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RESUMO

Esta Tese de doutoramento aborda aspectos da Quimica supramolecular,
Biomimetismo molecular e Fisicoquimica de coloides. O estudo implica o desefo,
sintese e caracterizacion en disolucién acuosa de moitos compostos, entre os cales
sobresaen derivados de sales biliares; grupos hidréfobos, como adamantanos,
norbornanos e derivados con grupos tioles. En comparaciéon cos surfactantes
convencionais, algin dos novos compostos presentan unha mellora na capacidade
surfactante, e por riba da stia concentracién de agregacion critica forman agregados
de xeometria variable coma tubos moleculares, vesiculas, micelas, xeles, etc.
Algtns derivados sintetizados mostran unhas potenciais propiedades para a
complexaciéon de i6ns metalicos. Nalgtns casos, foi posible resolver as estruturas
cristalinas dos compostos sintetizados en diferentes disolventes posibilitando
comparativas entres as moléculas, héspedes e estructuras xeneradas. Sintetizaronse
derivados de sales biliares con grupos tioles potencialmente activos na
estabilizaciéon de nanoparticulas metalicas como o caso do Au. Tamén se estudou a
interaccion dos sistemas de nanoparticulas de Au con resinas termoestables tipo
epoxi abrindo a posibilidade a novas rutas de investigacion.

PALABRAS CHAVE

Surfactantes, sales biliares, adamantanos, norbornano, hidroxeles, mezclas
catationicas, nanoparticulas, resinas epoxi.

RESUMEN

Esta Tesis doctoral abarca aspectos relacionados con la Quimica
supramolecular, el Biomimetismo molecular y la Fisicoquimica de Coloides. El
estudio ha implicado el disefio, sintesis y caracterizaciéon en disolucién acuosa de
muchos compuestos, entre los cuales debemos de destacar derivados de sales
biliares, con grupos hidréfobos como adamantanos, norbornanos y con grupos
tioles. En comparacién con los surfactantes convencionales, algunos de los nuevos
compuestos presentan mejoras en cuanto a la capacidad surfactante, por encima de
su concentraciéon de agregacion critica forman agregados de geometria variable
como puede ser el caso de tubos moleculares, vesiculas, micelas, geles, etc. Algunos
de los derivados sintetizados muestran potenciales propiedades para la
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complejacion de iones metélicos. En algunos casos, fue posible resolver las
estructuras cristalinas de los compuestos sintetizados en diferentes disolventes
posibilitando la realizacion de comparativas entre las diferentes moléculas,
huéspedes y estructuras generadas. Se han sintetizado derivados de sales biliares
con grupos tioles potencialmente activos en la estabilizacién de nanoparticulas
metélicas como es el caso del Au. También se ha estudiado la interaccion de los
sistemas de nanoparticulas de Au con resinas termoestables tipo epoxi, abriendo la
posibilidad a nuevas rutas de investigacion.

PALABRAS CHAVE

Surfactantes, sales biliares, adamantanos, norbornano, hidrogeles, mezclas
catationicas, nanoparticulas, resinas epoxi.

ABSTRACT

This thesis covers aspects of Supramolecular Chemistry, Molecular
Biomiumetism and Physical Chemistry of Colloids. The Study involves the design,
synthesis and characterization (in aqueous solution) of derivatives of bile salts,
hydrophobic groups such as adamantane, norbornane and thiol groups.
Comparated to conventional surfactants, any of the new compounds show a better
surfactant ability and above their critical aggregation concentrations form
aggregates of different geometries as molecular tubes, vesicles, micelles, gels, etc.
Some derivatives of the derivatives synthesized show potential properties for metal
ion complexation. In some cases it was possible to solve the crystal structures in
various solvents enabling performing comparisons between different molecules,
hosts and generated structures. Derivatives of bile salts with potentially active thiol
groups in stabilizing metal nanoparticles such as Au were synthesized. The
interaction of Au nanoparticles and thermosetting epoxy resins was studied
allowing new avenues of research.

KEYWORDS

Surfactants, bile salts, adamantane, norbornane, hydrogel, catanionic mixture,
nanoparticle, epoxy resin.
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1

Introducciéon

Este capitulo trata sobre el tema central de esta tesis. Parte de una breve introduccion a la
Quimica supramolecular y los dcidos biliares, para posteriormente ahondar en la agregacion de
las sales biliares y sus derivados, centrindose principalmente en la formacion de cristales, geles
y estructuras micelares. También se dedicardin dos apartados a las resinas epoxi y
nanoparticulas de Au, que serdn empleadas conjuntamente con los derivados biliares. Como
moléculas funcionales de referencia, tomaremos, fundamentalmente, el dcido colico y algunos de
sus derivados, que nos ayudaran a la compresion del comportamiento y caracteristicas de las
nuevos compuestos sintetizados en la presente tesis.

Siempre parece imposible hasta que se hace
(Atribuida a Nelson Mandela)
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1.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

La Ciencia, del latin scientia, de scire, “conocer” es el conjunto de conocimientos
obtenidos mediante la observacién y el razonamiento, sistemdticamente estructurados
y de los que se deducen principios y leyes generales; los cientificos, nos hemos servido
de ella a lo largo del tiempo para el entendimiento de la naturaleza, de la que hemos
encontrado una fuente continuada de inspiracion.

La Quimica, como ciencia de la estructura, propiedades y transformacién de la
materia, se encuentra en una posiciéon privilegiada para poder profundizar en este
conocimiento y dar respuestas a las preguntas fundamentales a las que la Quimica
Supramolecular, como Jean-Marie Lehn! ha hecho notar, intenta dar respuesta:

¢Cuadles son los procesos y pasos que conducen desde una particula elemental a un
organismo complejo e inteligente?

¢ Como hace la materia para volverse compleja?
¢ Qué otras formas de materia compleja pueden llegar a crearse?

El término “supramolecular” ha sido empleado durante afios en el contexto de las
estructuras biolégicas complejas, sin embargo el empleo de esta terminologia para
describir interacciones a escala molecular se remonta al discurso del premio nobel Jean-
Marie Lehn, en 1987, que la introdujo como la “quimica mds alld de la molécula” o “la
quimica de los enlaces intermoleculares” alla por el afio 1978. Otros términos generalmente
empleados para referirnos a la quimica supramolecular son: los fenémenos de
inclusion, la quimica huésped-receptor o el reconocimiento molecular.?

El nacimiento de este nuevo campo de la Quimica surge en los afios 60, con los
trabajos del ya mencionado Jean-Marie Lenh en el campo de los criptandos y de los
cientificos norteamericanos Charles |. Pedersen y Donal ]. Cram en los campos de los
éteres corona y los esferandos, trabajos por los cuales recibieron conjuntamente el
Premio Nobel de Quimica en el afio citado.

Pero este nuevo campo se basa en tres conceptos establecidos con anterioridad por
otros tres brillantes cientificos como fueron el entomoélogo estadunidense Paul R.
Ehrlich (Novel de Medicina en 1908 - Quimica inmunolégica), el quimico aleman
Hermann E. Fisher (Novel de Quimica en 1902 - sintesis del grupo de la purina) y el
quimico suizo Alfred Werner (Novel de Quimica en 1903 - acoplamiento de dtomos en
las moléculas), a los que se les atribuyen los conceptos de ensamblaje (receptor), el
reconocimiento 'y la coordinacion, respectivamente.
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De la observaciéon detallada de los seres vivos, encontramos el hecho incontestable

de que los sistemas bioldgicos poseen estructuras supramoleculares, pudiendo identificarse

algunos rasgos comunes de este tipo de estructuras en la naturaleza:

Los sistemas estan formados por varios tipos de moléculas.

Poseen estructuras de autoensamblaje en ocasiones coordinadas con un
orden jerarquizado a nivel nanométrico o a mayor escala.

Usan interacciones integradas y sinérgicas que contienen multiples rutas de
reaccion para una misma sefial.

Son capaces de cambiar dindmicamente su reactividad.

Las interacciones débiles, como las hidréfobas, poseen una gran
importancia para la supervivencia del sistema.

El concepto de quimica supramolecular alcanza cada vez mayor relevancia al

incluir el acto implicito del disefio, ya sea en el uso de moléculas existentes, la sintesis

de nuevas moléculas o el ensamblaje de moléculas para la obtencién de moléculas con

caracteristicas apropiadas y propiedades especificas y deseables.?

La Quimica supramolecular es tinica desde el punto de vista de que es una quimica

de integracion, no de reduccién3, en la cual las fuerzas intermoleculares no-covalentes

juegan un papel fundamental, al ser las responsables directas de la formacién de los

sistemas de organizacién polimoleculares, como se ha comentado anteriormente. Por

ello, a diferencia de la quimica molecular, la cual estd basada fundamentalmente en el

enlace covalente, la quimica supramolecular tiene como objetivos las asociaciones

moleculares y los enlaces intermoleculares (Figura 1.1).

Fig.1.1 - Comparacién entre la Quimica Molecular y Supramolecular.
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Durante los afios 90, el progreso en la Quimica Supramolecular cobra una gran
relevancia al dirigirse hacia el nuevo campo de la Arquitectura Supramolecular, tratando
de imitar a los sistemas supramoleculares naturales. Asi, los nuevos métodos sintéticos
basados en la quimica supramolecular han creado novedosas estructuras ramificadas,
ciclicas, entrecruzadas, en estrella, dendriticas (Figura 1.2), etc. Estas nuevas
arquitecturas macromoleculares se caracterizan porque son principalmente construidas
por interacciones inter- e intramoleculares.?

Fig. 1.2 - Similitud entre un arbol y una estructura dendritica.

Mediante la manipulacién de estas interacciones, este campo de la quimica esta
evolucionando hacia la Quimica de la Informacion Molecular; implicando el
almacenamiento de informacién a nivel molecular, su recuperacién, transferencia y
procesado a nivel supramolecular. Para ello, opera a través de sucesos de
reconocimiento molecular basados en interacciones bien definidas (de enlaces de
hidrégeno, secuencias de grupos donantes/aceptores, etc.).

Un buen ejemplo del impacto de la investigaciéon supramolecular en este campo, lo
encontramos en el disefio y la sintesis de moléculas que responden a analitos
determinados, ya que existen un gran nimero de procesos biolégicos vitales que se
basan en el reconocimiento y transporte de aniones determinados como sulfatos,
fosfatos, carbonatos y cloruros. Como es el caso del movimiento de fosfolipidos
mediante el reconocimiento de los grupos de cabeza de fosfatidilserina cargados
negativamente. Asi la busqueda de un receptor adecuado para un analito, se puede
considerar como un ejercicio propio dentro de la quimica supramolecular+ (Figura 1.3).
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Fig. 1.3 - Complejos éter corona y criptando con iones K*.

La Quimica Supramolecular serd pues la encargada del estudio del reconocimiento,
coordinacion y fijacion de especies moleculares e ionicas, entendiendo por reconocimiento
molecular a los procesos que conducen a la unién de dos o mas entidades (moléculas,
iones, dtomos) por fuerzas no covalentes (electrostaticas, interaccidnes m-11, fuerzas de
Van der Waals, enlace de hidrégeno, efecto hidréfobo, etc.). También se ocupara del
estudio de estas estructuras complejas.

Desde un punto de vista termodinamico, deben considerarse las contribuciones de
la entalpia y la entropia a la estabilidad y formacién de las estructuras
supramoleculares. En particular, la liberacién de moléculas de agua estructurales de un
determinado sistema molecular es un fenémeno ampliamente estudiado en sistemas
hidréfobos que incrementa la entropia del sistema.3

La creaciéon de ensamblajes entre moléculas mediante fuerzas intermoleculares es
una de las posibilidades mas factibles para la construccion de arquitecturas
supramoleculares. Un buen ejemplo es la quimica de las ciclodextrinas, muy
representativa de esta drea de investigacién, y que han sido ampliamente usadas como
un modelo apropiado de enzimas artificiales. Los fenémenos interfaciales como la
formacion de bicapas lipidicas y micelas en moléculas tensioactivas, han sido también
extensamente estudiados. El tamafio y escala de los ensamblajes moleculares han ido
en aumento a lo largo de estos tltimos afios, por lo que la Quimica Supramolecular se
encuentra una situaciéon privilegiada para su desarrollo en el campo de los
biomateriales.

A continuaciéon (Tabla 1.1) se muestra un resumen de los conceptos y estructuras
adoptadas para diferentes arquitecturas supramoleculares:
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Tabla 1.1 - Resumen de arquitecturas supramoleculares.
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En nuestro continuo proceso de aprendizaje, observamos que la naturaleza sabe
aprovechar al maximo las ventajas de las estructuras supramoleculares. Una molécula
de ADN soporta toda la informacién unidimensional sobre el cuerpo humano, el cual
posee arquitectura tridimensional. La informacién transportada por el ADN, es
heredada por el ARN y trasladada mientras todavia posee estado unidimensional.
Finalmente, estas moléculas unidimensionales realizan varias funciones para la

formacién de estructuras tridimensionales ordenadas.

Las proteinas poseen también estructuras moleculares primarias unidimensionales,
estructuras secundarias, llamadas a-hélices o [B-laminas, estructuras terciarias las
cuales son formadas por el ensamblaje de las estructuras secundarias, y estructuras
cuaternarias. Estas estructuras jerarquizadas son formadas principalmente por
interacciones no-covalentes y enlaces disulfuro; de ahi la importancia de que determinados
grupos funcionales y/o residuos estén ordenados espacialmente en posiciones concretas dentro de
estas estructuras tridimensionales. Este es un factor clave para el reconocimiento especifico de
la estructura quimica de la sustancia.?

Otro papel importante de la estructura supramolecular en la naturaleza es su cardcter
dindmico. Desde el reconocimiento, por parte de las enzimas de los sustratos a través de
interacciones no covalentes, los sustratos pueden disociarse después de las reacciones,
y los enzimas liberados, pueden actuar de nuevo sobre otros sustratos. Algunas
proteinas cambian sus estructuras tridimensionales para tener diferentes actividades
mediante fosforilacion. Estos cambios de actividad son reversibles en respuesta a
procesos de fosforilacién/desfosforilaciéon en zonas especificas de las proteinas, esta
reversibilidad constituye una de las caracteristicas basicas de las acciones biolégicas.

La divisiéon celular puede ser realizada debido a que las membranas plasmaticas
estin formadas mediante interacciones hidréfobas débiles de fosfolipidos. Las
unidades 6seas formadas de fibras de coldgeno con cristales de hidroxiapatita
producen la reabsorciéon del hueso y osteogénesis. Estas actividades no pueden ser
realizadas si hablamos de enlaces covalentes debido a que su fortaleza dificultaria su
disociacién bajo condiciones fisiolégicas. Ademads, los organismos vivos necesitan
estructuras supramoleculares para la realizacién de funciones complejas que no
pueden ser realizadas mediante enlaces covalentes. Por tanto, la estructura
supramolecular se presenta como indispensable para la formacién de estructuras
tridimensionales utilizando informacién unidimensional.2

La Quimica Supramolecular ha alcanzado, absorbido y unificado aspectos de la quimica-
fisica, quimica orgdnica, bioquimica, quimica inorgdnica y la quimica de polimeros, las cuales
eran consideradas hasta no hace mucho como especialidades cientificas independientes.
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1.2 ACIDOS Y SALES BILIARES

La formacion de bilis es esencial para una digestion normal, la absorcién de lipidos
a nivel intestinal, la homeostasis del colesterol y para la excreciéon hepética de
xenobiodticos solubles en grasas, los farmacos y los metales pesados.

La bilis secretada por el higado, estd compuesta principalmente por ~67% de sales
biliares, fosfolipidos, colesterol, proteinas y agua. Asi la composicién de la secrecion
biliar (0.5-1L/dia) constaria mayoritariamente de los siguientes componentes:
electrolitos i6nicos y aniones inorgénicos como el Na*, K+, Cl, HCOs, Ca2, Mg?",
acidos biliares, bilirrubina, lipidos como la lecitina, colesterol, proteinas, y péptidos y
aminas como el glutatién, el glutamato, el aspartato y la glicina.

Los 4cidos biliares son compuestos esteroideos anfipaticos, derivados del colesterol
mediante catalisis enzimatica en el higado.

Su sintesis, puede ser dividida en una ruta clasica y otra alternativa (véase la Figura
1.4).

Fig. 1.4 - Formacién de acidos biliares primarios a partir del colesterol.

La ruta clasica, conduce a la formacién de acido célico a partir de colesterol en un
90%, mientras que la ruta alternativa, conduce principalmente a la formacién de 4cido
chenodesoxicolico. Por ello, en el cuerpo humano los dcidos biliares principales son el
acido célico (4cido 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colanoico) en un 70% junto con sus
metabolitos y el &cido chenodesoxicélico (4cido 3a,7a-dihidroxi-5B-colanoico) que
completa el 30% restante. Estos acidos biliares primarios son sintetizados en los
hepatocitos (células del higado) y conjugados en el grupo carboxilico terminal (Ca4) con
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los aminoécidos taurina y glicina dando lugar a sus correspondientes derivados (véase
la Figura 1.5).

Fig. 1.5 - Glico y Tauro derivados del acido célico

Esta amidaciéon, aumenta el caricter anfipatico y disminuye la constante de
ionizacién de los acidos biliares, proporcionandoles un mayor caracter hidréfilo y una
mayor facilidad para ser excretados en la bilis. Los glicoconjugados, que son
predominantes en los humanos, y los tauroconjugados, predominantes en los roedores,
poseen valores de pK. de 4 y 2 respectivamente, existiendo al pH fisiologico, en sus
formas de sales anidnicas, a estas especies se las conoce como sales biliares primarias. Las
restantes sales biliares, se obtienen a partir de estas dos mediante diferentes procesos
quimicos a lo largo del aparato digestivo, denomindndoselas sales biliares secundarias
(véase la Figura 1.6).

SALBILIAR -R1 -R2 -R3

Colanoatosadico -H -H -H

Litocolato sodico -0OH -H -H

Desoxicolato sadico -OH -H -0OH

Chenodesoxicolato
-OH | -OH -H

sodico

R W
1

Colato sadico -0OH -OH -OH

Fig. 1.6 - Sales biliares primarias y secundarias

Las sales biliares son el mayor soluto organico en la bilis, y su secrecion a la sangre,
representa la mayor fuerza estimuladora para la formacién de bilis hepética. Aunque la
bilis es isoosmética con el plasma, las sales biliares se encuentran més concentradas en
ésta, por lo que se necesita un transporte activo en los hepatocitos contra este gradiente
de concentracién. A modo de ejemplo nos encontramos con que en la vesicula biliar la
concentracion de sales biliares se sitda entre 10-50 mM y fuera de esta es inferior a 4
mM.21

Después de su secrecion, las sales biliares viajan a través de una serie de conductos
biliares para ser almacenadas en la vesicula biliar, la cual, en respuesta a un estimulo
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por la presencia de alimentos en el duodeno, vacia su contenido en el mismo, donde las
sales biliares jugardn un papel muy importante en la digestiéon y absorcién de lipidos y
vitaminas solubles en grasas, como las vitaminas A, D, E y K. La mayoria de estos
componentes de los jugos digestivos son reabsorbidos a lo largo de todo el tracto
intestinal pasando por el duodeno, el yeyuno y siendo absorbidos mayoritariamente en
el ileén. Es en esta parte baja del intestino delgado, donde ciertos microorganismos
producen la biotransformacién de los &cidos biliares primarios y de sus glico o tauro
derivados. Estos procesos consisten basicamente en la ruptura de los enlaces amida
que unen los aminodcidos taurina y glicina, la deshidroxilacion de la posicion 7a y la
oxidacién de la posicion 12, (véase las Figura 1.6y 1.7).5

Fig. 1.7 - Imagen del higado, vesicula biliar, conductos biliares e intestino delgado.

Las propiedades de detergencia de las sales biliares ayudan a la solubilizacion de
fosfolipidos biliares y del colesterol, mediante la formacién de micelas mixtas. Se cree
que el colesterol y la lecitina son secretados por las células hepaticas, en forma de
vesiculas unilamelares termodinamicamente metaestables, mientras que las sales
biliares anfifilicas son liberadas independientemente por rutas diferentes. Estas
vesiculas secretadas son después solubilizadas parcialmente por las sales biliares para
la formacion de las ya mencionadas micelas mixtas (Figura 1.8). Ademads, el agua es
absorbida por la bilis durante este proceso y su efecto en la concentraciéon ayuda a la
transformacion de las vesiculas en micelas.®

Fig. 1.8 - Hipotético proceso de formacién de micelas mixtas.

11
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Las sales biliares intraduodenales regulan las secreciones pancreéticas y la
liberaciéon de péptidos gastrointestinales. La gran mayoria de las sales biliares son
eficientemente reabsorbidas a través de una combinacién de absorciones mediante
diferentes mecanismos independientes o dependientes de equilibrios con el Na* a lo
largo del intestino delgado.” Las sales biliares absorbidas son devueltas al higado
mediante la circulacion portal y secretadas de nuevo a la bilis. Este flujo continuo de
sales biliares, que esta limitado a los hepatocitos, conductos biliares, el intestino y la
sangre portal, es denominado circulacion enterohepitica (Figura 1.9). Esta eficiente
cirulaciéon enterohepatica asegura que del total de sales biliares de un humano adulto
(3-4 g), que circulan de 6-8 veces cada 24 h a través de la ruta enterohepatica,
tnicamente se pierdan en torno a 0,5 g de sales biliares por dia mediante excrecién
fecal, representando un 5% del total. Esta pérdida es compensada por la sintesis de
nueva sal biliar hepatica a partir del colesterol, representando ésta solo un 3% de la sal
biliar secretada con la bilis hepética y situdndose como una ruta importante para la
eliminacién de colesterol del cuerpo.?

