como matriz DCTB.

En todos los casos se observa la presencia de un pico que indica la existencia de nuestro
complejo metalico. Los metales usados en estas sintesis se encuentran en el estado de
oxidacién +I1I, sin embargo los picos que se encuentran tras los experimentos de MALDI

son especies monocargadas, el laser impacta en la muestra y los metales se reducen.

Tabla 3.8.3.1. Datos de espectrometria de masas para los complejos del ligando 1.°.

Complejo metalico Pico (u.m.a) Asignacion
[ZnL°|(BF4)..CH;CN.3H,O 780,27 [Zn(L>-3H")]
[NiL] (BF4)..6CH;CN.5EtO 771,1 [Ni(L>-2H")]

[CoL|(ClO4),.3CH;CN.4H,O 773,79 [Co(I>-H")]

[CuL’](BF4),.6H-O 778,41 [Cu(I>-3HY)]
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Fig. 3.7.3.1 Espectro de MALDI de [Col #](CIO,)5.3CH;CN.4H,0

3.9 Estudios de la actividad catalasa de los complejos de los ligandos L’ y L’
En este trabajo se estudia la actividad catalitica de estos compuesto con la idea de disefar

herramientas utiles para el disefio nuevos agentes terapéuticos en patologias que causen
lesiones oxidativas. Lla enzima catalasa, involucrada en la destruccién del H.O, generado
durante el metabolismo celular. Tomando como modelo esta enzima, en este trabajo se
estudia el efecto catalitico de estos compuestos con la idea de disefiar herramientas utiles
para el disefio de nuevos abordajes terapéuticos en patologias que causen con lesiones

oxidativas.

El poder catalitico de estos compuestos se ha evaluado cuantificando la fluorescencia emitida
por la resorufina, un producto formado tras la reaccién de oxidacion del reactivo comercial
Amplex-Red® mediada por el H.O, presente en la reaccion®. El ensayo se ha realizado
simulando condiciones fisiologicas, en una solucién acuosa con pH 7.2-7.4 y a 37°C. La
cantidad de H>O, no degradada por los compuestos es inversamente proporcional a la
cantidad de resorrufina formada, y por tanto a la intensidad de fluorescencia. Con fines
comparativos se expresan los resultados como porcentajes de Actividad Relativa de Catalasa
(ARC), considerando el porcentaje maximo el poder catalitico ejercido por 0,5 U/ml de

catalasa comercial obtenida de higado bovino.
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Fig 3.9.1. Porcentajes de actividad catalitica de los compuestos indicados a una concentracion 20 uM. Cada valor estd caleulado
asumiendo un 0% de actividad para el pocillo control (con DMSO) y un 100% para la actividad proporcionada por 0,5 U/ ml

de catalasa bovina. Los valores representados son la media de 5 excperimentos independientes £ E.S.M.

Como podemos ver en las figuras, todos los complejos presentan actividad catalitica, y como
vemos, el complejo de Ni tanto del ligando 1.7 y del ligando L.° son los que presentan mayor

actividad catalitica y los complejos de Co los que menos.
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4. CONCLUSIONES

En el presente TFG se han preparado, y caracterizado, seis ligandos macrociclicos
relacionados entre si, basados en un esqueleto hezaaza que incorpora dos grupos piridina. La
sintesis del macrociclo mas sencillo de la setie, y punto de partida de los demis, (I.") requiere
la utilizacién del llamado método femplate, observandose que el cation Ba(Il) es una plantilla

adecuada.

Los receptores 1.” y L° incorporan brazos colgantes conteniendo grupos urea y tiourea,
respectivamente, que les confieren una mayor capacidad encapsulante. Se estudiaron sus
correspondientes complejos metalicos de Ni(II), Co(1l), Zn(II) y Cu(Il). En todos los casos
se obtienen complejos con relacién molar M:L 1:1, independientemente de la relacién molar
sal metalica:ligando que se hubiese utilizado (1:1 o 1:2). Todos los compuestos preparados
se aislaron como sales de tetrafluoroborato con excepcion de los derivados de Co(1I), que se
aislaron como sales de perclorato. En este caso, no esta clara la razén por la que no hemos
podido aislar el tetrafluoroborato derivado, si bien este resultado demuestra la importancia

que tiene la correcta eleccion del anion.

Se realizaron estudios sobre la actividad catalasa de los ocho complejos metalicos preparados,
observandose que todos ellos muestran actividad catalitica, siendo los derivados de Ni(II) los

que mayor actividad muestran, y los de Co(II) los que menor actividad presentan.
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4. CONCLUSIONS

No presente TFG prepararonse, e caracterizaronse, seis ligandos macrociclicos relacionados
entre si, baseados nun esquelete hezaaza que incorpora dous grupos piridina. A sintese do
macrociclo mais sinxelo da setie, e punto de partida dos demais, (L") require a utilizacién do

chamado método femplate, observandose que o catién Ba(Il) é unha guia axeitada.

Os receptores 1> y L° incorporan brazos colgantes contendo grupos urea e tioutea,
respectivamente, o que lles confire unha maior capacidade encapsulante. Estudiaronse os
seus correspondentes complexos metalicos de Ni(II), Co(Il), Zn(II) e Cu(Il). En tédolos
casos obtéfiense complexos con relacion molar M:L 1:1, independentemente da relacion
molar sal metalica:ligando que se utilice (1:1 o 1:2). Tédolos compostos preparados aislaronse
como sales de tetrafluoroborato agas os derivados de Co(Il), que foron aislados como sales
de perclorato. Neste caso, non ¢é clara a razén pola que non se poideron aislar os
tetrafluoroborato derivados, se ben este resultado demostra a importancia que ten a correcta

eleccién do anidn.

Realizaronse estudos sobre a actividade catalasa dos oito complexos metalicos preparados,
observandose que todos eles mostran actividade catalitica, sendo os derivados de Ni(Il) os

que maior actividade mostran, e os de Co(Il) os que menor actividade presentan.
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4. CONCLUSIONS

In the present TFG we have prepared, and characterized, six related macrocyclic ligands,
based on a hezaaza skeleton, which incorporates two pyridine groups. The synthesis of the
basic macrocycle of this series, and starting point for the others, (L") requires the use of the

so-called zemplate method, observing that the cation Ba (II) is a successful template.

Receptors 1> and L° incorporate pendant-arms containing urea and thiourea groups,
respectively, which give them a higher capacity of encapsulation. Their corresponding metal
complexes of Cu(ll), Co (II), Zn (II) and Cu (II) were studied. In all cases, we have obtained
complexes with molar ratio M: L 1:1, regardless of the used molar ratio metal: ligand (1:1 or
1:2). All these compounds were prepared and isolated as tetrafluoroborate salts, with the
exception of the Co(II) derivatives, which were isolated as perchlorate salts. In this case, it is
not clear the reason why we have not been able to isolate the tetrafluoroborate salt, although

this result demostrates the importance that the correct selection of the anion has.

We have carried out the study of the "catalase-like" activity for the eight metal complexes
prepared, finding that all of them show activity. The derivatives of Ni (II) show the greatest

activity, whereas those containing Co (II) show the lowest one.
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