Hepatocito

Colaginocito

Circulacion portal

Higado

Vesicula biliar
{duodeno) Intestino delgado
lleocito

{iledn) Intestino delgado

Fig. 1.9 - Circulacién enterohepatica de sales biliares.

La adicién de colesterol a las vesiculas de lecitina reduce drasticamente su salida y
aumenta la cantidad de sal biliar necesaria para la completa solubilizacion de la
vesicula. También se observa que las sales biliares mds hidréfobas regulan la meta-
estabilidad vesicular del colesterol mediante la modulacion de la hidrofobia de
fosfolipidos en las vesiculas. Inducen pues, al crecimiento vesicular y a unas relaciones mds
bajas de sal biliar/lecitina.® Diferentes estudios demuestran que los balances hidrofilia-
lipofilia de mezclas de sales biliares pueden afectar directamente en los primeros
momentos de la formacién de célculos biliares de colesterol. Si en un sistema ternario
sal biliar-lecitina-agua se afade colesterol, el diagrama de fases del mismo cambia

12
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drésticamente, pudiendo sobrepasar la solubilidad micelar critica, lo que conduciria a
la aparicion de cristales de colesterol (Figura 1.10). También se cree que las vesiculas
ricas en colesterol tienden a agregarse y a fundirse en la bilis formando rdpidamente
nucleos de cristales de colesterol monohidratados.10

Fig. 1.10 - Calculo biliar e imagen SEM donde las flechas y el asterisco indican laminas de cristales de
colesterolll.

Teniendo en cuenta todos los aspectos vistos hasta este momento, el significado
fisiolégico de la secrecion de las sales biliares puede resumirse en los siguientes
puntos:

* Su sintesis y excrecién fecal representa una via muy relevante de excrecion de
colesterol corporal en exceso.

* La sales biliares y la lecitina en la bilis solubilizan el colesterol biliar, evitando
que precipite el colesterol en la via biliar.

*  Facilita la digestion de lipidos dietéticos (triglicéridos) junto al jugo pancreatico.

*  Facilitan la absorcion de vitaminas liposolubles.

También hay que tener en cuenta que debido a su gran poder surfactante, las sales
biliares pueden volverse potencialmente tdxicas, ya que todas las membranas
biol6gicas estdn compuestas de una gran cantidad de fosfolipidos y colesterol, que
pueden llegar a ser solubilizados por las sales biliares, produciendo una pérdida en la
capacidad de permeabilizaciéon de las membranas. Los dafios causados por las sales
biliares juegan un papel importante en una variedad de enfermedades que van desde
desajustes colestdsicos (obstrucciéon del flujo de la bilis) en el higado y colecistitis
(presencia de céalculos biliares) a pancreatitis (inflamacion del pancreas por problemas
en las vias biliares entre otros), desajustes en el reflujo gatroesofageal y desérdenes
diarreicos.

Los derivados de sales biliares como ya se ha visto tienen importantes funciones
tisiologicas y bioldgicas. En particular, los derivados basados en colatos, debido a su
estructura rigida, presentan ciertas ventajas al no desnaturalizar facilmente las
proteinas, adquiriendo un papel importante en el campo de las membranas proteicas.
Algunos de los derivados basados en colatos se pueden presentar como agentes
potencialmente terapéuticos ttiles en un amplio abanico de aplicaciones como la reduccion
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del colesterol, disolucion de cdlculos hepidticos, asistentes en la absorcion de farmacos,
actividades antimicrobianas,'2 como agentes reductores de radicales libres, 314 actividad
antibacterial \*15 agentes sinergistas de fdrmacos anticancerigenos,'617 reconocimiento
anionico,'819 transportadores de iones, quimica combinatoria, fusion vesicular, desarrollo de
permeabilidad de membranas,2° etc. Debido a su caracteristica estructura y su posibilidad
comercial, el 4cido codlico es un popular bloque basico en la Quimica Supramolecular,
presentandose recientemente como base adecuada en la construcciéon de nuevos
compuestos anfifilos sensibles a estimulos del entorno como los presentados en la
presente tesis.12

14
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1.3 AGREGACION EN SOLUCIONES

El proceso de agregacion espontaneo por el cual unidades moleculares sencillas se
unen formando estructuras de mayor tamafo en disolucién con un orden determinado
es un fenémeno de gran importancia en la vida diaria y en la naturaleza. Es bien
conocida la formacién de micelas por parte de las moléculas que forman parte de los
detergentes o el tipo mas importante de agregacién, esencial para la vida, como es la
formaciéon de las membranas de bicapas lipidicas por los fosfolipidos como ya
mencionamos anteriormente. Todos estos fenémenos han inspirado a cientificos de
todo el mundo a tratar de imitar y estudiar estos y otros tipos de agregados.?!

Disciplinas como la Biologia, Fisica, Quimica, Farmacologia, Ciencia de materiales,
Ingenieria... entre otras, son combinadas para alcanzar mejoras en la calidad de la
agricultura, medio ambiente, biotecnologia, procesos y productos biomédicos asi como
en productos comestibles y farmacéuticos. En todas estas areas los coloides y las
interfases estan casi siempre presentes.

Asi pues, la Real Academia Espafiola define los coloides como “la dispersion de
particulas o macromoléculas en un medio continuo”, mientras que el término macromolécula
lo define como “una molécula de gran tamario, generalmente de muy elevado peso molecular y
de origen natural o sintético”. Por ello, atin siendo entidades diferentes, los sistemas
coloidales y las macromoléculas se rigen por muchas leyes comunes.

Las unidades estructurales presentes en los coloides (macromoléculas y sistemas
multifasicos finamente divididos) se encuentran en el rango de 1nm-10 pm (Figura
1.11).

Fig. 1.11 - Sistemas bioldgicos pertenecientes al dominio coloidal.

En los sistemas coloidales no se produce una mezcla homogénea de soluto y
disolvente, por lo que no es una verdadera disolucién, lo que le confiere caracteristicas
diferenciadoras como pueden ser la capacidad de reducir tensiones superficiales o
interfaciales entre otras.
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La agregacion de moléculas a menudo tiene lugar al limite de la solubilidad.
Jugando la polaridad un papel importante en este punto, asi podemos diferenciar dos
grandes grupos de compuestos, los lidfilos (apolares) y los li6fobos (polares), los
primeros son facilmente miscibles con el disolvente apolar y termodindmicamente
estables, mientras que los liéfobos tienes caracteristicas opuestas a los anteriores.

Una caracteristica destacable de los compuestos con los que trabajamos en esta tesis
es que presentan propiedades anfifilas, contienen partes polares y apolares en la misma
molécula, lo que les proporciona comportamientos especiales y caracteristicos. Este
tipo de compuestos también son denominados surfactantes y tienden a acomodarse en
regiones propias a sus caracteristicas, como son las interfases entre dos medios.

Cuando este tipo de moléculas anfifilas se ubican en un disolvente, la tendencia de
las mismas es la de minimizar las interacciones desfavorables polares-apolares, por lo
que tienden a dar origen a diferentes tipos de agregados como pueden ser las micelas.
Habitualmente, este fenémeno sucede en el entorno de una determinada concentracién
conocida como concentracién de agregacion critica o cac. También es necesaria una
temperatura minima para asegurar la solubilidad del surfactante a la cac. (A esta
temperatura se la conoce con el nombre de Punto de Kraft, en el que coexisten los
monomeros de surfactante, las micelas y una suspension cristalina de moléculas de surfactante).
Se observa que al aumentar la longitud del grupo lipéfilo o el peso de éste, se produce
un aumento en la temperatura de Kraft, hecho que pueden ser contrastados
experimentalmente. Para la mayoria de las sales biliares el punto de Kraft es inferior a
0°C.

En este punto, debemos diferenciar varios aspectos relevantes, como que las
propiedades fisicas de las macromoléculas, tales como sedimentacién, difusién y dispersion
de la luz, son muy similares a las encontradas en los sistemas coloidales. Durante muchos
afios las macromoléculas fueron consideradas como asociaciones de coloides o sistemas
coloidales liofilos, pero las macromoléculas no son coloides, ya que estos se forman a partir
de la agregacion de pequefias moléculas, debido al balance entre fuerzas atractivas
débiles (como las fuerzas de Van der Waals) y fuerzas repulsivas. La agregacion
depende en su mayor parte del entorno fisico, particularmente el disolvente, por lo que
cambios en éste pueden conducir a cambios drasticos en la agregacion.

Por otra parte, las macromoléculas se forman a partir de la repeticion de muchas
pequenas moléculas, enlazadas entre si mediante enlaces covalentes, por lo que deben
ser contempladas como una entidad y no como un agregado. Si se producen cambios
en el disolvente, a diferencia de lo que ocurria con los sistemas coloidales, las
macromoléculas mantienen su identidad a menos que se produzcan rupturas en los
enlaces covalentes, lo cual requiere condiciones relativamente mas drasticas que para
producir la desagregacién de un sistema coloidal.
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Basicamente, podemos encontrar dos tipos de macromoléculas: polimeros sintéticos
(como pueden ser las resinas epoxidicas empleadas al final de la presente tesis) y
polimeros bioldgicos, siendo los primeros aquellos que no existen como tales en la
naturaleza ya que son elaborados por el hombre. Los polimeros biologicos existen en la
naturaleza pero también pueden ser sintetizados en el laboratorio.

Podemos considerar que existen tres disciplinas cientificas que van a abordar
diferentes aspectos comunes tanto de los sistemas coloidales como las macromoléculas.
Estas son la ciencia de coloides, la ciencia de fenomenos de superficie y la ciencia
macromolecular.

La ciencia de coloides abarca el estudio de las propiedades fisicas, mecanicas y
quimicas de los sistemas coloidales. La ciencia de fenémenos de superficie comprende
los fenémenos desarrollados en las superficies macroscépicas y la ciencia
macromolecular investiga los métodos de sintesis en el caso de los polimeros sintéticos
(o el aislamiento y purificacién en el caso de productos naturales como las proteinas,
acidos nucleicos y carbohidratos) y la caracterizacién de las macromoléculas.

Con todas las consideraciones realizadas hasta el momento, para entender los tipos
de agregados que se forman a partir de las sales biliares y sus derivados, se considera
oportuno hacer una breve introduccién a la geometria y caracteristicas de la molécula
base de partida para nuestro trabajo.

El colato sddico o dcido cdlico, en su forma acida, presenta una serie de caracteristicas
estructurales que le confiere unas propiedades surfactantes idéneas para el correcto
funcionamiento del sistema hepatico-digestivo, como ya hemos visto con anterioridad.
Las propiedades surfactantes del mismo son debidas en gran parte, a su configuraciéon
cis que presenta la unién entre los anillos A y B del ntcleo esteroideo, permitiendo una
minimizacién de las distancias entre los grupos hidroxilo (del orden de 5 A), entre las
posiciones 3, 7 y 12 (Figura 1.12). Estos grupos le confieren a la molécula un cierto
caracter polar. Por todo ello, este tipo de moléculas presentan dos caras o regiones
opuestas: una cara a (polar) definida por los grupos hidroxilo y el grupo carboxilico y
una cara P (apolar) que viene determinada por los anillos hidrocarbonatos A, B, Cy D
del ntcleo esteroideo, asi como por los grupos metilos de las posiciones 10 y 13 (Figura
1.13).
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Fig. 1.12 - Dimensiones y geometria del colato sédico con la cadena lateral plegada

Fig. 1.13 - Dimensiones y geometria del colato sédico con la cadena lateral estirada.

Estas caracteristicas van a dotar a las sales biliares derivadas del colato sédico de
unas propiedades surfactantes muy interesantes frente a otro tipo de sales biliares

como las mono o dihidroxilicas que poseen un cardcter polar menor.

Se ha visto que los grupos hidroxilo del acido célico pueden tener interacciones
especificas, como aquellas encontradas en compuestos de inclusién, organogelificantes
y bases receptoras, ademas de presentar diferente reactividad en cada uno de los
grupos.
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La oxidacion de los grupos hidroxilo (formaciéon de oxosales biliares), su
sulfonacion o su sustitucion por aztcares, son modificaciones que se hacen de manera
usual. La amidacién del grupo carboxilo con aminodcidos como glicina o taurina,
también contribuye a cambios en el balance hidréfilo-lipéfilo de las sales biliares. Asi
los tauroderivados son mas hidroéfilos que los glicoderivados, los cuales a su vez son
mas hidréfilos que las sales biliares originales.

Si la cara a presenta varios grupos polares, el balance hidrofilo-hidréfobo, conocido
como HLB serd elevado, reflejando una notable diferencia de polaridad respecto a la
cara . Si la cara a no presenta mas que un grupo polar o varios grupos pero de escasa
polaridad, el HLB sera bajo y significa que la molécula sera poco polar. Evidentemente,
el HLB de las sales biliares trihidroxilicas es mayor que el de las dihidroxilicas y éste, a
su vez, es mayor que el de las sales biliares monohidroxilicas que presentan ya un
marcado caracter apolar.

La polaridad de las sales biliares ademas de depender del nimero de grupos
polares presente en la molécula también dependera de la posicién que ocupen éstos,
disminuyendo aquella segtn el orden 3 = 6 > 7 > 12. Por otra parte, si la orientaciéon de
tales grupos es ecuatorial (es decir, hacia la cara ), disminuye el HLB. Por el contrario,
el caracter hidréfilo de la molécula aumenta cuando dichos grupos estan en posiciones
axiales (es decir, hacia la cara a).

Asi, todos los derivados sintetizados en este trabajo van a presentar una variacion
clara en la polaridad de la molécula de partida, asi como de la naturaleza y del tamafio
de la cadena lateral. Ello puede convertirlas en buenos modelos de moléculas huésped,
para estudiar su efecto en la complejaciéon con diferentes tipos de compuestos como
podrian ser las ciclodextrinas??, o para la realizacion de estudios comparativos de
comportamiento entre diversas moléculas sintetizadas.

1.3.1 AGREGACION EN AGUA

Debido a su caracter anfifilico, las sales biliares presentan un comportamiento
autoasociativo dando origen a agregados en disoluciéon acuosa. Mediante el
conocimiento de las propiedades de agregacién en disolucién, podremos predecir las
condiciones experimentales bajo las cuales tendremos el sistema en forma de
mondmeros libres o formando diferentes tipos de agregados.

A consecuencia de sus propiedades surfactantes estas sustancias se adsorberan
sobre la superficie, o interfase, por lo que su efecto se relacionard con el recubrimiento
de dicha superficie. Ademés de la adsorciéon también son capaces de asociarse para
formar los ya denominados polimeros de agregacion o auto-asociacion conocidos con
el nombre de micelas. Tanto la capacidad de agregaciéon como la de adsorcién seran
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factores limitantes a la hora de determinar las propiedades de las disoluciones de las
sales biliares.

Las micelas se forman espontdneamente, constituyendo un sistema dindmico con
tiempos de vida del orden de los milisegundos. Los monémeros estan continuamente
intercambidndose con el medio que los rodea, con tiempos de residencia en la micela
del orden de microsegundos. 21.23

En medio acuoso la zona polar estara orientada hacia el exterior de la micela, para
un completo contacto con el agua que la rodea y la parte mas hidréfoba hacia el
interior generando una regiéon méas apolar. Las fuerzas que conducen a la micelizacién
espontdnea estan motivadas por el efecto hidréfobo o la tendencia que tienen las
moléculas o regiones apolares de estas a interaccionar entre si preferentemente que con
las moléculas de agua.

Cuando las moléculas estan libres en el agua, las zonas hidré6fobas se encuentran
hidratadas. Esto implica el aumento de las interacciones de enlaces de hidrégeno y la
pérdida de movilidad de las moléculas de agua de hidratacién con respecto a la
situacion de agua libre. Por otro lado, cuando ocurre la formacion de las micelas, cobra
una mayor relevancia las interacciones por fuerzas de Van der Waals entre las zonas
hidréfobas de las moléculas, disminuyendo la hidratacion anteriormente
mencionada.?!

La consecuencia de la ruptura de los enlaces de hidrégeno produce un efecto
entadlpico desfavorable, que es compensado por la ganancia de entropia debida al
aumento de moléculas de agua libres. Esto también compensa dos efectos de menor
magnitud como son: la pérdida de entropia de las zonas hidréfobas y el aumento
entélpico debido a las repulsiones de las zonas polares, especialmente cuando los
compuestos son idénicos. Sin embargo, la union de contraiones en este tltimo caso,
también atentia esta repulsion al disminuir totalmente la carga superficial 2!

Kawamura et al han propuesto un modelo de agregaciéon de las sales biliares en
forma de disco, con la cara apolar de las mismas dirigida hacia el interior de la micela y
las caras polares en contacto con el medio que la rodea (Figura 1.14). El modelo esta
avalado por datos experimentales de fluorescencia, descenso del punto de congelacion,
determinacion de la actividad de iones sodio (pNa), etc.2
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Fig. 1.14 - Modelo de Kawamura, A) Vista frontal B) Superior y C) lateral.

A modo de ejemplo encontramos datos bibliograficos en los cuales la cac para el
colato s6dico, con una concentracién 0,15 M de NaCl (pH=7), es de 7-8 mM (Tabla
1.2).18 En otros articulos, los valores de cmc para el colato sédico se sittan entre 13-20
mM, resaltando que la adicién de dimeros de acidos biliares derivados del acido célico
disminuyen la cmc del colato sédico.?!

Los valores de la cmc de las sales biliares trihidroxilicas son generalmente
superiores a los de las dihidroxilicas. La cmc en el caso de amino &cidos derivados de
acido célico y desoxicolico es més baja que para los respectivos acidos biliares libres24.

pKa cac (mM)
Colato Sédico 4.63 11
B-alanina conjugada con 4cido célico 4.46 6
L-feinilalanina conjugada con acido cdlico 418 10

Tabla 1.2 - cac y pK, del colato sédico y derivados.

Hendra M. Willemen y col. han estudiado una serie de a-amino acidos acoplados al
acido coélico, mediante los cuales se puede observar que la cac varia ligeramente con la
estructura molecular, y se producen pequefias disminuciones en la misma cuando se
aumentaba la hidrofobia del compuesto. También se evidencia la disminucién en la cac
de los derivados con respecto a la sal biliar original®.

Las micelas o agregados suelen poseer varias decenas o centenares de moléculas
orientadas. La dimension y geometria de estos agregados depende de la estructura del
surfactante y del ambiente fisicoquimico pudiendo dar origen a disoluciones
monofésicas micelares estables. Estas son consideradas como polimeros de agregacion
con tamaiios del orden de 10-100 A, como coloides lidfilos. Pueden aumentar su
tamafio por la solubilizacién de sustancias en su interior, aumento de la concentracién
de surfactante, etc. llegando a alcanzar tamafios de 0,1 pm.

Los agregados formados pueden tener otras formas diferentes a la micela cilindrica,
pueden adoptar formas tipo gusano, bicapas, vesiculas simples, mixtas, formadas por
una o multiples capas..., con tamafios que pueden ir desde unos pocos nanémetros
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hasta varios micrémetros. En ocasiones estos agregados también se pueden obtener
mediante la mezcla de surfactantes idnicos. En el caso de las micelas tipo gusano,
suelen conllevar un aumento de la viscosidad de la disolucién. También se pueden
originar otro tipo de agregados en disolucién acuosa como es el caso de hidrogeles y
cristales liquidos liotrépicos. La formacién de estos agregados dependera directamente
de la estructura y concentracién del surfactante empleado.

Willemen y col. han sintetizado, y caracterizado mediante técnicas como crio-TEM y
light scattering, diversos derivados de acidos biliares (Figura 1.15). En particular han
realizado derivados éster mediante los grupos hidroxilo del acido célico con actividad
antimicrobiana, en los cuales se evidencia la formaciéon de agregados micelares
esféricos en agua, de 3-6 nm y 5-6 nm cuando alargaba las longitudes de las cadenas
laterales. También confirma la aparicién de agregados de 15-50 nm ocasionalmente,
con la misma variacién de densidad que los pequefios, por lo que no son estructuras
vesiculares. Asume que las micelas secundarias son racimos de las pequefias micelas
primarias. Este proceso es similar a la agregacion en dos pasos propuesto para el acido
c6lico.?0

Fig. 1.15 - Imagenes de crio-TEM 1% peso para el compuesto de la imagen en soluciéon acuosa, n=12
m=7 y n=16 m=3 respectivamente, barra 50 nm,20

También se han realizado estudios con derivados de acido célico con a-amino
acidos acoplados via enlaces amida al &cido carboxilico. Estos conjugados también
evidencian la formacién de pequefias micelas de tamafio de unos 5 nm y algun
agregado mas grande en torno a 20 nm (Figura 1.16).25

Fig. 1.16 - Imagenes de crio-TEM 1% peso solucién acuosa, barra 100 nm.%
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A continuacién se muestran otros ejemplos de estructuras de auto-ensamblaje de
derivados esteroideos,? en los cuales se evidencia la existencia de estructuras
cilindricas o fibrosas (Figura 1.17).

Fig. 1.17 - Imagenes de TEM de agregados de derivados de colesterol.
1.3.2 AGREGACION EN DISOLVENTES ORGANICOS.

Al igual que sucedia anteriormente, cuando moléculas de surfactante son situadas
en un medio organico estas pueden dar lugar a diferentes tipos de agregados. Un
ejemplo de ello son las micelas invertidas, en las cuales las regiones apolares de las
moléculas estaran orientadas hacia el medio que las rodeas mientras que las zonas mas
polares se situaran hacia el interior de la micela, originando una regién polar en el
interior de la misma, fenémeno opuesto al que tiene lugar en medio acuoso.2!

Dentro de los agregados formados en disolventes organicos, podemos destacar los
Organogeles. Su estudio comenzé hace aproximadamente unos 30 afios y una
caracteristica principal de los mismos es la formacién de redes tridimensionales de
fibras entrelazadas formadas por la agregacion de las moléculas del surfactante.?!

De la reaccién de distintos acidos biliares con aminas secundarias y algunos
disolventes organicos y acuosos, se generan organogeles, revelando la presencia de
agregados fibrosos y fibras helicoidales para diferentes productos (Figura 1.18). La
gelificacion tiene lugar a través de la formacién de cltsteres fibrosos con un posterior
entrecruzamiento de los mismos.27-28

Fig. 1.18 - Microfotografia 6ptica de fibras en un gel de un derivado de 4cido c6lico.27-28

Existen diversos articulos centrados en la obtenciéon de derivados de sales biliares
para su uso como potentes agentes gelificantes, obteniéndose geles estables,
transparentes y termorreversibles. La gelificacion tiene lugar mediante la intervencion
de enlaces de hidrégeno (enlaces amidas y grupos hidroxilo) entre las diferentes
moléculas y los disolventes, conduciendo a la formacién de redes tridimensionales
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como ya se ha comentado. La posibilidad de efectuar cambios en la estructura
molecular permitird, a priori, actuar sobre la capacidad gelificante de los compuestos,?
logrando que una molécula de agente gelificante sea capaz de inmovilizar del orden de
105> moléculas de agua.®

También se ha estudiado el efecto del tipo de enlace en el poder gelificante. Asi se
han comparado enlaces amida, éster y urea, obteniéndose geles (basados en los enlaces
de hidrégeno) estables y transparentes en disolventes aromaticos que formaron fibras
monomoleculares. Asi, para el caso de ésteres derivados, se observé la formacion de
micelas cilindricas invertidas que provocan la gelificacion de disolventes apolares.31-32

Otros trabajos con derivados del colesterol y sales biliares evidencian la existencia
de micelas cilindricas y fases multilaminares (Figura 1.19).33-34

Fig. 1.19 - Micelas cilindricas con didmetros medios de 5.4 nm del Colesteril -33-N-
((dimetilamino)etil)carbamato en agua.3*

En algunos casos, como ya se ha mencionado se han obtenido estructuras
perfectamente ordenadas que claramente se pueden identificar como cristales liquidos
(Figura 1.20).35

Fig. 1.20 - Textura birrefringente caracteristica de los cristales liquidos de un derivado de colesterol con

4cido lactico.35

También se han obtenido nanotubos mediante el ensamblaje de derivados de

colesterol con 6xidos metélicos, como se muestra en las siguientes imagenes (Figura

1.21).26
":\ri f’ N :. v :
B lv U

Fig. 1.21 - Nanotubos obtenidos de autoensamblje de derivados de colesterol con 6xidos de Talio,

Titanio y Circonio en acetonitrilo.26
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1.3.3 ESTADO CRISTALINO.

La elaboracion, caracterizacion y estudio de cristales de los acidos biliares y sus
derivados ha sido un tema que ha suscitado un gran interés y ha sido extensamente
abordado por diferentes grupos cientificos durante los tultimos 60 afios. Esto es
motivado por el uso que estos compuestos tienen en una gran cantidad de aplicaciones
précticas como: la formacién de complejos de inclusién, reacciones de polimeracion3-42,
su uso en sistemas de liberacion controlada de sustancias activas*® y la resolucion de
mezclas racémicas*# entre otras.

Por otro lado el estudio y comprension de la estructura cristalina puede ser de
utilidad para la predicciéon de modelos de agregacién de las sales biliares en disoluciéon
acuosa* y con disolventes organicos. Los estudios cristalograficos que podemos
encontrar en la bibliografia a menudo incluyen estudios de recristalizacion en
disolventes de diferente polaridad, tamafio y otras diferencias estructurales. La
mayorfa de estos estudios se han centrado sobre todo en los acidos: célico (CA) y
desoxicolico (DCA).

En la presente tesis debemos de destacar la obtenciéon de diferentes tipos de
compuestos de inclusién, con disolventes en algunos casos como moléculas huésped o
libres de las mismas, obteniéndose diferentes tipos de cristales en cuanto a su
estequiometria, sistema cristalino o grupo espacial. Este hecho estd intimamente
relacionado con la capacidad del acido célico y otros acidos biliares para la formaciéon
de complejos de inclusién con moléculas de diferente naturaleza, dando origen a
complejos con sistemas cristalinos diversos, grupos espaciales o estequiometrias como:
1:1(monoclinica P21)#-51, 2:1(hexagonal P6522)51-52, entre muchos otros.

En la bibliografia se puede encontrar un gran nimero de trabajos realizados con
derivados de acidos biliares naturales que abarcan diferentes aspectos como: (i) la
influencia de la orientacién de los grupos hidroxilo>*57; (ii) la influencia de la cadena
lateral-63; (iii) la influencia de la variacion del grupo funcional en la cadena lateral
(alcohol#96465, éster de metilo*966-71, amida6-47.72-85,

Sin embargo se ha prestado una menor atencion a las modificaciones realizadas en
el grupo hidroxilo de la posiciéon C3!. Algunos estudios realizados con derivados en
esta posicion corresponden a los 3-ceto derivados del acido litocolicosé, a 3pB-amino
derivados de acido cdlico que forman compuestos de inclusiéon con altas relaciones

! Numeracion para el acido colico y region sobre la que se han realizado las modificaciones:

0
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sustrato/huésped, 1/4 (metanol)®” y sus formas zwitterionicas cristalizan en una
estructura ortorréombica P2:2:2:8 y al &cido [3B, 5 B, 7a, 12a]-3[(adamantil-1-carbonil)-
amino]-7-12-dihidroxicolan-24-oico (AdCA) en el cual la superficie hidréfoba del dcido
biliar natural ha sido incrementada mediante la incorporaciéon del grupo adamantilo®.
La sal de sodio de este compuesto forma una fase laminar, constituida por bicapas
cargadas separadas por moléculas de agua periédicamente intercaladas.

Por otro lado, cuando la superficie hidréfoba del acido biliar natural es aumentada
mediante la incorporacion de un grupo ter-butilfenilo en la misma posicién, el nuevo
derivado origina tubos moleculares en disolucion®. El hallazgo de estas nuevas
estructuras supramoleculares en su dia, nos sugirieron que se debian llevar a cabo
estudios més profundos sobre la influencia de grupos hidréfobos por la posicién C3.

Existen numerosos articulos centrados en la determinacién e interpretacion de los
diagramas de fases de sistemas sal biliar, colesterol y fosfolipidos para el estudio de la
cristalizaciéon en funcién de las propiedades anfifilas de la sal biliar, el contenido en
fosfolipidos, la saturacién de colesterol y la concentracion de lipidos.17343542 La Figura
1.22 muestra un ejemplo tipico de un diagrama de fases. En el mismo, se pueden
observar los diferentes estados que se encontrardn dentro del sistema, desde micelas,

vesiculas, monémeros libres o la formacién de cristales.

100 ,°

central 3 o\

crystals
vesicles

vesicles

micelles

right 2 &

100 % Bile salt

|
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 02 04 0.6 0.8

PL/(BS + PL) ratio

Fig. 1.22 - Diagrama de fases tipo para el sistema ternario colesterol/lecitina/Sal biliar.

Nuestro grupo a lo largo de estos dltimos 15 afios ha venido desarrollando un
extenso trabajo en el d&mbito de los derivados de sales biliares. Cabe destacar entre
otros, el estudio de auto-agregaciéon del acido [3pB,503,7a,12a]-3-[(adamantano-1-
carbonil)-amino]-7,12-dihidroxicolan-24-oico (Na-AdC). Este compuesto forma una
fase laminar (Figura 1.23) que consistiria en bicapas infinitas de Na-AdC separadas por
disolvente que se repiten periédicamente.’” Se ha visto que estas estructuras laminares
son similares a las originadas por algunos derivados de colesterol.
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Fig. 1.23 - Imagen TEM de Na-AdC en solucién acuosa

Debido a la relevancia del estado cristalino en la presente tesis, a lo largo del capitulo 2
de la misma, que se centrard en los cristales obtenidos durante la realizacién de la tesis,
se hard una pequena revision bibliografica sobre los aspectos mas destacables y
pardametros a tener en cuenta de los cristales obtenidos hasta el momento para que nos
ayuden a una mejor comprensién de los resultados obtenidos.

14 NANOPARTICULAS DE ORO%

En estos ultimos afios, las nanoparticulas han cobrado un gran interés desde el
punto de vista industrial, médico, tecnolégico, etc. Sus dimensiones son inferiores a los
100 nm y provienen de diferentes materiales, aunque los mas comunes suelen ser los
metales, 6xidos metdalicos, materiales ceramicos y silicatos. 2 Las nanoparticulas que
integran los coloides metélicos suelen ser nanoparticulas metalicas (como: Au, Ag y
Cu) en suspension en el disolvente deseado.

Los coloides metélicos se conocen desde hace mucho tiempo. En la antigtiedad se
empleaban ya los coloides de oro como sustancias colorantes en la fabricacion de
vidrios. Desde los tiempos de Faraday se conocen las propiedades 6pticas especiales de
las suspensiones de nanoparticulas metdlicas. Estas poseian un color diferente segtin el
método de fabricacién. El mecanismo preciso para dicha coloracion fue propuesto por
G. Mie quien mostré que los colores de los coloides metélicos, considerados como
suspensiones de particulas esféricas, eran una consecuencia conjunta de la absorcion y
difusién de la luz. En los taltimos tiempos las técnicas de fabricacién y modificacion de
coloides metalicos o semiconductores se han desarrollado extraordinariamente con el
fin de obtener particulas con morfologias y propiedades adecuadas para ser empleadas
en dispositivos nanoscépicos con aplicaciones diversas: dispositivos electrénicos,
Opticos, espectroscopicos, etc. Por ello, una cuestion muy importante en la preparaciéon
de sistemas coloidales para las diferentes aplicaciones es la posibilidad de controlar la
forma y el tamafio de las nanoparticulas obtenidas, ya que las propiedades
optoelectrénicas que de ellas deriven dependen intimamente de estos parametros.

Las particulas coloidales en suspension tienen el problema de su gran inestabilidad
ya que tienden a precipitar con el tiempo. Por eso, se debe prestar especial atencién a
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la estabilizaciéon de los mismos mediante diferentes medios o agentes protectores.
Ejemplos de ellos los encontramos en los numerosos estudios en los cuales se tratan de
buscar moléculas que estabilicen las nanoparticulas como el empleo del &cido
p-mercaptobenzoico (dando origen a nanoparticulas con quiralidad, con los dos
enantiomeros alternados en la red cristalina, y formando una capa rigida superficial
que le confiere estabilidad al sistema),® o el empleo de L-fenilanina%,
polivinilpirrolidona%, aminoacidos®, 4-aminotiofenol””, 1-dodecanotiol y 1-
decilamina®, como agentes estabilizantes de nanoparticulas, entre muchos otros.

El empleo de los acidos biliares y sus conjugados en nanociencia representa una
novedosa idea, la cual abre grandes expectativas. Ya han sido descritas rutas para la
obtencién de nanoparticulas metélicas estabilizadas con etil éster N-litocolilcisteina.®
Maitra y col.l® también han sintetizado diferentes tioles anfifilos basados en sales
biliares para su empleo como agentes estabilizantes de nanoparticulas de oro,
destacando su importancia en las posibilidades de su uso en catélisis, procesos de
transferencia de energia, como sensores y agentes gelificantes.

1.4.1 PROPIEDADES OPTICAS Y ELECTRICAS DE LOS
COLOIDES METALICOS

En general, los coloides poseen unas propiedades 6pticas derivadas del tamarfio de
las nanoparticulas en suspensién y los coloides metalicos, en particular, presentan unas
propiedades Opticas especificas de su naturaleza metdlica. Sin embargo, en muchos
casos, pueden diferir de las de los metales a nivel macroscépico. En la realidad, las
nanoparticulas metalicas pueden ser consideradas como un estado intermedio entre un
simple dtomo y el material a escala macroscopica.

Las propiedades de materiales macroscopicos miniaturizados difieren en muchos
aspectos de los materiales de origen, siendo una caracteristica importante el hecho de
que sus niveles electrénicos son discretos, lo que da lugar a la manifestacion de efectos
cuanticos. Entre estos efectos esta el de los plasmones, nombre que reciben las
oscilaciones colectivas de los electrones libres existentes en los metales, las cuales
llevan asociadas energias de manera tal que las transiciones electronicas entre las
mismas dan lugar a la extincién de una parte de la luz incidente, originando un efecto
de coloracién en estos sistemas. Cuando las particulas metélicas son de pequefio
tamarfio en relaciéon con la longitud de onda, la absorcién predomina sobre la difusion.
La energia de los plasmones depende de la naturaleza del metal asi como de la
morfologia y tamafio de la nanoparticula.

En la bibliografia se pueden encontrar, por ejemplo, trabajos en los cuales se
controla el tamafio de las nanoparticulas usando como agente de estabilizaciéon el
citrato de sodio, obteniéndose sistemas de diferentes espesores de recubrimiento y
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tamafios de particula con gran potencial para aplicaciones de deteccién quimicas y
biolégicas con absorcion en el IR-cercano.10!

Estas propiedades 6pticas modulables y caracteristicas de las nanoparticulas son la
base de estudio en diversos campos de la medicina y biologia que en algunos casos
estos estudios van encaminados a alcanzar un contraste eficiente en aplicaciones de
imagen celular y aplicaciones terapetticas fototérmicas. Por ello, las nanoesferas de
unos 40 nm, muestran absorciones 5 veces mayores que los colorantes convencionales,
mientras que la luz dispersada por nanoesferas de oro de 80 nm es del orden de 5 veces
mayor que la luz emitida por colorantes fluorescentes.102

14.2 PROPIEDADES ELECTRICAS DE LAS SUPERFICIES DE
NANOPARTICULAS METALICAS

Un aspecto importante a tener en cuenta en la estabilidad de los coloides metélicos,
son sus propiedades superficiales, las cuales son de gran importancia con vistas a
posteriores aplicaciones. Las nanoparticulas metélicas presentan una interfase con
cargas positivas, debidas a un defecto de electrones en los dtomos de la superficie que
pasan al medio que las circundan. Esta carga es neutralizada por iones negativos,
normalmente procedentes de las sales empleadas en la preparacion del coloide. Se
forma entonces una doble capa eléctrica que da lugar a la llamada capa de Stern, véase
la figura 1.24, integrada por iones rigidamente unidos a la superficie del metal. A
continuacién se encuentra la capa de difusion, en la que los iones presentan una mayor
movilidad.

Metal Disolucion

Capa de Stem Capa de Dhfusion [hsolucion

Figura 1.24. Distribucién de iones sobre la superficie de la nanoparticula metélica y curva de potencial
eléctrico (W) en funcién de la distancia a la superficie.

Como consecuencia de la distribucién de cargas positivas y negativas sobre la
superficie, la particula presenta una carga neta negativa. La carga residual del metal en
su superficie es una propiedad importante que asegura la estabilidad de la particula en
suspension. El potencial eléctrico en la superficie es dificil de determinar. Sin embargo
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es mas facil determinar el potencial en la interfase entre la capa de Stern y la de
difusién, conocido como potencial Z. Este potencial es mas empleado ya que su valor
depende en buena parte de las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas, tales
como la movilidad, difusibilidad y estabilidad.

La estabilidad de estos sistemas estd gobernada por un balance de fuerzas
atractivas tipo Van der Walls y repulsivas electroestaticas entre nanoparticulas.

Las fuerzas electroestaticas de repulsion entre particulas dependen de la distancia
segln r-2 mientras que las fuerzas de atraccion son mucho méas débiles ya que depende
de r¢, siendo r la distancia entre las particulas. Las particulas tienen que vencer un
potencial maximo para poder aproximarse lo suficiente como para adherirse y/o
agregarse. La barrera energética depende del potencial Z de las nanoparticulas.

La reducciéon del potencial Z puede inducirse bien por adsorciéon de una molécula
neutra sobre el metal, bien por neutralizacion de la carga residual de la particula. Lo
que da lugar a una reduccién en la barrera de potencial y se produce la agregacién de
las particulas.103

1.4.3 PROPIEDADES QUIMICAS DE LAS NANOPARTICULAS
METALICAS.

El area superficial de las nanoparticulas se incrementa con el descenso de su
tamafio. Asi una pequefia particula de 1 nm de didmetro tendra el 100% de sus dtomos
en la superficie, una particula de 10 nm, tendria Gnicamente entorno al 15% de sus
atomos en la superficie, por lo que una nanoparticula pequefia con una alta area
superficial serd mas reactiva. Ademas, el cambio cualitativo en la estructura electrénica
produce un confinamiento cuantico lo que les dard unas propiedades cataliticas
inusuales a estas particulas, totalmente distinto del material s6lido macroscopico. 104

1.5 RESINAS EPOXI

Las resinas epoxi o epoxidicas son polimeros organicos que pertenecen al grupo de
polimeros termoestables. Se presentan en forma de sélidos o de liquidos mas o menos
viscosos siendo su caracteristica estructural mas destacable la existencia de dos o méas
anillos epoxi u oxirano (figura 1.25) lo cuales, dentro de una molécula, pueden ser
grupos terminales, internos o situados en una estructura ciclica. La apertura de estos
grupos inicia la reaccion de polimerizacion. En la figura 1.25 se muestra la
epiclorhidrina.
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Fig. 1.25. Estructura basica del anillo epoxi (epiclorhidrina).

El inicio de la investigacion tecnolégica sobre este tipo de resinas se produjo en
Estados Unidos a partir de la Segunda Guerra Mundial. La primera resina que se
comercializa (a partir de 1947) es una mezcla de epiclohidrina y bisfenol y la
produccién fue creciendo a ritmo muy acelerado, utilizando productos de partida
variados: fenoles, aldehidos, aminas, alcoholes..., obteniéndose productos finales de
gran versatilidad, con propiedades quimicas que hacen que sus utilidades sean muy
amplias.

1.5.1 CARACTERISTICAS DE LAS RESINAS EPOXI

Por si solas las resinas epoxi son solubles, fundibles y no presentan propiedades
mecanicas de gran interés, pero reaccionando con sustancias endurecedores o agentes
de curado originan estructuras muy reticuladas, insolubles, infusibles, con excelente
resistencia a acidos, bases y disolventes y con unas prestaciones mecdnicas muy
buenas. El término resina epoxi se utiliza tanto para el prepolimero en estado liquido o
s6lido como para la resina ya curada formando un polimero termoestable (aunque en
el altimo caso es posible que ya no contengan estos grupos oxirano).

Las propiedades de las resinas epoxi dependen de la estructura quimica, del
proceso de transformacion y si llevan o no particulas de relleno, como puede ser el caso
que nos atafie al afiadirle nanoparticulas metélicas.

En general, las propiedades que determinan sus aplicaciones son:

e La versatilidad, es una de las caracteristicas fundamentales: posiblemente se
trate de uno de los plasticos contempordneos mas versatiles. Las
propiedades basicas que presenta pueden ser modificadas en muchas
direcciones: mezclando diversas resinas o mediante la seleccion de agentes
de curado y rellenos diferentes.

e Son polimeros termoestables, presentando una mayor resistencia a la
fluencia viscosa a temperatura elevada y una mayor estabilidad
dimensional que los polimeros termoplasticos.

e Facil curado: estas resinas curan rdpido y facilmente a cualquier
temperatura comprendida desde la temperatura ambiente hasta cientos de
grados centigrados, dependiendo de la seleccion del agente de curado.

e Alta resistencia mecanica: depende considerablemente del agente de curado
utilizado y es probablemente un resultado de su baja contraccién durante la
etapa de curado, motivo por el cual se reducen al minimo las tensiones que
debilitarian de otra manera la estructura mecanica. Ofrecen alta resistencia
al desgaste y muy alta al agrietamiento, ademas de que presentan
resistencias a la traccién del orden de 1050 Kg/cm?.
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Buena resistencia quimica a los agentes quimicos superando ampliamente a
sus antecesores, los poliésteres. Se caracterizan por su elevada resistencia al
agua, a disolventes, acidos y bases.

Elevada fuerza de adhesiéon: debido a su composiciéon quimica,
especialmente, la presencia de numerosos grupos polares (—OH) facilitan la
unién con los materiales de contacto. Son adhesivos de buena calidad, lo
que resulta un gran inconveniente a la hora de desmoldar piezas.

Altos coeficientes de expansion y conductividades térmicas.

Mejores condiciones aislantes que los poliésteres.

Estan en desventaja con respecto a la mayoria de los termoplasticos en
cuanto a flexibilidad y resistencia al impacto, aunque se pueden mejorar las
condiciones de flexibilidad después del curado, cuando los grupos
funcionales que producen las reticulaciones estdn lo suficientemente
alejados. Ademas, al ser combinados con diferentes tipos de refuerzos
(cargas fibrilares de todo tipo y materiales organicos e inorganicos)
aumentan sus propiedades mecanicas y eléctricas, potencidandose de este
modo su uso en la industria electrénica y en el sector de la construccion.
Admiten cargas de silice (disminuye su coeficiente de dilatacién), de
metales atomizados como es el caso del presente estudio (aumentando su
conductividad) y son compatibles con el estireno (proporciona una mayor
capacidad de admitir cargas y pigmentos).

Su principal inconveniente estd relacionado con la transparencia y calidad
superficial, tanto en coloridos brillantes como en mates.

1.5.2 SINTESIS Y APLICACIONES DE LAS RESINAS EPOXI

La mayoria de las formulaciones epoxidicas estan basadas en el diglicil éter de
bisfenol A (BADGE), sintesis patentada por Pierre Castan en la década de 1930. Esta
resina, una vez endurecida, ofrece un excelente balance de propiedades mecanicas,

térmicas y quimicas.

La resina empleada en la presente tesis serd el BADGE que se obtiene por la

reacciéon de bisfenol A con exceso de epiclorhidrina en medio alcalino a temperaturas

moderadamente elevadas. (figura 1.26)
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Figura 1.26. Obtencion del diglicil éter de Bisfenol A.

El hidréxido sodico cataliza la primera reaccién y permite la formacién del
intermediario, actuando al mismo tiempo como agente deshidrohalogenador. Se
forman asi moléculas lineales con grupos epoxi en los extremos. Estos prepolimeros
son generalmente liquidos viscosos, aumentando su viscosidad con el ntimero de
unidades estructurales de la molécula. El exceso de epiclorhidrina es necesario para
limitar la producciéon de moléculas de mayor peso molecular, ya que el BADGE
reacciona con el bisfenol A y da lugar a moléculas con ntiimero variable de unidades
estructurales repetidas.

Sus principales aplicaciones estan repartidas en tres grandes bloques:

Electrénica y electrotecnia: constituyen protectores y recubrimientos
para equipos eléctricos y electrénicos.

Aerondutica (recubrimientos).

Adhesivos.

En resumen, se puede decir que los grandes éxitos de las resinas epoxidicas en
estos campos son el ahorro de peso frente a otros materiales, las excelentes
caracteristicas mecanicas, la gran resistencia a la corrosiéon y la posibilidad de ser
disefiadas a medida con un gran potencial de posibilidades, muchas de ellas por la
versatilidad en la seleccion de diferentes agentes reticulantes y rellenos.

1.5.3 AGENTES RETICULANTES

Para convertir un prepolimero epoxi en un polimero termopldstico o en uno
termoestable es necesario afiadir un agente de curado o endurecedor. Estos
compuestos quimicos son moléculas polifuncionales. Algunos fomentan el proceso de
curado mediante accién catalitica, otros participan directamente en la reaccién
uniéndose con facilidad a los anillos epoxi de las resinas. Dependiendo del
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endurecedor seleccionado, la etapa de curado puede llevarse a cabo a temperatura
ambiente o requerir a la aplicacién de calor procedente de una reaccién exotérmica o
de una fuente de calor externa.

En la actualidad existe una gran variedad de endurecedores validos. Su eleccion
depende fundamentalmente de las caracteristicas quimicas y de las propiedades fisicas
que necesitemos en el polimero a sintetizar y de otros criterios como son: el tiempo de
aplicacion, las condiciones de curado y, por supuesto, criterios econémicos. Los més
utilizados son aminas aromaticas y alifdticas porque curan mas rdpidamente y
proporcionan mejor resistencia quimica, aunque son més téxicas y pueden reaccionar a
temperatura ambiente. Otros posibles endurecedores son algunas bases inorganicas,
amidas y bases de Lewis.

Las reacciones de polimerizacién que pueden sufrir durante el proceso de curado
son de varios tipos dependiendo del endurecedor y de los grupos funcionales del
prepolimero. Una de ellas es la poliadicién, que es la reaccion mds comdn entre
prepolimeros epoxi y aminas, son exotérmicas. En la poliadicion, el acoplamiento entre
el grupo epoxi y el grupo amino se debe a la migracién o transposicion de atomos de
hidrégeno de uno a otro grupo (véase figura 1.27). Cada grupo amino se podra unir a
dos grupos epoxi.

Figura 1.27. Unién entre un grupo amino y grupo epoxi.

Este proceso se repite formandose cadenas poliméricas que rapidamente empiezan
a unirse entre si dando lugar a una red tridimensional entrecruzada que constituye un
solido de extrema dureza y elevado peso molecular (véase figura 1.28).

Figura 1.28. Ejemplo de red entrecruzada.
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En la presente tésis, el agente endurecedor utilizado es la metaxililenediamina (m-
XDA) Fig. 1.29, consistente en una amina alifatica que presenta un anillo bencénico. Su
forma comercial se corresponde con una mezcla de las formas meta y para, con un 97%
de la forma meta y el porcentaje restante corresponde a la para.

HQN/\©/\NHZ

Figura 1.29. Férmula molecular de m-XDA.

Segun estudios realizados sobre la reaccion entre la resina epoxi Bisfenol A
(BADGE) y m-XDA los valores de equivalente epoxi-amina son 173,6 y 31,2
respectivamente. Atendiendo a esto, su relacion estequiométrica seria 100 partes de
BADGE y 18 partes de m-XDA.

La combinacién de estos dos tipos de sistemas, resinas termoestables y
nanoparticulas metalicas, vistos en los apartados previos, hacen de los materiales
nanocompuestos de resinas epoxi y nanoparticulas metalicas, materiales de gran
relevancia e importancia para posibles aplicaciones futuras.10

1.6 PLANTEAMIENTO

La investigacion que se recoge en la presente tesis, plantea y desarrolla la sintesis
de derivados de acido célico por la posiciéon 3 y 24, asi como su caracterizacion por
diferentes técnicas instrumentales y diversos estudios sobre el comportamiento de
agregacion en disolucién para algunos de ellos. También abarca campos tan diversos
como los sistemas coloidades, los sistemas poliméricos y nanoparticulas metélicas,
entre otros. Se hace un estudio en profundidad del estado cristalino de algunos de los
compuestos sintetizados tratando de esclarecer relaciones entre su estructura
molecular y los comportamientos de agregacién obtenidos.

Dividiremos la investigacion realizada en varios capitulos en funciéon de los
sistemas obtenidos o modificaciones realizadas sobre las sales biliares de partida. Asi
los capitulos 2 y 3 se centraran en los estudios de agregacién y resolucién de cristales,
realizados sobre los compuestos derivados del &cido célico (AC) por la posicién 3,
punto donde seran incorporadas diversas moléculas hidréfobas con diferentes
espaciadores, tratando de observar el cambio de comportamiento de las moléculas
disefiadas en funcién del medio y los espaciadores empleados, continuando con lineas
de investigacion ya planteadas en el grupo. Este estudio proporcionard informacién
muy detallada acerca del tipo de redes cristalinas obtenidas, sus dimensiones, y
caracteristicas de las moléculas de disolvente que, en muchas ocasiones, quedan
ocluidas o formando parte fundamental de la estabilidad de las redes cristalinas.
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En el capitulo 4, se abordard la incorporacién de moléculas con grupos tiol a
nuestra molécula base AC, para su empleo como posibles agentes reductores o de
estabilizaciéon de nanoparticulas de Au, seguido por un resumen de los trabajos y
proyectos desarrollados durante la tesis, relacionados principalmente con las
nanoparticulas de oro y resinas epoxi para la obtencién de materiales nanocompuestos
con posibles intereses précticos. Finalizando con la obtencién de surfactantes para la
realizaciéon de mezclas catanionicas derivados también del AC por la posicion 24,
estudiando su capacidad para la formacion de hidrogeles y el comportamiento en
cuanto a la capacidad de agregacion de los mismos.

Al final de cada capitulo se realizardn discusiones de algunos de los aspectos mas
relevantes y generales vistos, tratando de establecer algunas relaciones entre los
diferentes capitulos desarrollados, para mostrar al final de la presente tesis las
conclusiones generales que se han obtenido durante su desarrollo.
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Estudio del estado cristalino de derivados del acido célico.

Este capitulo trata sobre el estudio del estado cristalino de algunos de los derivados del dcido
colico de los cuales ha sido posible obtener monocristales de calidad suficiente para la obtencion
de la resolucion de la red cristalina en estado solido. El capitulo comienza con una revision
bibliogrifica cronoldgica de los descubrimientos mas significativos en este campo de los dcidos
biliares y sus derivados, centrandonos en los aspectos relacionados con el dcido colico. El
capitulo contintia con el andlisis pormenorizado de los cristales obtenidos de los compuestos
sintetizados para tratar de discernir el comportamiento de las nuevas moléculas sintetizadas.

Lo que conseguimos con demasiada facilidad nunca es objeto de gran
estimacion. Solo lo que nos cuesta obtener otorga valor a las cosas.
(Thomas Paine)

Partes de este capitulo han sido publicadas en:

Steroids, 74, 2009 735-741
Cryst. Growth Des., 2010, 10 (3), pp 1124-1
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2.1 INTRODUCCION

La elaboracion, caracterizacion y estudio de cristales de 4cidos biliares ha sido un
tema que ha suscitado un gran interés y ha sido extensamente abordado por diferentes
grupos cientificos durante los tdltimos 60 afios como ya habiamos visto en la
introduccién. Esto estd motivado en gran medida por el uso que estos compuestos
tienen en una gran cantidad de aplicaciones. Los estudios cristalogréficos que podemos
encontrar en la bibliografia a menudo incluyen estudios de recristalizacién en
disolventes con moléculas de diferente polaridad, tamafio y otras diferencias
estructurales. La mayoria de estos estudios se han centrado sobre todo en el 4cido
colico (CA) y desoxicélico (DCA).

Durante el presente trabajo de investigacion se han obtenido compuestos de
inclusion, con el disolvente como molécula huésped o en algtin caso libres de huésped,
habiéndose observado diferentes tipos de cristales en cuanto a su estequiometria,
sistema cristalino o grupo espacial. Ello estd intimamente relacionado con la capacidad
del &cido cdlico y otros acidos biliares para formar complejos de inclusién con
moléculas de diferente naturaleza, dando origen a complejos con diferentes sistemas
cristalinos, grupos espaciales o estequiometrias como: 1:1(monoclinica P2;)'3,
2:1(hexagonal P6522)34, entre muchos otros.

En la bibliografia se puede encontrar un gran namero de trabajos realizados con
derivados de acidos biliares naturales que abarcan diferentes aspectos como: (i) la
influencia de la orientacion de los grupos hidroxilo>?; (ii) la influencia de la cadena
lateral0-15; (iii) la influencia de la variacién del grupo funcional en la cadena lateral
(alcohol’ 1617, éster de metilo?18-23, amida?4-39).

Sin embargo se ha prestado una menor atencion a las modificaciones realizadas en
el grupo hidroxilo de la posiciéon C31.

Algunos estudios realizados con derivados en esta posicion corresponden (i) a los
3-ceto derivados del 4cido litocolico®; (ii) a 3f-amino derivados de &cido cdlico que
forman compuestos de inclusion con altas relaciones sustrato/huésped, 1/4 (metanol)#
(sus formas zwitterionicas cristalizan en una estructura ortorrémbica P2:2:2:4?) y (iii) al
acido [3B, 5 B, 7a, 12a]-3[(adamantil-1-carbonil)-amino]-7-12-dihidroxicolan-24-oico

! Numeracion para el acido célico y regién sobre la que se han realizado las modificaciones:
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(AdCA), en el cual la superficie hidréfoba del 4cido biliar natural ha sido incrementada
mediante la incorporacion del grupo adamantilo®. Esta sustitucion origina que su sal
sodica origine estructuras laminares, las cuales estan constituidas por bicapas cargadas
separadas por moléculas de agua periédicamente intercaladas.

Por otro lado, cuando la superficie hidréfoba del acido biliar natural es aumentada
mediante la incorporacién de un grupo como puede ser el p-t-butilfenilo en la misma
posicion, el nuevo derivado origina tubos moleculares en disolucién#. El hallazgo de
estas nuevas estructuras supramoleculares en estos compuestos sugiere que se deben
llevar a cabo estudios sobre la influencia de grupos hidréfobos por la posicion C3, para
tratar de profundizar en este hecho. Parte de los esfuerzos de este capitulo se centraran
en el estudio de la influencia de cambios en los grupos hidréfobos en dicha posicién.

Con esta idea en mente se han sintetizado nuevos derivados como norbornil-2-acetil,
adamantil-1-acetil, adamantil-1-propionil, adamantil-1-succinil, adamantil-1-glutaril y N-(tert-
butoxicarbonil)-S-tritil-L-cisteinil de acido célico por la posicion C3 y que han sido
recristalizados en diferentes disolventes como acetona, DMSO, 2-propanol, 2-butanol y
acetofenona, entre otros.

En algunos casos, como para la acetona, DMSO y 2-propanol, cuya geometria
molecular es similar, la capacidad de formar enlaces de hidrégeno puede ser una
caracteristica diferenciadora a la hora de la formacion del cristal. En otros casos
veremos que la geometria puede jugar también un papel fundamental a la hora de
obtener la estructura cristalina final.

Por todo ello, es de esperar que el disolvente o huésped también jueguen un papel
importante en el empaquetamiento y en la formacién de un complejo de inclusiéon
concreto.

2.2 REVISION BLIBLIOGRAFICA

A continuacién, vamos a realizar una revision bibliografica que nos ayudaré en la
comprension de los parametros que hemos estudiado y nos proporcionard una mejor
vision de cémo abordar el andlisis de los cristales obtenidos. Nos centraremos
fundamentalmente en el 4cido célico, como ya se ha mencionado con anterioridad, por
ser este el acido biliar natural de partida de nuestros derivados, y asi poder seguir la
evolucion de las modificaciones realizadas en la molécula de origen. Cabe decir que el
andlisis aqui realizado podria ser extendido a otros acidos biliares y sus derivados,
tales como los acidos desoxicélico, litocolico, ursodesoxicélico, quenodesoxicélico,
taurocoélico y glicocdlico.

La revision la hemos comenzado en 1965 fecha en la cual Dorita A. Norton y
Barbara Haner! publican los que pueden ser considerados como los primeros datos
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cristalograficos para trece derivados de acidos biliares. Entre ellos se encuentran el
acido 3a,7a, 12a-triol 5p-coldnico o dcido colico (CA), su sal sédica (NaC) y su éster
metilico (CMe). La molécula de 4cido cdlico fue cristalizada en acetato de etilo y se
encontré que estaba hidratada con 4 moléculas de agua, mientas que el éster metilico
presenta un compuesto de inclusion con etanol con estequiometria 1:1. Algunos de los
datos obtenidos se encuentran recogidos en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Datos de los cristales obtenidos para dcido cdlico, su sal sédica y éster de metilo!

Acido Célico Colato de Sodio Colato de Metilo
Disolvente/Huésped | Acetato de Etilo / Agua Acetona / s.h. Etanol / Etanol
Estequiometria 1(CA) : 4(agua) 1 1(CA) : 1(etanol)
Sis. Crist., .Grupo Monoclinico, P2, Monoclinico, P2, Monoclinico, C2
Espacial

Deben transcurrir siete afios para que en 1972, Paul L. Johnson y John P. Schaefer4
publiquen nuevos datos cristalograficos de lo que denominaron, por primera vez,
como el complejo de adicion formado por dcido cdlico y etanol, con estequiometria 1:1 y
perteneciente al sistema ortorrémbico P2;2:2;. Estos autores analizan a fondo la
conformacion del anillo D del ntcleo esteroide en términos del dngulo méaximo de
torsion, ¢, y del angulo de fase de pseudorotacion, A, definidos por Altona y col.%6 en
1968 para describir los anillos flexibles de cinco miembros.” (Figura 2.1)

La conformacién encontrada para este complejo es intermedia entre media silla y
sobre pero con valores proximos a esta tltima. También se observa que un cambio en el
disolvente da lugar a que las moléculas se reordenen surgiendo un sistema cristalino
diferente en comparacién con el primer caso.

En este momento se propone, por primera vez, un esquema de 5 enlaces de hidrogeno (
Figura 2.2), que implica la participacion de 3 moléculas de 4cido y una de etanol. La
secuencia de enlaces de hidrégeno resultante se considera en bucle cerrado y va a ser
comun para cristales de los alcoholes alifaticos de cadena corta.

* Altona y col. definen los valores de A que nos orientaran sobre la descripcién cuantitativa de la conformacion del
anillo D del nucleo del esteroide, si este valor se aproximan a 0, esto indica que la conformacién es en media silla
mientras que valores proximos a -36° o +36° indican una conformacién en sobre.

Se calculan segtn las siguientes expresiones:

8 _ (049,)—(0y+e;) P

2 3.0777-¢, (Pm = cos(%)

tan

siendo @o=C17-C13-C14-C15, ¢ 1=C16-C17-C13-C14, ¢ »=C15-C16-C17-C13, ¢ 3=C14-C15-C16-C17 y ¢ 4=C13-C14-C15-

C16, se observa también que cuando A = 0° entonces ¢_ = ¢ _.
0 m
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Disolvente y Huésped Etanol

Estequiometria 1(CA):1(Etanol)
A(°) 23.28
Pm 49.11
@o=C17-C13-C14-C15 +48.1
¢1=C16-C17-C13-C14 -43.4
¢2=C15-C16-C17-C13 +24.5
¢3=C14-C15-C16-C17 +4.8
¢ +=C13-C14-C15-C16 -32.6

Conformacion del anillo | Intermedio entre

D Media-Silla y Sobre

Fig. 2.1 Datos y esquema de la conformacion del anillo D complejo CA:etanol.

Fig. 2.2 Esquema de enlaces de hidrogeno y canales hidrofobos generados en el cristal CA:etanol.

En la figura anterior se puede apreciar, indicado con un circulo verde, la formacion
de canales hidrdfilos en el seno de la red cristalina, hecho al cual no se hace referencia en el
articulo pero que se evidenciara en trabajos posteriores. Con respecto a la estructura
cristalina del éster de metilo en etanol ya mencionada, se ha producido un cambio en el
sistema cristalino y grupo espacial pasando de un sistema monoclinico C2 en el caso
del éster a uno ortorrémbico P2:2:2; en el caso del CA. Por lo tanto se puede afirmar que la
transformacion de grupos funcionales parece afectar de un modo claro a la formacion de la
estructura cristalina.

En 1982, Leslie Lessinger? publica la estructura del dcido colico monohidratado
obtenido mediante recristalizacién del dcido en una mezcla de 4cido acético:agua, con
estequiometria 1:1 y sistema monoclinico P2;. Se recoge en este articulo que el
empaquetamiento se produce en bicapas de moléculas de acido célico paralelas al plano
bc, entre las cuales se alojan las moléculas de agua, por lo cual el interior de estas
bicapas es hidrdfilo, mientras que el exterior es hidrdfobo.
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También se cita el esquema de enlaces de hidrégeno, que indica que cada molécula
de acido colico esta unida a otras cuatro homologas, dos de cada lado de la bicapa, y a
otras tres de agua. Cada molécula de agua estd aproximadamente situada en el centro
de una disposicion tetraédrica de enlaces de hidrégeno conectando tres moléculas de
acido colico (una de una mitad de la bicapa y dos de la otra). Las secuencias de enlaces

de hidrégeno seguidas se muestran a continuacion?:

Bucle cerrado: Oagua;-H — O3-H ---024b=C-O24a ---O (12)-H
Red helicoidal infinita: O (7) »Oagua;—0 (7')—»0aguaz—...

Posteriormente, en 1987, Miyata y col.¥ dan cuenta de las estequiometrias de los
compuestos de inclusion formados por el dcido célico y una gran variedad de moléculas
huésped, como: alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres, dcidos, ésteres y nitrilos. Observan que
en la mayoria de los casos la relacion molar sustrato:huésped es 1:1, excepto en los 3
alcoholes estudiados (metanol, n-butanol, fenilmetanol) para los que la relacion es 1:2.

Estos mismos autores al afo siguiente 1988, publican la estructura del compuesto de
inclusion dcido cdlico:acetofenona*® con estequiometria 1:1, que ya habia sido descrita en el
articulo anterior. Las moléculas de acetofenona se acomodan en los canales hidréfobos
que dejan las moléculas de acido célico al empaquetarse, siendo este empaquetamiento
diferente al de los otros dos acidos biliares. En las caras hidréfilas tienen lugar 4 tipos
de enlaces de hidrégeno que originan una red que sigue la siguiente secuencia:

Bucle cerrado: O12-H-024b=C-0244a-H~O7-H-0O3-H-0O12.

Esta disposicion también es diferente de las correspondientes a los cristales con
agua? y etanol®. En la Figura 2.3 se puede observar la disposicion de las moléculas de
acetofenona en la red con acido desoxicolico y dcido colico asi como las distancias entre
moléculas consecutivas de huésped.

Dos afios mas tarde en 1990, el mismo grupo de investigacion trata de racionalizar
las estructuras encontradas hasta ese momento para el 4cido cdlico estudiando primero
el cristal sin inclusion*9, obtenido de una disolucién de acetona a 30°C, que resulté ser
ortorrémbico P2:2,2;. Este cristal puede absorber moléculas de acetofenona pasando a
ser monoclinico, idéntico al obtenido de manera directa. Ademas, el huésped se puede
eliminar reversiblemente sin la intervencion de estados amorfos, lo que es un hecho
novedoso con respecto a la idea aceptada hasta la fecha.

2 Los ntmeros indican la posicién de los grupos en la molécula del esteroide segtin la numeraciéon convencional
mostrada anteriormente.
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Fig. 2.3 Disposicion de las moléculas de acetofenona en los diferentes complejos de inclusion: a)
DCA:acetofenona, b) CA:acetofenonas.

Por lo tanto, se propone por primera vez que el dcido colico posee una estructura en capas
dindmica que se puede modificar para la incorporacion de huéspedes con la consiguiente
reorganizacion de los enlaces de hidrégeno, hecho que califican como el primer ejemplo de
intercalacion en cristales orgdnicos. También sugieren que las moléculas pequefias como
el acido colico pueden expresar su informacién molecular mediante su
comportamiento originando diferentes asociaciones y estructuras moleculares. Este
hecho puede tener un papel importante en los procesos de la evolucion molecular,
como lo tienen las macromoléculas en los sistemas biolégicos.

Fig. 2.4 Disposicion de las moléculas de sal biliar en el cristal sin huésped, a) vista a lo largo del eje b, b) vista a
lo largo del eje a.

El cristal de CA sin inclusiéon fue analizado con mas detalle en otro articulo
publicado este mismo afio por K. Miki y N. Kasai*®®. En el mismo, se indica que el
ordenamiento de las moléculas (véase Figura 2.4), vista a lo largo del eje b es similar al
del cristal con etanol*> y que los cuatro enlaces de hidrégeno, que forman una red
helicoidal alrededor del eje cristalogrifico b, son los siguientes:

0O12-H-024b=C-0O24a-H-0O7-H-03-H-012,
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Esta red estd indicada mediante un circulo rojo en las figuras anteriores. Esta situaciéon
genera un plegamiento de hojas apiladas provocando que no existan cavidades entre
ellas.

En el compuesto con etanol®’, las moléculas huésped se insertan entre los dtomos
O3 y O7 y ello lleva consigo un cambio en la direccién de los atomos donantes y
aceptores, también con respecto a la molécula cristalizada en acido acético/agua2
Como se observa en la Figura 2.5, las moléculas de agua se insertan entre los atomos
03 y O12.
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Fig. 2.5 Esquema de la red de enlaces de hidrdgeno en bucle cerrado para los complejos CA sin huésped, con
etanol y agua respectivamente.

En este mismo afio, Elizabeth L. Jones y Luigi R. Nassimbeni’® publicaron las
estructuras de los cristales de inclusién del dcido colico con los huéspedes metanol, etanol
y propanol. Tales cristales fueron obtenidos mediante la evaporacion lenta de las
correspondientes disoluciones alcohdlicas (véase la Tabla 2.3). Aunque los tres poseen
estequiometria 1:1, el primero de ellos es inestable al aire y en este caso la relaciéon
sustrato-huésped puede llegar a ser de 1:3. No se observa la formacién de bicapas y los
alcoholes se alojan en las cavidades que dejan las moléculas del acido biliar
participando en un tinico esquema de enlaces de hidrégeno:

Red cruzada: O3--012--24b =C-O24a--O7-O(etanol) y O3...O(etanol)

Tabla 2.3. Datos de los complejos de inclusion del acido colico con metanol, etanol y 1-propanol.

Disolvente y

Huésped Metanol Etanol 1-Propanol
Estequiometria 11 11 11
Sist. Cristalino, Ortorrémbico Ortorrémbico Ortorrémbico
grupo espacial P222 P222 P222
A () 18.7 23.1 17.5
P, 46.3 46.4 46.9
Conformacion del anillo D Intermedia Intermedia Intermedia
Media-Silla y Sobre | Media-Silla y Sobre | Media-Silla y Sobre

La conformacion del anillo D es intermedia a media silla y sobre, y del anélisis de la
conformacion de la cadena lateral se concluye que se presenta extendida tipo trans (tttt).

# Giglio y Quagliata definen cuatro angulos de rotacion interna asociados a los angulos de torsién de la cadena lateral que van a
estar relacionados con la flexibilidad conformacional y la capacidad para la formacion de enlaces de hidrégeno. “t” indica

disposicion trans o estirada angulos préximos a 180° y “g” indica una disposicién gauche o encogida con angulos préximos a 60°.%
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En este articulo, se le da una gran importancia al tamafo del huésped y los autores
estiman que el propanol posee un tamafio similar al de las cavidades generadas,
mientras que el metanol, por su menor tamafio, puede introducirse en un mayor
numero de moléculas sin la participacion de enlaces de hidrégeno, lo que justificaria la
inestabilidad de este cristal.

Un afio mas tarde en 1991, Kunio Miki y col. publican la estructura del cristal de
inclusién dcido colico:y-valerolactona®?, con estequiometria 1:1, que pertenece al sistema
monoclinico P2, resultando similar al del cristal con acetofenona como huésped4. El
parecido alcanza incluso el esquema de enlaces de hidrégeno (ya comentado
anteriormente).

Miyata y col. en 19925 analizan y extienden el estudio de polimorfismo y de
fendmenos de intercalaciéon a los cristales de &cido célico, estando recogidos los
huéspedes estudiados en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Sistemas cristalinos y grupos espaciales para diferentes complejos de inclusion de dcido colico.

Huésped Acetona, sin huésped, Agua, Acetofenona, Acetilacetona  3-metilciclohexanona
Etanol, Acrilonitrilo y-valerolactona
Sistema cristalino, Ortorrémbico Monoclinico Triclinico Monoclinico
grupo espacial P2:1212; P2, P1 C2

Ortorrombico: a = p =y =90% a# b # ¢c; Monoclinico: a=p=90°#y,a# b #c;
Triclinico: a# B=y#90°,a#b #c

Asimismo, hacen referencia a que en las estructuras ortorrémbicas las moléculas de
acido biliar estan unidas unas a otras formando secuencia de enlaces de hidrogeno de tipo
helicoidal, y resaltan que mientras que las moléculas de etanol unen estas secuencias, las
de acrilonitrilo se alojan en las cavidades. En las estructuras monoclinicas se producen
enlaces de hidrégeno entre el grupo carboxilo y grupos hidroxilo originando bicapas
que dejan canales cerrados.

En 1993 el cristal CA:agua fue objeto de un exhaustivo estudio por Lessinger y
Low#. En el cristal, un hemihidrato 2:1, hexagonal P6522, la molécula de agua se
encuentra desordenada entre dos posiciones no equivalentes, hecho extensamente
argumentado.

La conformacién gauche (encogida) viene caracterizada por un angulo de torsién sobre C(20)-C(22) de 60°, mientras que la
conformacion trans (estirada) el angulo es préximo a 180°, como se ilustra en las figuras:
18 21

\ 0 18 21
13— / \22 \ 20\ _— 23\ / (0]
It 17 y 22 =
23/ N ~p— T A
T 16 B 20 2 AN \
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Esta definicion puede extrapolarse a otros angulos de torsion como ya explicamos anteriormente.
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En este mismo afio Caira y col. publicaron los cristales dcido cdlico:anilina y dcido
colico:nitrobenceno*, con estequiometrias 1:1 y monoclinicos, al igual que sucedia para la
mayoria de los complejos vistos hasta el momento.

También Miyata y col.>> examinan el papel de la cadena lateral en los cristales de
acido célico en estructuras ya conocidas. A diferencia de los cristales de dcido desoxicolico,
los de dcido colico presentan un polimorfismo que depende del huésped, proveniente del hecho
de que los 4 grupos potenciales para la formacion de enlaces de hidrégeno (grupos
hidroxilos y carboxilo) unen las moléculas de formas diferentes. Algunos presentan
formacion de canales, como en el caso de la acetofenona*s o la y-valerolactona?, mientras que
otros no lo hacen como algunos alcoholes alifaticos®55!, o cuando no presentan
huéspedes®. En los cristales, las moléculas de acido desoxicélico estan unidas en
disposicion cabeza-cola, presentando la cadena lateral una conformacion gauche y
constantes de red muy similares. Sin embargo, en los cristales de acido célico, con
disposicion cola-cola, se pueden dar en la cadena lateral conformaciones tanto trans como
gauche dependiendo del huésped.

En este afio también se lleva a cabo un estudio de RMN de 13C para averiguar las
poblaciones, conformaciones y movimientos moleculares de los enantiomeros de la y-
valerolactona ocluida en cristales de dcido colico®. El motivo de realizar dicho estudio
radica en datos contradictorios acerca de este sistema, ya que se habia publicado tanto
la inclusién de ambos isémeros>® como la selectiva del isémero S52. Puesto que la
inclusién de los dos isémeros del huésped en los canales del sustrato es un proceso que
puede asimilarse a una reacciéon competitiva, discuten la enantioselectividad en términos de
un factor de acomodacion relativa que se relaciona con la variacion de la energia libre.

Al tratar de observar el efecto de un hidrocarburo como huésped, Miyata y col.
publicaron la estructura del cristal de dcido colico:benceno®” con estequiometria 1:1 y
monoclinico P2;. El complejo de inclusién esta ordenado en bicapas con canales en su
parte hidréfoba. Esta estructura es isomorfa con la de los cristales de acido célico y los
huéspedes y-valerolactona®, acetofenona%, nitrobenceno y anilina®. En la parte
hidréfila de la bicapa se establece una red de enlaces de hidrégeno ya vista con
anterioridad para el complejo sin huésped que conduce a un ordenamiento molecular
cabeza-cabeza y cola-cola comun para este tipo de huéspedes.

Casi simultdineamente, Shibakami y Sekiya estudiaron el efecto de un atomo de
fltor sobre los canales y la pauta de los enlaces de hidrégeno mediante las estructuras
cristalinas del dcido colico:anilina y del dcido célico:3-fliioranilina®. Ambos cristales son
monoclinicos P2, pero se diferencian en cuanto a su estequiometria ya que para el
primero es 1:1 y 1:2 para el segundo. La novedad radica en que en este tltimo caso se
generan canales dobles como se muestra en la Figura 2.6, originando este tipo de
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estequiometria. Los enlaces de hidrégeno en ambos complejos siguen la secuencia
ciclica de la del benceno y los otros huéspedes anteriormente descritos.

AN

P ek
AL o

Fig. 2.6 Vistas de los canales generados en los complejos dcido célico:anilina y dcido colico:3-fliioroanilina,

respectivamente. 58

Mas adelante estos mismos autores publicardn un estudio con diferentes derivados
fluorados del etanol®, estudiando las estructuras cristalograficas de los complejos de
dcido colico con 2-fluoretanol, 2,2-difluoretanol y 2,2,2-trifluoretanol. Todos ellos tienen una
estequiometria 1:1 y son ortorrémbicos. El efecto de los dtomos de flior no afecta
significativamente a los valores de los dngulos de torsion ni al empaquetamiento en el cristal. La
secuencia de enlaces de hidrégeno sigue una red ciclica similar a la ya descrita para el
etanol.

Caira y col.?? publicaron la estructura del cristal CA:acetona:agua con estequiometria
1:1:3, que resulté ser monoclinico P2; con una estructura Gnica entre las tipicas que
presenta el acido célico debido a la red de enlaces de hidrégeno que muestra. En efecto,
los autores observan enlaces sustrato-sustrato, sustrato-huésped y huésped-huésped,
con una red de 10 enlaces de hidrégeno.

Otra publicacion del mismo grupo®! se centrd en el estudio de los complejos de
inclusion del dcido célico y cinco ésteres alifiticos, todos ellos monoclinicos y de
estequiometria 1:1, a excepcién del acetato de metilo que es triclinico. Los autores
encontraron dos tipos de empaquetamiento diferentes que suponen canales, de tamafio
y orientaciones distintas, que alojan a huéspedes con diferentes caracteristicas. En el
caso del acetato de metilo, el esquema de enlaces de hidrégeno encontrado se observa
que da lugar a dos posibilidades. Estas surgen de las dos orientaciones del grupo
carboxilo, sin causar diferencias en la estructura global, debido a la no existencia de
barreras para la rotacién libre sobre el enlace C23-C24 posibilitando la inversiéon de
donantes y aceptores.

Este esquema, seguido también por el propionato de etilo y el acetato de i-propilo, es
similar al obtenido anteriormente para la acetofenona y y-valerolactona, mientras que
los esquemas de enlaces seguidos por el acetato de etilo y el n-propilo son similares al
obtenido para el cristal de &cido célico sin huéspedes.
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Estos mismos autores estudiaron los compuestos de inclusion 2:3, 1:1 y 1:1 del dcido
colico y tres cetonas: acetona, metiletilcetona y dietilcetona®?. Las tres estructuras poseen la
misma red de enlaces de hidrégeno:

Red helicoidal infinita: ...024a-H-O7-H--O3-H--O12-H--O24b...

Esta red da lugar a bicapas que dejan canales libres para la inclusion. En el caso del
huésped metiletilcetona se da la misma situacion de inversién de los enlaces de
hidrégeno que la comentada en el articulo anterior®?.

Un afio més tarde, en 1995, Shibakami y col3 llevaron a cabo un estudio
cristalografico y de calculos moleculares de los complejos de inclusiéon con
estequiometria 1:1 entre el dcido colico y las cetonas: acetofenona, 3’-fliioroacetofenona, 4'-
fliioroacetofenona y 2’-cloroacetofenona. Los cuatro cristales poseen la misma red ciclica o
bucle cerrado de enlaces de hidrégeno ya descrita con anterioridad para moléculas como
la acetofenona. Mediante el estudio de las estructuras de empaquetamiento que da
lugar a dos tipos de canales, se llegd a la conclusiéon de que la estructura resultante
depende del tipo de canal y no del tamario del huésped.

Hasta este momento parece que el acido colico se ordena en los complejos de
inclusién cristalinos en forma cabeza-cabeza y cola-cola mientras que el &cido
desoxicélico lo hace en forma cabeza-cola. Tratando de deducir si estos ordenamientos
son inherentes al sustrato o dependientes del huésped, Miyata et al.3 llevaron a cabo
un trabajo en el que demostraron que los ordenamientos moleculares pueden invertirse
mediante la introduccion de cierta clase de huéspedes. A esta conclusion llegaron tras el
andlisis del cristal dcido colico:0-xileno.

Los autores diferencian los huéspedes hidrocarburos aromaticos en funcion de la
estequiometria que presentan: compuestos de inclusion 1:1 (como benceno, tolueno, m- y p-
xileno, 1,2,4- y 1,3,5-trimetilbenceno y 1,2,3,4- y 1,2,3,5-tetrametilbenceno) y los que
presentan estequiometria 2:1 (como el o-xileno, 1,2,3-trimetilbenceno, 1,2,3-triclorobenceno,
1,2-dicloro-3-metilbenceno,  1-cloro-2,6-dimetilbenceno,  1,3-dicloro-2-metilbenceno, 1,2-
dibromo-3-metilbenceno y 1-bromo-2,6-dimetilbenceno).

El cristal estudiado, &cido co6lico:o-xileno es monoclinico P2; presentando
estequiometria 2:1, al igual que el acido célico:benceno’” y 4cido desoxicélico:o-xileno%,
pero el ordenamiento de las moléculas de esteroide es cabeza-cola (como en el caso del
acido desoxicolico:o-xileno) y no cabeza-cabeza-cola-cola como en el caso del 4cido
colico:benceno. Ello es consecuencia de la red de enlaces de hidrégeno que se establece
en cada caso: helicoidal para el ordenamiento cabeza-cola y ciclica para el cabeza-cabeza cola-
cola.
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En el mismo afio, Shibakami y col.¢> estudiaron el intercambio de huéspedes en

cristales de 4cido célico dejando un determinado complejo cristalino en un liquido que

puede actuar como huésped potencial (Tabla 2.5). Los huéspedes seleccionados fueron
agua y los alcoholes 2-, 3- y 4-fliiorbencilicos (FBzOH).

Tabla 2.5. Datos obtenidos en los complejos de inclusion de dcido célico con diferentes derivados fluorados
obtenidos mediante intercambio de huéspedes

Huéspedes Estequiometria

Sistema cristalino,

pacial
2-FBzOH, 4-FBzOH,
H_O(I), 4-FBzOH' 11
: Monoclinico, P2 X
3-FBzOH 115
4-FBzOH’ 2:1
3 4
H_ O(II)’, H.O(1l),
’ ( )5 : ( )6 2:1 Hexagonal, P6522
H,0(II)’, H,0(I1)

1 Por intercambio de 2- a 4-FBzOH; 2 por intercambio de 3- a 4-FBzOH; 3
obtenido a partir del complejo con 2-FBzOH por intercambio de huésped; 4

por intercambio de 3- a 2-FBzOH, moléculas de agua que provienen del

disolvente; > por intercambio de 2-FBzZOH a agua; ¢ por intercambio de 3-

FBzOH a agua.

Estos resultados ponen de manifiesto que los procesos de intercambio de huéspedes se
producen sin pasar por el estado amorfo. Asi, al pasar del 3- al 4-FBzOH 1la red ciclica de
enlaces de hidrégeno cambia porque se modifica el nimero de miembros en los anillos

ciclicos, cosa que no sucede en la transformacion de 2- a 4-FBzOH. Ademas, el anélisis

de la simetria indica que estas transformaciones cristal-cristal son topoldgicas, caracteristica

que por primera vez se propone para cristales de acido colico. En los procesos de
intercambio por agua sucede que la red ciclica se destruye para pasar a ser lineal.

Los mismos autores contintian esta investigacion con el estudio de los complejos de

inclusién de dcido colico con anilina y alguno de sus derivados mono- y di-fliiorados (Tabla

2.6)%, como continuacién de uno de sus trabajos publicado el afio anterior en el cual se

analizaban los complejos con la anilina y la 3-flGoroanilina.

Tabla 2.6. Datos obtenidos en los complejos de inclusién de dcido célico con la anilina y diferentes derivados
fliiorados66-67.

Huéspedes

Estequiometria

Sistema cristalino,

Anilina, 2-fluoroanilina, 4-

grupo espacial

Monoclinico, P24

flitoroanilina, 3,4-difliioroanilina, 1:1
p-toluidina’
3-flitoroanilina 2:1
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Si se analizan los enlaces de hidrégeno se observan dos esquemas claramente
diferenciados como muestra la Figura 2.7, uno consistente en un biciclo con enlaces
establecidos por el grupo amino (anilina, 3- y 4-fliioranilina y 3,4-difliioranilina) y el otro
un sistema ciclico sencillo (2-fliioranilina) donde el grupo amino no participa en los
enlaces de hidrogeno intermoleculares.

ﬁ(24)-0(27a)-H __________ ?(7) ﬁ(z4)-0(z7a)++ --------- (\)(7) C(24) 02Ty H----- c‘)(7) ﬁ(z4)-qg?7a)-H —————————— ?(7)
oem) WO Hooooem R e
| E‘xe) Lo ?(3) L ?‘3) o ?(3)
T b (e S—— H (e — H F1-O(12)-----m---mmeeem H

Fig. 2.7. Ejemplos de redes de enlaces de hidrdgeno: biciclos con puentes originados mediante grupos amino y sistema
ciclico sencillo.

En 1996 Janet L. Scott estudia el complejo cristalino dcido colico:p-toluidina®’.
Mediante la reaccion en fase soélida obtienen un sistema monoclinico P2; de
estequiometria 1:1, formando canales hidréfobos en donde se alojan moléculas del
huésped a lo largo del eje cristalografico b.

En este mismo afio Sada y col.®8 estudian la discriminacion quiral de (R)- y (S)-1-
feniletilamina por el dcido cdlico, en forma de sus correspondientes sales, obteniéndose
para todas ellas sistemas monoclinicos P2;. La estructura es a base de bicapas, unidas
por enlaces de hidrégeno, que dejan canales donde se aloja la amina. Los enlaces de
hidrégeno son similares en ambos isémeros.

Miyata y col.® describieron la formacién de cristales de inclusion, para un mismo
huésped. Se observaron diferentes secuencias de enlaces de hidrogeno al utilizar un
tercer componente afadido a la disolucion de huésped-sustrato. Los huéspedes

estudiados son acrilonitrilo y dcido acético obteniéndose los resultados recopilados en la
Tabla 2.7.

Los cristales con acrilonitrilo obtenidos sin cosolvente son ortorrémbicos, en los que las
moléculas de sustrato forman una estructura cruzada con redes helicoidales de enlaces de
hidrogeno:

03-H-012-H--024b=C-0O24a-H--O7-H-O3-H...

Los obtenidos con un cosolvente son monoclinicos, siendo ahora la estructura en bicapas
con redes ciclicas de enlaces de hidrogeno tipo:

03-H--012-H-024b=C-024a-H-O7-H--O3-H.
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Tabla 2.7. Datos para cristales de inclusion de dcido cdlico con o sin la utilizacion de cosolventes®®.

Sistema cristalino,

Huéspedes Estequiometria .
grupo espacial
Acrilonitrilo, dcido acético Ortorrémbico, P22 2,
Acrilonitrilo y 1-butanol 11
— (colsolvertte) Monoclinico, P2
Acido acético y ciclohexano 1
1:2
(cosolvente)

En el caso del dcido acético, los cristales obtenidos poseen una estructura cruzada con
una red helicoidal de enlaces de hidrégeno en el que estd implicado el grupo carboxilico del
huésped:

012-H-0O=CCH3-O-H--0O3-H-07-H-024b=C-0O24a-H--O12-H...

Los cristales obtenidos con cosolvente difieren en estequiometria y estructura, ahora
formada a base de bicapas con dos tipos de secuencias ciclicas de enlaces de hidrogeno que
también implican al huésped:

012-H--03-H - O7-H -- O=CCH3-O-H -- O12-H y O24a-H--O=CCHs-O-H-024b

En otro trabajo del mismo grupo” se analiz6 la estructura del cristal dcido cdlico: n-
propilbenceno, indicando también que el dcido célico forma mas de 10 tipos de cristales
polimérficos, mientras que el desoxicolico sélo 4 (todos a base de bicapas). Las
estructuras polimorficas del 4cido colico se ven modificadas por los enlaces de
hidrégeno (con secuencias de tipo ciclico o helicoidal) y por la conformacion de la cadena
lateral (en disposiciones trans o gauche). Ademas, en las capas lipdfilas se pueden
encontrar hasta tres tipos de posiciones relativas. El cristal estudiado posee
estequiometria 1:1 y una organizaciéon cabeza-cabeza y cola-cola, con las cadenas
laterales en conformacion trans, formando un red ciclica de 4 enlaces de hidrégeno,
todo ello similar al del complejo con y-valerolactona, a excepcién de la posicion relativa
de las bicapas en la parte lipéfila. Estudiaronn también la eliminacion del huésped
mediante calentamiento en dos etapas, con cambio de la estequiometria de los cristales y
con desplazamiento de las bicapas.

Scott” estudio la formacion de complejos de inclusion mixtos con el dcido célico, con
huéspedes de diferente estructura. Asi estudiaron los complejos con 1,2-
diclorobenceno:acetona y con acetato de i-propilo:acetato de metilo (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Datos para los complejos de inclusion mixtos de dcido cdlico

Sistema cristalino,
grupo espacial

Huéspedes Estequiometria

1,2-diclorobenceno:acetona |

. . . 2:1:1 Triclinico, P1
acetato de i-propilo:acetato de metilo
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La red de enlaces de hidrégeno entre las moléculas del sustrato son iguales en
ambos cristales: O24a-H-O7-H-O3-H-012-H-~O24b. En ambos casos las cadenas
laterales del esteroide adoptan una conformacion trans o estirada.

En ese mismo afio, Caira y col.7273 obtuvieron, por exposicion del sustrato a los
vapores del huésped correspondiente, cristales del acido célico con diferentes
huéspedes arométicos. Los cristales tienen las mismas estructuras que los obtenidos
por los métodos convencionales de cristalizacién.

En 1997 Miyata y col. describieron dos cristales polimérficos del dcido cdlico con
acrilonitrilo y metacrilonitrilo obteniendo en todos los casos estequiometrias 1:1, con
ordenamientos en bicapas o cruzadas que conducen a diferentes sistemas cristalinos
como ortorrémbico P2:2:2; en las estructuras cruzadas, o triclinico P1 y monoclinico
P2; para el ordenamiento en bicapas con metacrilonitrilo y acrilonitrilo,
respectivamente.

Scott publica dos articulos en los que estudia la inclusién en dcido cdlico con
propiofenona’, benzonitrilo y p-nitrotolueno? en los que indica que todos ellos poseen
estequiometria 1:1, son monoclinicos P2; y presentan la misma secuencia de enlaces de
hidrégeno. Con la propiofenona la cadena lateral se encuentra estirada mientras que
para los otros dos complejos de inclusion se pone de manifiesto que la cadena se
encuentra plegada.

Un afio mas tarde, Miyata y col.76 publicaron otro articulo en el que aplicaron la
quimica combinatoria para investigar la formacién de complejos de inclusion
cristalinos. Utilizaron las 10 aminas de la Figura 2.8 y 10 acidos carboxilicos, entre los
que se encuentra el dcido célico, en una relacion molar 1:1. Sefialaron que con las
aminas a, b, ¢, fy h se obtienen cristales sin huésped, con las d y j se obtienen cristales
con inclusién, con la e y con la i no se produce cristalizacion y con la g sélo cristaliza la
amina.

/\/NH2 HQN/\/NH2 Ho/\/NH2 %NHQ QNHQ
c d e

Fig. 2.8 Aminas utilizadas mediante quimica combinatoria para la obtencion de complejos de inclusion con el dcido
célico por Miyata y col. 76
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Asimismo, publicaron otro articulo’”” que comienza con la descripcion de la
capacidad de formar complejos de inclusiéon los acidos coélico, desoxicolico,
quenodesoxicoélico, litocdlico y algunos de sus epimeros®. La informacién se resume en

“" o u

la Tabla 2.9 en la que , representa la inclusiéon de huéspedes lipéfilos, “--“, de
huéspedes mas lipofilos, “+”, de huéspedes hidrofilos, “++”, de huéspedes mas
hidréfilos, * cristales sin inclusion, y nd necesidad de realizar un estudio en mayor
profundidad. Se observa que para el caso que nos atafie se favoreceria la inclusién de

huéspedes méas hidréfilos o lipéfilos.

Tabla 2.9. Capacidad de formar complejos de inclusion de los diferentes dcidos biliares en funcion de la naturaleza del
huésped. 77

sustituyente sustituyente en C-7 sustituyente
en C-3 H a-OH p-OH en C-12
_ - * H
a-OH - - nd a-OH
+ p nd p-OH
++ + - H
p-OH + ++ + a-OH
+y - + nd p-OH

También establecieron las relaciones entre las estructuras moleculares y las
asociaciones moleculares, y para ello se fijan en que las moléculas de sustrato se asocian
para dar tres tipos de arquitecturas diferentes: cruzadas, en capas o helicoidales, asi como en
las secuencias de enlaces de hidrogeno que se establecen. Estas secuencias
representativas se muestran en la Figura 2.9, respectivamente para el dcido célico (ciclicos
sin participacion de huéspedes) y desoxicolico (helicoidal).

. ofcm) cdy
24y 5
E o[ca)

.-.. ocy
@ ocay olcei .

Fig. 2.9 Redes de enlaces de hidrégeno tipicas para el dcido célico y desoxicolico respectivamente sin la

participacion de huéspedes. 77

Al comparar parejas de acidos, sefialan que los diferentes esquemas de enlaces de
hidrogeno justifican las grandes diferencias en las capacidades de inclusion. Asi, mientras el
acido colico sélo incluye alcoholes muy pequefios, el dcido 3-epicélico también incluye
alcoholes de mayor tamafio, y mientras el 4cido epidesoxicolico posee una capacidad
limitada para la inclusién de alcoholes, los cristales del desoxicélico no incluyen este
tipo de huéspedes.

% Estereoisémeros de otro compuesto que tiene una configuracién diferente en uno sélo de sus centros
estereogénicos.
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Polonski y Gdaniec”8 estudiaron diferentes complejos de inclusién 1:1 entre el dcido
colico y seis cetonas aromdticas diferentes: (I)PhCOMe, (11)4-F-CsHs-COMe, (11I) 2-CI-CsHy-
COMe,(1V) PhCOEt, (V) 4-F-CéHs-COEt y (VI) PhCHO, asi como los del éacido
desoxicolico con los huéspedes (I) y (IV), con estequiometria 2:5 y 1:3 respectivamente.
Del trabajo realizado se deduce:

a) En los complejos de dcido colico con III, IV y V, los huéspedes se acomodan en
canales tipo p” formados entre bicapas de esteroide con sus cadenas laterales en
disposicion trans (estiradas).

b) En los complejos de dcido colico con I, I y VI, los huéspedes se presentan en canales
tipo o formados entre bicapas de esteroide con sus cadenas laterales en disposicién

gauche (plegadas).

c) Las interacciones sustrato-huésped en los cristales de acido desoxicélico son
totalmente diferentes.

En el afio 1999, Gdaniec y col.” estudiaron los complejos de inclusiéon formados
entre del 4cido célico y desoxicdlico con dos N-nitrosopiperidinas en diferentes medios
(KBr y MeOH). Resultaron complejos 1:1 con el acido coélico y 2:1 con el acido
desoxicoélico.

En el afio 2000, Polonski y col.8 revisaron la estructura cristalina del complejo dcido
colico:benzofenona. En este articulo se define el llamado polimorfismo dependiente del
huésped mediante el cual las moléculas de acido colico ajustan su modo de asociacién y
su conformacion para adaptarse a diferentes tipos de huéspedes, fenénemo que ya
hemos visto en repetidas ocasiones anteriores. En la mayoria de los cristales de
inclusion del acido célico, los huéspedes se alojan en los canales que quedan entre las
bicapas corrugadas, donde las moléculas de esteroide se ordenan en forma cabeza-
cabeza cola-cola como se muestra en la Figura 2.10.

La forma y geometria del canal se ve modificada por la conformacién de la cadena
lateral pudiendo encontrarse extendida (trans) o plegada (gauche) y por
desplazamientos mutuos de las bicapas. Todo esto da origen, normalmente, a

# La designacion de los canales como tipo o y B, viene relacionado con la interdigitacion de los carbonos C18 y C19 del ndcleo
esteroide, de manera que en una configuracion tipo o el C18 de la parte lipofila superior de la bicapa esta intercalado entre los C18 y
C19 de la parte lipofila inferior, y en la configuracion tipo  es el C19 el que se encuentra intercalado. En el caso de existir un
mayor desplazamiento en el seno de la bicapa puede darse la situacién de ausencia de interdigitacion. La flecha roja indica la
posicién de C19 de la parte superior de la bicapa lip6fila. Mediante el esquema podemos ver como varia la geometria de los canales

b AR

tipo o tipo B sin interdigitacion
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estequiometrias 1:1. Los complejos de inclusion pueden formarse con las dos
conformaciones de las cadenas laterales debido a un reordenamiento antiparalelo de
las moléculas de esteroide en las dos partes que forman la bicapa (Figura 2.10 (a)). En
los complejos de estequiometria 2:1, por ejemplo, con hidrocarburos aromaticos, las
moléculas de esteroide se ordenan en las bicapas en forma cabeza-cola (Figura 2.10 (b)).

e S LT . o it
Fig. 2.10 (a) Representacion de la relacion cabeza-cabeza cola-cola, (dcido cdlico) y (b) relacion cabeza-cola (dcido
desoxicolico)80

Para el complejo CA:benzofenona, Miyata y col.#” habian indicado una
estequiometria 1:1, pero este huésped es demasiado grande para acomodarse en los
canales manteniendo dicha estequiometria, motivo por el cual llevan a cabo la citada
revision. Se establece entonces que la estequiometria mdas adecuada es la 2:1,
resultando un cristal monoclinico P2;. En la celda unidad hay cuatro moléculas de
esteroide simétricamente independientes, dos de ellas con conformacién gauche y otras
dos trans, situacion no muy comun en este tipo de complejos de inclusién (Figura 2.11).
Las moléculas de huésped, se encuentran desordenadas alojandose en dos canales
cristalograficamente distintos, pero topoldgicamente similares, en dos conformaciones
diferentes. Las moléculas de esteroide se asocian mediante el sistema ciclico de enlaces
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo y carboxilo, a la vez que dan lugar a la bicapa
cabeza-cabeza cola-cola (hh-tt).

Fig. 2.11. Empaquetamiento del complejo de inclusion dcido cdlico:benzofenona.”

Dastidar®! estudi6 el complejo de inclusion dcido colico:4-aminopiridina recristalizado
de metanol:agua, perteneciente al sistema monoclinico P2; con estequiometria 1:1 con 2
moléculas de agua. Presenta un red helicoidal de enlaces de hidrégeno en la que se une
el O12 y el O24b en forma cabeza cola (h-t) que habia sido observada y se crefa
exclusiva de los complejos de acido desoxicolico (Figura 2.12).

A comienzos del presente siglo, Fantin®? estudi6 los compuestos de inclusién de los
acido colico y desoxicélico con diferentes cetonas ciclicas racémicas, permitiendo la
separacion de los enantiomeros. El cristal dcido célico: (-)-biciclo[3.2.0]-hept-2-en-6-ona
(compuesto de importancia en la sintesis de la prostaglandina), resulté ser monoclinico
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P2; de estequiometria 2:1. Debe resaltarse que cuando se usa el dcido desoxicdlico
como sustrato se obtiene el isémero contrario, lo que pone de manifiesto que los detalles
estructurales juegan un papel importante en el proceso de discriminacion quiral. El cristal es
isomorfo con los de muchos otros complejos entre el acido colico y cetonas, ésteres y
derivados fendlicos ya vistos#8:525461-62,65,

Fig. 2.12. Ejemplos de ordenaciones tipicas para el CA y DCA en bicapas paralela y antiparalela en las bicapas.8!
El polimorfismo en estado solido se suele clasificar en dos tipos:
a) El empaquetamiento de las mismas moléculas en formas diferentes.

b) El empaquetamiento de isomeros conformacionales en formas diferentes, conocido
como polimorfismo conformacional.

Miyata y col. al realizar un estudio de complejacion entre dcido célico y acetato de etilo
mediante recristalizacion en presencia de 1-naftilmetilamina®3. Obtuvieron un cristal
triclinico P1 con estequiometria 1:1 con una estructura diferente a la ya publicada para
este mismo sistema®! (Tabla 2.10) y que, junto con otros ya descritos®®73, pertenecen al
altimo grupo de polimorfismo. En la Figura 2.13 se muestra el ordenamiento en
bicapas hh-tt que es comtin a ambos cristales. Difieren en las conformaciones (trans y
gauche) de la cadena lateral.

Tabla 2.10. Comparacion entre complejos de inclusion del CA:acetato de etilo.83

Acido Célico

Acetato de 1-naftilmetilamina /
Disolvente (Huésped) otilo Acetato de Etilo
Acetato de Etilo
Estequiometria 1:1 1:1
Sistema cristalino | Monoclinico Triclinico
grupo espacial P2, P1
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Fig. 2.13 Empaquetamiento de los complejos de inclusion dcido cdlico:acetato de etilo: Izquierda: conformacion

gauche; derecha: conformacion trans. Ambos tienen interdigitacion p.61.83

Por otro lado, mientras que el primer cristal descrito para este sistema mostraba
una red ciclica de enlaces de hidrégeno, en este trabajo se observa una red ciclica
idéntica a la anterior:

0O24a-H--0O12-H---O3-H - O7-H - 024b
y otra helicoidal
-+ 0O3-H - O12-H - 024b=C-0O24a-H - O7-H -
Por dltimo, también describieron diferencias en la forma de los canales de inclusion.

En ese mismo afio, Miyata también publicé una nueva forma de ordenamiento del
acido colico en el cristal de inclusion con la m-cloroanilinas* (ortorrémbico P2:2:2;).
Describié seis tipos de ordenamientos que pueden resultar por rotaciéon y
deslizamiento de capas lipéfilas paralelas o antiparalelas, de los que tres ya eran
conocidos, (Tabla 2.11).

Tabla 2.11. Relacién entre la interdigitacion de la capa lipdfila y la orientacion de las moléculas de esteroide.5*

Interdigitacion orientacion antiparalela orientacion paralela
a conocida®”” desconocida
p conocida’” desconocida
Sin interdigitacion conocida " * este trabaj o

=>"einf Tosd <= Bt
=y Ty = %ﬁ{f*’ﬁ

Orientacién paralela, .  Orientacién antiparalela, o

La estructura de la m-cloroanilina se muestra en la Figura 2.14 junto a la del cristal
con anilina®%. Ambos poseen la misma red ciclica de enlaces de hidrégeno y las
principales diferencias estriban en el desplazamiento de las bicapas que dan lugar a
que en el complejo con m-cloroanilina no exista interdigitacion de los metilos 18 y 19,
mientras que para la anilina la interdigitacién es tipo a. También se han encontrado
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diferencias en la orientacion paralela en el caso de la cloroanilina y antiparalela en el
cristal con anilina.

a) b)

Fig. 2.14. Empaquetamientos de los complejos de inclusion dcido célico: a) m-cloro anilina, sin interdigitacion y b)

anilina con interdigitacion tipo a.5%58

Polonski y col. también estudiaron los complejos de inclusién de los dcidos colico y
desoxicolico con nitrosobencenos 'y bencilot>86. En la Tabla 212 incluye algunas
caracteristicas de los cristales descritos en dichos articulos.

Tabla 2.12. Datos para complejos de dcido colico con nitrosobencenoss® y benciloss.

Sistema cristalino,

Huésped Sustrato Estequiometria 3
grupo espacial
nitrosobenceno acido cdlico 1:1
o-nitrosotolueno | . R monoclinico,
, 4cido desoxicélico P2
m-nitrosotolueno 2:1 1
bencilo acido célico

La Figura 2.15 muestra el empaquetamiento del cristal dcido colico:nitrosobenceno, en
donde se observa la conformacién gauche de la cadena lateral y la interdigitacion tipo
a.

Fig. 2.15 Empaquetamiento del complejo de inclusion dcido célico:nitrosobenceno.s6

Estos autores plantean como transformar especies opticamente inactivas en activas sin
utilizar reactivos quirales®. La quiralidad puede provenir de una torsién molecular en
cuyo caso la estabilidad configuracional depende de la barrera energética para la
rotaciéon interna. Uno de los primeros ejemplos conocidos de compuestos que

65



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

adquieren actividad optica en estado sdlido es el bencilo (PhCOCOPh), que a
temperatura ambiente lo hace en cristales de los grupos espaciales trigonales
enantiomorfos P3:21 y P3,;21. La configuracién absoluta se determina en este trabajo al
obtener complejos de inclusién con acido colico y dcido desoxicélico y realizar medidas
de rayos-X y dicroismo circular.

En este mismo afio M. Miyata y col. realizaron un estudio sistematico de las
estructuras cristalinas de complejos de inclusion de dcido célico y 28 bencenos
monosustituidos como primer intento para la comprension del reconocimiento molecular del
sustratos’. Encontraron que todos ellos son monoclinicos P2; con una estructura en bicapas,
con canales monodimensionales en los que se pueden introducir los huéspedes.

Todas las estructuras cristalinas del articulo, con la tnica excepcién del huésped
fenilmetanol, contienen la misma red de enlaces de hidrégeno entre moléculas de
sustrato (con independencia del huésped) y que responden al esquema de la Figura
216 (a). En la Figura 2.16 (b) se muestra que el grupo hidroxilo como con el
fenilmetanol se inserta en la red ciclica anterior, mientras que, en la Figura 2.16 (c), es el
grupo amino el que forma enlaces de hidrégeno con el sustrato.

a) b) c)
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Fig. 2.16 Esquemas de redes de enlaces de hidrogeno para sistemas dcido cdlico: bencenos monosustituidos.57

Los cristales del acido célico estructurados en bicapas pueden clasificarse en cuatro
tipos en funcién de las conformaciones gauche o trans de la cadena lateral del esteroide y
los dos tipos de interdigitation, a o f§, de los grupos metilo en las capas lipdfilas. Es obvio
que las estructuras resultantes, como hemos visto ya en diversas ocasiones, dependen
del huésped. Un ejemplo de cada una de ellas se muestra en la Figura 2.17, y
corresponden, respectivamente, a los siguientes huéspedes: benceno (o-gauche), alcohol
bencilico (o-trans), fenilacetileno (B-gauche) y enol (p-trans).

d)

Fig. 2.17. Empaquetamiento de complejos de inclusion dcido colico y diferentes derivados aromdticos: a) benceno,
b) alcohol bencilico, c) fenilacetileno y d) fenol.
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También se describen las caracteristicas de estos cuatro tipos de cristalizacién, y asi
se sefiala que en el o-gauche los dngulos diedros C(17)-C(20)-C(22)-C(23) estan
comprendidos entre 58 y 65°, que en la capa lipdfila el metilo 18 se localiza entre los
metilos 18 y 19 de la capa opuesta y que los parametros cristalograficos se mueven en
un estrecho intervalo. En el tipo p-trans, los dngulos de torsion estan comprendidos entre
-167 y -180° y ahora es el metilo 19 quien se inserta entre los metilos 18 y 19 de la capa
opuesta. Sefialan ademds que, de nuevo, sus pardmetros cristalograficos varfan en un
estrecho margen y que el deslizamiento de unos 4,5 A de una de las capas sobre la otra
provoca la transformacion a—f. La estructura p-gauche se obtuvo para el fenilacetileno
con un dngulo de torsion de 70° y la o~trans para el alcohol bencilico con un dngulo de
torsion de -160°.

También hacen un estudio de tamafio y forma de las cavidades, estableciendo el
siguiente orden de sus voliimenes: a-gauche < o-trans y p-gauche < p-trans. A través de
cortes paralelos al eje de los canales diferencian surcos cuadrados para los de tipo
gauche y triangulares para los trans.

La mayoria de los bencenos monosustituidos cristalizan en los tipos a-gauche y p-trans, el
primero para los huéspedes pequerios y el ultimo para los mds grandes. Cuando los voliimenes
moleculares del huésped exceden el limite superior del tipo P-trans (140 A3) la estequiometria
1:1 pasa a 2:1 con una isomerizacion simultanea f—c (isomerizacion por tamario).

Por otra parte, los huéspedes de tamartio intermedio podrian incorporarse en las cavidades
para dar los tipos o~gauche o P-trans, y el hecho real es que el resultado depende de su forma
(isomerizacion por forma). En el articulo, los autores caracterizan al huésped por la
longitud del eje longitudinal de la molécula (I) y por su espesor (th), pardmetros que
son estimados mediante calculos geométricos con modelos moleculares. Observan asi
que:

-5i1<9,7 A y th<4,3 A resulta el tipo o-gauche
-5i1>9,0 A y th>4,3 A resulta el P-trans (excepto para el huésped 56 del articulo)

Las formas caracteristicas de las moléculas correspondientes a los huéspedes
fenilacetileno y alcohol bencilico explican la apariciéon de las otras dos formas menos
comunes. Asi, para el fenilacetileno, I = 10,0 A es grande como para acomodarse en el
tipo a-gauche pero su volumen pequefno para hacerlo como [-trans y por ello lo hace
como [-gauche. Para el alcohol bencilico, el valor th = 5,2 A es superior al requerido
para resultar el tipo a-gauche y su volumen pequetio para que resulte el B-gauche; por
ello lo hace como a-trans.

Para tratar de comprender los tipos de cristalizacion resultantes en funcion de los
tamarios de los huéspedes (complementariedad por tamarios) y, por lo tanto, el
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reconocimiento molecular del &acido célico hacia ellos, se utiliza el coeficiente de
empaquetamiento de las cavidades del sustrato (PCewity) como criterio para el ajuste
estérico del huésped en la cavidad, definido como:

PCeavity (%) = [(volumen molecular) x (nimero de huéspedes) / Vcavity] x 100

Deducen asi que PCewiry = 55-70% es el requisito para la formacion de complejos de
inclusion estables, particularmente cuando los huéspedes se incluyen estabilizados por
fuerzas de van der Waals. Las interacciones intermoleculares fuertes como las -7 o los
enlaces de hidrégeno expanden el rango anterior. Por otra parte, valores de PCeuity
superiores al 70%, al no dar complejos estables, tienden a reducir la relacion estequiométrica
sustrato:huésped.

Los mismos autores abordan la inclusién y polimerizacién en cristales polimérficos
del 4cido c6lico con metacrilonitrilo y 2,3-dimetil-1,3-butadienoss, realizando
comparaciones con otros estudios anteriores con los dacidos desoxicélicosd,
quenodesoxicolico?2 y con el éster colato de metilo®.

Este grupo de investigacion realiza también un estudio sobre el reconocimiento
molecular de lactonas de tamafio medio (como 3-metilpropiolactona, y-valerolactona, 4-
etilbutirolactona, 2-metilbutirolactona, 3,4-en-y-valerolactona, 2-metil- y -valerolactona, y
hexirolactona) por inclusién en cristales de acido colico®, llegando a la conclusiéon de
que el tamario y la posicion de los sustituyentes juega un importante papel y que existe
discriminacion quiral, que ya habiamos visto con anterioridad>. Todos los cristales de los
complejos estudiados presentan estequiometria 1:1 y son monoclinicos P2; con
estructuras en bicapas del tipo P-trans. Observan que las lactonas de tamafio maés
pequeio y las grandes conducen a cristales sin inclusion.

Respecto a los enlaces de hidrégeno, se debe sefialar que todos los grupos donantes del
sustrato estan implicados en la red intramolecular sustrato-sustrato de forma que el huésped no
participa y, por lo tanto, su inclusion estd gobernada por fuerzas de van der Waals y por las
dimensiones estéricas. Tratan de comprender el reconocimiento molecular al analizar
diferentes secciones de corte y en diferentes planos en las que se van visualizando las
dimensiones estéricas de las cavidades y posibles cavidades donde puede entrar un
sustituyente del huésped y asi producirse el reconocimiento de uno de los dos
isomeros de una mezcla racémica.

Polonski y col. en ese mismo afio resuelven las estructuras cristalinas de complejos
de dcido colico y tres N-nitrosaminas con estructura Ph-N(R)-NO%, siendo todos ellos
monoclinicos P2;, con estequiometrias 1:1 para la Ph-N(Me)-NO y 2:1 para las otras dos
restantes (R= Ph y PhCH>). El primero de los complejos presenta una conformacién o-
gauche mientras que para el altimo la conformacién es p-trans, lo que se corresponde
con un mayor volumen de la cavidad para el huésped més voluminoso y con un cambio
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de estequiometria. En todos ellos las moléculas de acido biliar se disponen en bicapas
anfifilas corrugadas estabilizadas por enlaces de hidrégeno, dejando canales para el
alojamiento del huésped.

Miyata vy col. estudiaron la influencia del tamarno de la cadena lateral en las
caracteristicas de inclusion de los acidos colico, desoxicélico, quenodesoxicélico,
litocolico y derivados® mediante el andlisis de los cristales sin huésped o con inclusion. El
acido célico (a%) y el derivado con un grupo metileno menos (a-) pueden incluir muchos
tipos de huéspedes. Por el contrario, el derivado con dos metilenos menos (a2?) s6lo da
cristales libres de huésped y los que tienen uno (a*) o dos metilenos (a*?) adicionales
presentan unas caracteristicas intermedias. Por otra parte, mientras 4’ y a- dan
estructuras en bicapas con canales flexibles, a*2 se presenta en diferentes estructuras
cristalinas.

En otro articulo del mismo grupo, se plantea el estudio de la expansion de las
cavidades moleculares mediante un aumento de la longitud de la cadena lateral del esteroide®.
Se trabaja asi con el derivado del acido célico que posee dos grupos metileno
adicionales, denominado habitualmente dcido bishomocélico, comprobandose que es
capaz de formar complejos de inclusion cristalinos de estequiometria 1:1 con una
variedad de compuestos organicos, incluyendo algunos de tamafio grande como el
1-metilnaftaleno y la 1-tetralona, que no son incluidos en los cristales con 4cido célico.
Mediante difracciéon de rayos X se ponen de manifiesto dos tipos de estructuras, en
bicapas y cruzadas, isoestructurales con las propias del dcido c6lico y esquematizadas en
la Figura 2.18. Ambas poseen en comun la secuencia de enlaces de hidrégeno, pero la
orientacion del grupo carboxilico que participa en la secuencia determina una u otra
estructura. (I se corresponde con una disposicion a-gauche mientras que II que se
corresponde con una disposicién trans sin interdigitacion).

Fig. 2.18. Empaquetamiento tipico del dcido cdlico, (I) estructura tipica en bicapas, (II) estructura tipica cruzada.%
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En las estructuras conocidas como bicapas, éstas se organizan de acuerdo con la
interdigitacion de los grupos metilo y originan canales moleculares con espacios vacios
monodimensionales donde se incluyen variedad de huéspedes.

En las estructuras cruzadas se produce un ordenamiento tipo espiga que origina
cavidades tipo caja donde se alojan compuestos como alcoholes y nitrilos de pequefio
tamafio. Con el aumento o acortamiento en un tnico grupo metileno, se cambia la
orientaciéon del grupo carboxilico y se deforman los enlaces de hidrégeno. Hay que
notar que el disefio de esta modificacion esta basado en la intencién de mantener los
enlaces de hidrégeno ciclicos.

Ejemplos de bicapas y estructuras cruzadas se muestran en las Figuras 2.19 y 2.20.
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Fig. 2.19 Ejemplos de empaquetamientos en bicapas para dcido célico y redes de enlaces de hidrégeno

correspondientes.
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Fig. 2.20 Ejemplos de empaquetamientos cruzados para dcido colico y redes de enlaces de hidrogeno correspondientes.

Las estructuras en bicapas son mds idoneas con huéspedes grandes como el 1-
metilnaftaleno y la 1-tetralona, pudiendo diferir en la conformacién de la cadena lateral
(trans o gauche), deformando las cavidades y modificando la orientacién del huésped
aromatico en su interior.

Las estructuras cruzadas son mds comunes con los huéspedes pequeiios, diferenciandose
los tipos CI y CII segtn que los enlaces de hidrogeno sean helicoidales o ciclicos (en este caso,
los mismos que en las bicapas) y los tamafios de las cavidades resultantes. Los
primeros son adecuados para nitrilos y los segundos para compuestos aromaéticos
(ambos mucho menores que las formadas por las bicapas). Por otra parte, el acido célico
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forma la estructura CI con diferentes huéspedes ya vistos®55.596973 Se pone de
manifiesto que el aumento de la cadena lateral no es eficaz para las expansiones de las
cavidades en este tipo de estructuras cruzadas. El acido colico forma complejos de inclusion
con alcoholes de cadena corta*>5! y los derivados fluorados estudiados®, todos ellos
con una estructura de tipo cruzado.

En el afio 2002 Miyata y col. estudiaron los complejos de inclusién del dcido colico
con el 1-pentanol y 1-hexanol?’, obteniéndo cristales monoclinicos P2; de estequiometria
1:1, siendo ahora las estructuras en bicapas o-trans y o-gauche respectivamente, como
las obtenidas para diferentes alcoholes aromaticos®57. Las bicapas se ven estabilizadas por
enlaces de hidrogeno entre las caras hidréfilas y fuerzas de van der Waals entre las lipofilas.

En ambos casos los enlaces de hidrégeno siguen una red ciclica en la que participan
los alcoholes y es similar a la encontrada para la anilina y derivados¢®:

~O(huésped)-H-024b=C-024a-H--O7-H-0O3-H-012-H-O(huésped)-

En el mismo afio, Yamamoto y col.%, estudiaron los complejos de inclusion en
estado solido del dcido cdlico con p-hidroxibenzoato de metilo e ibuprofeno. Las
estequiometrias resultantes fueron 1:1 y 2:1, respectivamente.

Un afio mas tarde, Nakano y col.? estudiaron la formacion de clatratos de dcido colico
y benceno monosustituidos” como huéspedes) desde el punto de vista de la selectividad en
la recristalizacién de todas las mezclas posibles de pares de esos huéspedes y 1-butanol
(que no se incorpora al complejo).

Todos los compuestos de inclusién poseen estructuras en bicapas, incorporandose
los huéspedes en la cavidad monodimensional de la capa lipéfila. Clasifican estas
estructuras en tres tipos, a-G, o-T y T, segtin el comportamiento de interdigitation de
los grupos metilo en las caras lipdfilas y la conformacion gauche (G) o trans (T) de la
cadena lateral del esteroide (Tabla 2.13).

Tabla 2.13. Resumen de datos para complejos de dcido cdlico con bencenos monosustituidos.?

Huésped Benceno, Etilbenceno, Butilbenceno Pentilbenceno,
P Tolueno Propilbenceno Hexilbenceno
Estequiometria 1:1 | 2:1
Sistema cristalino, Monoclinico,
grupo espacial P2,
tipo aG | B-T | a-T a-G

# Jos huéspedes estudiados por los autores fueron los siguientes: benceno, tolueno, etilbenceno, propilbenceno, butilbenceno,
pentilbenceno y hexilbenceno, los cuatro primeros complejos ya habian sido publicados previamente por los mismos autores. (
Nakano, K. et al.;Chem. Eur. J. 2001, 7, 209)
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La eficiencia del empaquetamiento de los huéspedes en las cavidades, es decir, la
complementariedad del tamario no es un pardmetro adecuado para medir la selectividad. En
cambio, si lo es la complementariedad de la forma, al menos para huéspedes con anillos fenilo.

El mismo grupo de investigaciéon plante6 continuar el estudio del articulo anterior,
ahora referido a la selectividad con el dcido cdlico con o-, m- y p-xilenol®. Describen las
enclatraciones* selectiva y no selectiva en sistemas con diferentes huéspedes, obteniendo

diferentes comportamientos:
a) Un huésped se incluye de manera selectiva y el otro actiia sélo como disolvente.
b) Los dos se incluyen, y los cristales son mezclas de cristales de inclusion individuales.

c) Los dos se incluyen sin selectividad, resultando de forma estadisticamente desordenado en
las cavidades de inclusion.

d) Ambos huéspedes se incluyen, pero se modifica la estructura del sustrato con respecto a la
de los cristales puros.

Sin considerar los compuestos con un soélo huésped vemos que poseen
estequiometrias 1:1 (m- y p- xileno) y 2:1 (en dos cristales polimorficos segiin la
temperatura con o-xileno), todos ellos formando bicapas (Tabla 2.14).

Tabla 2.14. Resumen de datos de estructuras cristalinas de complejos de dcido célico con o-, m- y p-xileno.100

Huésped o-xileno (I)  o-xileno (II) m-xileno
Estequiometria 2:1 | 1:1
Sistema cristalino, Monoclinico,
grupo cristalino P2,
tipo p-G | a-T | p-T | a-G

La forma I del o-xileno se diferencia de todas las demas en el sentido de que posee
un empaquetamiento antiparalelo en la capa lipéfila y paralelo en la hidréfila.

Todas ellas, incluyen la forma I del o-xileno, poseen diferentes esquemas de enlaces
de hidrégeno (Figura 2.21).
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Fig. 2.21 Red de enlaces de hidrdgeno para los complejos de inclusion del dcido colico con: o-xileno(I), o-xileno(Il) , m-

xileno y p-xileno, respectivamente.100

4 Clatrato: red de un determinado tipo de molécula, que atrapa y retiene a un segundo tipo de molécula.
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Los autores realizaron también experimentos de recristalizacién selectiva por
combinacién de parejas de huéspedes, encontrando casos que se oponen a los vistos en
la recristalizacion competitiva de bencenos sustituidos®, en los que predominaba el
factor de forma del huésped.

Simultaneamente, Osada y col.19? publicaron un articulo en el que se resolvia la
estructura cristalina, aunque se indica que no corresponde a un tnico cristal, de un
complejo entre el dcido célico y el polication 3,3-ioneno. El patrén de difraccién obtenido
sugiere la formacién de una estructura laminar con un espesor de 1.33 nm, haciendo una
estimacion ortorrémbica del ordenamiento de la molécula en la celda unidad.

En el afio 2004, Polonski y col.12 estudian los complejos de dcido célico y benzofenona
y tiobenzofenona a 100 K. Los cristales resultaron ser monoclinicos P2;, con la misma
estequiometria 2:1. Las estructuras del primer complejo se ven estabilizadas por enlaces
de hidrégeno entre moléculas del 4cido biliar que forman bicapas anfifilas corrugadas. En
uno de los dos tipos de canales se alojan moléculas de huésped con diferente helicidad.
El segundo complejo s6lo contiene un tipo de huésped en conformacion P, (Figura 2.22).
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Fig. 2.22 Empaquetamiento del complejo dcido colico:benzofenona con canales tipo I y 11 y definicion para la

conformacion de la benzofenona y tiobenzofenona.102

En ese mismo afio Miyata y col. estudiaron el complejo cristalino mixto dcido
colico:benceno+etilbencenol®. La estequiometria (8:2) es independiente de la relaciéon
huésped:sustrato utilizada en el proceso de cristalizaciéon. Las estructuras de los
cristales dcido colico:benceno y dcido colico:etilbenceno son, respectivamente, a-gauche y -
trans, y la mezcla de los dos huéspedes se incorpora al cristal manteniendo la primera
de las estructuras.

En otro articulo, el mismo grupo discute los ensamblajes helicoidales de cristales de
inclusioén con acidos biliares y derivados como moléculas sustrato!®. Tras analizar del
orden de 300 estructuras cristalinas, los autores indican que poseen la estructura
jerarquica que se indica en la Figura 2.23:
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a) Ordenamiento de dichas moléculas para dar hélices con una direccion definida
respecto al eje cristalografico 2;.

b) Asociacion paralela de hélices a través de enlaces de hidrogeno para dar laminas quirales.

c) Apilamiento de estas laminas de forma paralela o antiparalela por medio de fuerzas de van
der Waals.

d) Llenado de los espacios quirales incluyendo huéspedes entre las ldaminas.
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Fig. 2.23. Ordenamiento helicoidal de las moléculas de dcido célico en funcion de sus asociaciones moleculares tipo
(a), (b), (c)y (d) definidas en el texto.104

Si se comparan los acidos desoxicélico, colico, quenodesoxicdlico y litocolico (a-d
en la Figura 2.24) se observan diferentes maneras de ordenacién de los esteroides para

generar las hélices, resultando todas a derechas excepto la del acido quenodesoxicélico
que es a izquierdas.

a) ) 0 d)

Fig. 2.24. Ordenamiento helicoidal de las moléculas de los dcidos desoxicélico (a), célico (b), quenodesoxicdlico (c) y
litocolico (d).

En el caso del 4cido célico el grupo carboxilico se ajusta dentro de los enlaces de
hidrégeno incompletos OH7-OH3-OH12 de la hélice vecina dando lugar a una red
ciclica de enlaces de hidrégeno. La transformacién de la funcién carboxilica del acido
colico en un enlace amida, éster o alcohol (Figura 2.25), implican la modificaciéon de la
secuencia ciclica de enlaces de hidrégeno. Sélo en el caso de la amida2¢33 se conserva
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esta secuencia ciclica, mientras que se rompe en el caso de la formacioén de ésteres o
alcoholes?”.
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Fig. 2.25. Esquema de redes de enlaces de hidrégeno en funcion de la modificacién realizada sobre el grupo carboxilico
del dcido célico.

Finalmente, como muestra la Figura 2.26, entre las hélices pueden quedar canales
potencialmente disponibles para una inclusién de huéspedes lo que dependerd de las
caracteristicas de estos y del alineamiento de las moléculas que componen el sustrato.
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Fig. 2.26. Esquema de los canales para la inclusion esquematizados mediante los cilindros intercalados entre las
redes helicoidales del sustrato.

All

En otro articulo del mismo grupo de investigacion se realizé un estudio estructural
del ensamblaje supramolecular de acidos biliares con diferentes longitudes en sus
cadenas laterales!’. Los compuestos utilizados son los acidos bisnorcélico, norcélico,
cOlico, homocolico y bishomocélico. Basdndose en consideraciones geométricas
(rotaciones y desplazamientos) diserian 10 maneras en la que se pueden agregar las
moléculas de esteroides para generar estructuras en bicapas (Figura 2.27).

El articulo se centra en las bicapas, que pueden clasificarse en bicapas propiamente
dichas (con siete subtipos, de B. a Bg) y en layerlike o falsas capas (con dos subtipos, T y
W). Los empaquetamientos moleculares correspondientes a ellas se muestran en la
Figura 2.28.

El acido célico posee como estructuras dominantes las By-Bg. Las diferentes
estructuras en bicapas Be, Br y Bg dependen del huésped y sus secuencias de enlaces de
hidrégeno se muestran en la Figura 2.29. Destaca que las redes resultantes son ciclicas
para B, ciclica y lineal para Bf y ramificada para B,
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Fig. 2.28 Esquemas de empaquetamientos moleculares en bicapas (cuadro punteado azul) y falsas capas (cuadros
punteados verdes) para el dcido célico.
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Fig. 2.29 Esquemas de redes de enlaces de hidrogeno y empaquetamientos moleculares en bicapas para las estructuras
dominantes presentadas en el dcido cdlico, Be, Bry By,

Polonski y col. publicaron!® las estructuras de los complejos de dcido célico y acido
desoxicolico con anti-azobenceno. Expresamente se indica que estos sustratos no
incluyen al compuesto sin-. El primero de los compuestos de inclusion posee
estequiometria 1:2 y es monoclinico P2;, mostrando un desorden en el huésped similar
al del complejo con bencilo®. El empaquetamiento que se muestra a continuaciéon, se
observa que las moléculas de sustrato se auto-ensamblan en bicapas, unidas mediante
enlaces de hidrégeno y los canales que quedan entre las bicapas se llenan con el
huésped organizado en columnas infinitas a lo largo del eje a. Las moléculas de acido

colico se disponen en una conformacion a-G ya descrita en varias ocasiones.

Fig. 2.30 Empaquetamiento del complejo de inclusion para dcido colico:anti-azobenceno.105

En 2005 M. Miyata y col. publicaron un estudio sobre los cambios que por
calentamiento sufren cristales de acido célico con diferentes huéspedes!®. Tras analizar
las bicapas y observar la variacién de la distancia entre capas en funcién del huésped,
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plantearon la investigaciéon de los cambios reversibles en dichas distancias por la
insercion o eliminaciéon de los siguientes huéspedes: o-toluidina, m-fluoranilina, o-
clorotolueno, o-bromotolueno e indeno. Todos ellos presentan estequiometrias 1:2 y poseen
estructuras con bicapas en donde los huéspedes se encuentran alojados en los canales
bidimensionales que quedan entre las capas lipdfilas (Figura 2.31).
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Fig. 2.31 Esquema de capas lipofilicas, hidrdfilas, cavidad para alojar los huéspedes y esquema de enlaces de

hidrégeno. 106

En la parte hidréfila se genera una secuencia ciclica de enlaces de hidrégeno comtin
para muchos sistemas con el acido coélico. Los huéspedes con grupos amino (o-
toluidina y m-fluoroanilina) interaccionan débilmente con esta red de enlaces de
hidrégeno actuando de puente entre las secuencias ciclicas, de forma similar a como lo
hacia la anilina%® (Figura 2.32).
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Fig. 2.32 Esquema de la red de enlaces de hidrégeno entre el dcido célico con o-toluidina y m-fluoroanilina
respectivamente.106

Mediante termogravimetria se comprobé que todos los cristales liberan el huésped
a una temperatura préxima a 130°C, pero muestran dos picos endotérmicos por debajo
de este punto, asociados a cambios estructurales provocados por la aparicion de
cristales intermedios con comportamientos de difraccién de rayos X diferentes de los
correspondientes a los complejos iniciales que son tipo sdndwich. Los autores
estudiaron también el proceso inverso, es decir, la inserciéon de los huéspedes entre las
bicapas de moléculas sustrato, poniendo en evidencia la reversibilidad del proceso,
hecho que califican como raro para huéspedes organicos.

En otra publicacién del mismo grupo!?” se ofrecieron los resultados de un estudio
de colamida y 4cido célico con 58 alcoholes como huéspedes (56 nuevos respecto a otros
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trabajos publicados). La mayoria de los formados con la colamida son del tipo bicapas,
pero s6lo dos poseen este tipo de estructura con el &cido célico, lo que muestra la
importancia de los grupos funcionales del sustrato en la formacion de enlaces de hidrégeno a
pesar de poseer ambos pricticamente la misma forma y tamario.

Los cristales poseen estequiometrias 1:2, 1:1 6 2:1, dependiente del ntimero de
atomos de carbono del huésped, vy las estructuras encontradas se distribuyen en
bicapas, una nueva forma que no habia sido descrita para estos sistemas que es la
distribucién en espiga y cruzadas (Figura 2.33 y Tabla 2.15), siendo las dos dltimas

estructuras novedosas.

Bicapa tipo espiga cruzada

Fig. 2.33. Estructuras encontradas para complejos de inclusion entre dcido cdlico y diferentes alcoholes
alifiticos.107

Tabla 2.15. Cantidad de alcoholes alifaticos encontrados para cada estructura en funcion de la longitud de la
cadena alifdtica.107

Nuamero de carbonos de las moléculas huésped

Estequiometria
1|c2|c3|c4a|c5|c6|c7|cs8| 9| C10] Total
Bicapa (1:2) 1 1
Bicapa (1:1) 2/6[11/13|8 4 44
Bicapa (2:1) 1222 2] 9
Espiga (1:2) 1 | 1
Espiga (1:1) | 2 | 2
Cruzada (1:1) | 1 | 1

Las estructuras en bicapas aparecen con los subtipos a-trans, a-gauche, B-trans y B-

gauche.

tipo a-G tipo p-G

Fig. 2.34. Cavidad generada en funcion del tipo de interdigitacion para configuracion gauche de la cadena lateral.
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Como se observa en la figura anterior, las disposiciones con interdigitacion tipo 3
dejan una cavidad eliptica inclinada (mds que en las tipo o) siendo de mayor tamafio
cuando la cadena lateral se presenta en conformacion trans. En las partes hidroéfilas, las
moléculas de sustrato se encuentran unidas por medio de enlaces de hidrégeno que
forman redes ciclicas (Figura 2.35) estando los ciclos adyacentes unidos a través de uno
de los huéspedes alcohdlicos excepto en el caso del (CH3;CH>CH>).CHOH.
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Fig. 2.35. Esquemas para redes de enlaces de hidrogeno en diferentes complejos dcido célico:alcoholes alifiticos.107

El isomerismo encontrado es debido en primer lugar a los tamariios de los huéspedes y las
cavidades. Los huéspedes con voliimenes entre 55,6 y 161,5 A3 se incluyen en estructuras en
bicapas, pero como el (CHs3)(COCH3)CHOH, ((CHs3)2CH).CHOH vy el 1,4-butanodiol
(con voliimenes de 100-143 A3) lo hacen en estructuras diferentes, se concluye que dicho
aspecto no es el tinico determinante y que también deben de influir la forma del huésped y los
enlaces de hidrégeno. Por otra parte, dentro de la estructura en bicapas, la isomerizaciéon
en los 4 subtipos se entiende y explica en términos del tamafio del huésped. La
isomerizacion estructural provocada por el aumento del volumen del huésped queda
en la forma: a-trans (1:1), a-gauche (1:1), B-trans (1:1), a-trans (2:1), a-gauche (2:1) y B-
trans (2:1). Por otra parte, se estudia el coeficiente de empaquetamiento PCeavity que se
correlaciona con el volumen del huésped concluyéndose que la isomerizacion a-trans a
o-gauche es atribuible a la forma y no al tamario. Asimismo, la transformacién de a-gauche
a B-trans estd dominada por el tamafo, y la formacion selectiva de estos dos tipos de
conformaciones con alcoholes medios se interpreta en funcion del ajuste de su forma a la
cavidad.

Al comparar las estructuras cristalinas del 4cido célico y de la colamida que forman
cristales monoclinicos P2; con isomerismos a-trans, a-gauche y B-trans, se deduce que
ambos sustratos exhiben un comportamiento similar de la isomerizacion basada en tamario y
forma del huésped. A pesar de la similitud la inclusién de alcoholes alifaticos es diferente.
La recristalizacion de dcido colico en mids de 50 alcoholes solo produce 8 cristales de inclusion,
de los cuales 2 (1-pentanol y 1-hexanol) lo hacen en una estructura en bicapas y otros 5
en estructura cruzada*51%. La estructura en bicapas con 1-pentanol y 1-hexanol dan
diferentes isomeros con el acido célico y la colamida: a-trans (acido colico) y a-gauche
(colamida), y oa-gauche (acido c6lico) y PB-gauche (colamida) respectivamente. Estas
diferencias pueden atribuirse a la formacién de redes de enlaces de hidrégeno con los
grupos funcionales. En la colamida se da una unién con el huésped entre las redes
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ciclicas adyacentes del sustrato, situaciéon que no sucede cuando el grupo amida se
sustituye por el grupo carboxilico.

Miyata y col.1%8 trataron de establecer una prediccion jerarquica de estructuras
cristalinas con més de 30 tipos de ordenaciones del acido célico que se conocens7 100,
Destacaron la importancia de la asimetria del esqueleto ya que indican que las moléculas sin
elementos de simetria tienen tendencia a formar organizaciones en hélices 21 y asumen estas
conclusiones para el dcido cdlico. Por otro lado, destacan la importancia del
empaquetamiento cara hidréfila-cara hidréfila que es el mds adecuado para el
establecimiento de enlaces de hidrégeno por parte de los grupos hidroxilo, y asi las
moléculas del acido biliar se alinean con la direccién cabeza-cola vertical al eje 2;
(Figura 2.36). Los huéspedes se intercalan entre las laminas construyéndose los
diferentes ordenamientos estructurales discutidos previamentel®* y basados en
diferentes interacciones: enlaces de hidrégeno de los grupos hidroxilo, enlaces de
hidrégeno del grupo carboxilico e interacciones de van der Waals.
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Fig. 2.36. Esquema de la molécula de dcido célico y orientacion adoptada por las moléculas individuales para la
generacion de la hélice mediante enlaces de hidrogeno.108

En 2006, Pretto y col.1® publicaron las estructuras cristalinas (monoclinicas P2;) de
complejos de estequiometria 1:1 formados por el dcido célico con carbonatos ciclicos
monosustituidos con grupos R metilo y etilo. Sus empaquetamientos son isoestructurales y
muy similares a los de otros complejos#8658299-100, con bicapas anfifilicas en las que las
capas se encuentran unidas por enlaces de hidrégeno entre las caras a (cara hidroéfila) e
interacciones de van der Waals entre las [ (cara hidréfoba). Los huéspedes quedan
alojados en su interior debido a fuerzas de van der Waals y su complementariedad estérica
dentro de los canales quirales en las capas lipdfilas. Por otra parte, en ambos complejos las
cadenas laterales estdan completamente extendidas (disposicién trans) presentando
interdigitacion tipo a.

Poco mas tarde, Wicher y Gdaniec'® publicaron la estructura cristalina del
complejo de inclusiéon entre el dcido colico y la quinoxalina, resultando tener una
estequiometria 2:1 y pertenecer al sistema monoclinico P2;. La ordenacion estructural
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es en bicapas antiparalelas corrugadas en donde la disposiciéon de las moléculas se
puede clasificar como a-trans. Cuatro moléculas de sustrato generan una secuencia
ciclica de enlaces de hidrégeno que ensambla las moléculas en una estructura
polimérica bidimensional definiendo con ello la bicapa. Las moléculas de huésped se
encuentran alojadas en los canales lipéfilos generados entre bicapas vecinas siendo la
interacciéon de van der Waals la dominante entre el sustrato y el huésped. Existen tres
tipos de canales diferenciados, dos de ellos relacionados mediante operaciones de
translacion a lo largo del eje b y un tercero en donde se muestra la superposicién de los
otros dos canales y su relacion con estos a lo largo de un eje helicoidal (Figura 2.37).

Fig. 2.37. Orientacién de las moléculas de quinoxalina en el seno de la red cristalina.110

En cuanto a los derivados del dcido cdlico debemos de comentar, en primer lugar, los
trabajos que hacen referencia al éster metilico. El primero de ellos data de 1965 cuando
Norton y Haner! publicaron los primeros resultados cristalograficos conocidos para el
cristal del colato de metilo:etanol con estequiometria 1:1 y perteneciente al sistema
monoclinico C2 y que ya habiamos comentado al principio de la introduccién.

En 1987 se hizo referencia al cristal del complejo 1:1 colato de metilo:metanol?0. La
estequiometria fue deducida por andlisis termogravimétrico y confirmada mediante
RMN. EI cristal pertenece al sistema monoclinico C2 y el empaquetamiento pone de
manifiesto una estructura en bicapas como las vistas hasta el momento, estando
atrapado el huésped en la region hidréfila por medio de enlaces de hidrégeno con los
grupos OH de la posicién 12.

Ya en 1991, Miyata y col. extienden el estudio al huésped 2-propanol?!. El cristal
también pertenece al sistema monoclinico C2 y su estequiometria es 1:1, siendo por lo
tanto isomorfo con el de metanol ya citado. Sin embargo, la conformacién de la cadena
lateral en estos dos cristales es diferente de las que presenta en los cristales de acido
colico y de desoxicolato de metilo. La localizacion de los alcoholes en los dos cristales
analizados en el articulo es practicamente idéntica, y se encuentran ligados al éster biliar
por medio de enlaces de hidrégeno, aunque no se encuentran en canales. Las moléculas de
éster aparecen en capas antiparalelas a lo largo del eje cristalogrifico c, disposicién similar a

82



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

la de cristales de inclusion del acido célico®. Finalmente, los enlaces de hidrégeno que
se ponen de manifiesto son los siguientes: O3-H!-O12-Hi-O(alcohol)-Hii--O7-Hiv-O3v

Cuatro afios mas tarde, Scott publicé las estructuras de los cristales del éster metilico
sin huésped y con acetonitrilo, junto al dcido célico con este mismo huésped?? (Tabla 2.16).

Tabla 2.16. Datos cristalogrdficos para sistemas dcido colico acetonitrilo, colato de metilo sin huésped y con

acetonitrilo.2?

sustrato acido colico colato de metilo colato de metilo
huésped acetonitrilo | acetonitrilo s.h.
estequiometria 1:1 -
. Ortorrémbico,
Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, P2, 222

En los diagramas de empaquetamiento de los primeros se forman bicapas unidas por
enlaces de hidrégeno entre los esteroides, donde no quedan canales y el acetonitrilo se
mantiene en cavidades que quedan entre las bicapas

En 1996 Miyata y col.?> publicaron tres tipos de compuestos de inclusién de la
colamida con S-butan-2-ol, R-butan-2-ol y una mezcla racémica de butan-2-ol. Todas las
estructuras son isomorfas monoclinicas P2;, con el mismo ordenamiento en capas para
los tres casos, proporcionando espacios en los canales para las moléculas de huésped.
En la mezcla racémica se observa que la inclusion del enantiomero S es mds favorable. Por
otro lado la red de enlaces de hidrégeno es comtn a los tres compuestos: O3-H --O12-
H-O=C-N-H--O7-H---O3 y N-H :- O(alcohol)-H - - O12.

En 1997, Byrn y col.11! publicaron la estructura cristalina de la colamida dihidratada,
perteneciente al sistema monoclinico, P2;. El complejo esta dispuesto en bicapas sin
intedigitaciéon en los canales hidréfobos y la cadena lateral en disposicion gauche.
Presenta una red helicoidal de enlaces de hidrégeno y las moléculas de agua participan
como puentes entre moléculas vecinas en la secuencia de enlaces de hidrégeno,
existiendo también interacciones entre los grupos hidroxilos O7-H y O3-H con
moléculas vecinas mediante el atomo de nitrégeno de la amida.

Tras esta revision bibliografica, como resumen podemos decir que de los algo mas
de 100 cristales diferentes de acido célico a los que nos hemos referido sélo uno de
ellos es hexagonal*® y, como en el caso del acido desoxicélico, posee agua como
huésped. Aproximadamente un 7% son triclinicos y un 11% ortorrémbicos, los
restantes son monoclinicos, por lo que es claramente mayoritario para este esteroide.

También debemos mencionar que se han analizado diferentes parametros y
caracteristicas de las redes cristalinas, que trataremos de aplicar y analizar para los
cristales obtenidos en el presente trabajo de investigacion. Algunos de los parametros a
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analizar seran la configuracién de la cadena lateral, la formacién de bicapas, el estudio
de inclusion o no de huéspedes en la estructura cristalina, el indice de
empaquetamiento de las cavidades y su posibilidad para alojar huéspedes, asi como
otras caracteristicas vistas en los articulos publicados por los diferentes grupos de
investigacion hasta el momento.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 AAdCH,CA
Sintesis del compuesto: [3f, 5a, 7a, 12a]-3[(adamantano-2-acetil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico (AdCH,CA).

Se ha sintetizado el compuesto AACH,CA, cuya férmula estructural se recoge en la
Figura 2.38 fue sintetizado, segtin se describe en la seccion experimental, apéndice A de
sintesis, mediante la reaccién de adicién-eliminacién entre el cloruro del &cido
adamantano-1-acético y el éster de metilo del acido 3-pB-amino-célico.

Fig. 2.38 Esquema y numeracién para la molécula de AdACH,CA.

Mediante la técnica de Difraccién de Rayos X se han obtenido diferentes cristales en
forma de prisma incoloros. Los datos fueron recogidos en un difractémetro Bruker X8
KappaAPEXII. El resumen de los datos obtenidos se muestra en la Tabla 2.17.

Para comenzar el estudio de los complejos de inclusion realizados, y siguiendo
algunos de los procedimientos vistos en la revision bibliografica, analizaremos la
conformacion del anillo D del nudcleo esteroideo, en términos del dngulo maximo de
torsion, @m, y el angulo de fase de pseudorotacion, A%.” Se puede observar en la Tabla
2.18 que los valores obtenidos para los cristales no presentan diferencias significativas,
predominando la conformacion en media silla distorsionada. Esta conformacién es habitual
en cristales de acido desoxicolico (DCA) con diferentes huéspedes!2114 y del 4cido
quenodesoxicélico entre otrosS. La conformacion intermedia entre media silla y sobre fue
encontrada para el complejo con 2-butanol y en la bibliografia podemos ver que es
comun para los complejos de inclusion del acido coélico (CA) con diferentes
alcoholes#*>5! asi como del DCA con o-xileno®115, 4cido salicilico’> o también para el
acido ursodesoxicoélico con algunos alcoholes entre otros.4>51

# En la introduccion se encuentra una explicacion mas exhaustiva de estos términos.
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Tabla 2.17. Datos cristalogrdficos para los complejos de AACH,CA en acetona/agua, dmso, 2-propanol, 2-butanol, 2-

pentanol, 3-metil-butanol y acetofenona.

Disolvente Acetona/Ag |D)\Y E6) Acetofenona
) . C, H, NO,. C,H, NO,. 2C, H, NO,.
Férmula empirica 36 o7 6 > > 69
P C3H6O.HZO C,H.05H,0 C,HO.H,0
. . 1:1(acetona 1:1(dmso 1:1(acetofenona
Estequiometria 1((agua) ) 1 (Eagua) ) ( 1(agua) )
Formula en peso 659.92 679.78 1323.83
Temperatura (K) 100 (2) 110 (2) 100 (2)
Longitud de onda (A) 0.7107 0.7107 0.7107
Sistema cristalino, Ortorémbico, Ortorémbico, Ortorémbico,
grupo espacial I:.212121 P212121 I:.212121
a(A) 9.2519(2) 9.270(3) 8.2039(6)
b (A) 17.5830(4) 17.538(6) 18.7635(11)
c(A) 22.3231(6) 22.381(8) 24.6144(16)
a (%) 90.00 90.00 90.00
B () 90.00 90.00 90.00
Y (®) 90.00 90.00 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.207 4,1.241 5,1.16
(g/cm’)
Coeficiente de Absorcion
1 0.081 0.138 0.08
p (mm’)
F(000) 1448 1488 1448
Tamaiio cristal (mms) 0.23%0.22x0.19 0.31x0.23%0.2 0.65x0.14x0.11
Intervalo Theta 2.31-31.34 2.15:26.25 28-26.2
(datos recogidos) (°)
-14<h<14 -11<h<11 —9<h<9
Intervalos de los indices 0<k<27 0<k<21 0<k<22
0<1<34 0<1<28 0<1<29
Datos/restricciones/parametros|  13889/0/453 7523/0/454 3915/3/446
mejor ajuste en F’ 1.006 1.026 1.047
indices R finales 22001 | pooogs | wRae0a1s | wR200919
T S e
Diferencia de densidad
. . 0.3 0.417 y -0.209 0.349 y -0.402 0.18 y -0.19
maxima y minima (A")

Disolvente

2-Butanol 2-Pentanol 3-Metil-Butanol
Férmula empirica C%;?lj)o CC ﬁHsg)NI? o C3e?§720 C3éHI5:I7 Ng
2 410 2 511
Estequiometria 1:2(agua) 11 (12-butanol) 1:2(agua)  [1:1(3-Metil-Butanol)
(agua)
Férmula en peso 619.86 675.96 619.86 670.96
Temperatura (K) 100 (2) 100 (2) 100 (2) 100 (2)
Longitud de onda (A) 0.7107 0.7107 0.7107 0.7107
Sistema cristalino, Ortorombico, | Ortorombico, | Ortorémbico, Ortorémbico,
grupo espacial P222 P222 P222 P222
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a (A) 8.4432 (4) 9.4616 (16) 8.4382 (5) 9.6524 (4)
b (A) 18.2709 (9) 17.690 (2) 18.2690 (11) 17.8354 (7)
c (A) 21.9283 (10) 22.405 (4) 21.9586 (14) 21.7634 (10)
a () 90.00 90.00 90.00 90.00
B () 90.00 90.00 90.00 90.00
v (°) 90.00 90.00 90.00 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.217 4,1.197 4,1.216 4,1.189
(g/cm’)
Coeficiente de Absorcion
1 0.08 0.08 0.08 0.08
p (mm )
F(000) 1360 1488 1360 1476
0.19 x 0.08 x 0.51 x 0.22 x
Tamaiio cristal (mms) 10.25 x 0.23 x 0.08 0.07 0.04 0.58 x 0.15 x 0.13
Intervalo Theta 2.4-28.6 1.82-21.97 29-22.4 23-23.8
(datos recogidos) (°)
-11<h<11 -9<h<9 -10<h<10 -11<h<11
Intervalos de los indices 0<k<22 0<k<18 0<k<22 0<k<22
0<1<29 0<1<23 0<1<26 0<1<26
Datos/restricciones/parametros| 4704/3/428 2606/2 /455 3504/4/424 7359/2/586
meior a]'uste en F2 1.067 1.087 0.916 0.916
i 1 . R1=0.0416 R1=0.0468 R1=0.0506 R1=0.0841
indices R finales [[>20(0] |~ po_01026 | wR2=01091 | wR2=0.1246 WwR2=0.2447
c . R1=0.0654 R1=0.0773 R1=0.088 R1=0.1014
Indices R (todos los datos) | 'p)_( 1189 | wR2=01252 | wR2=0.1470 WR2=2642
Diferencia de densidad
. . .3 0.504 y -0.263 | 0.244 y -0.259 | 0.413y -0.285 1.149y -0.678
maxima y minima (A")

Tabla 2.18 Angulos de torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudo-rotacion y @ dngulo mdximo de torsion para

el AdCH;CA con los siguientes huéspedes: acetona, DMSO, agua (i obtenidos en 2-propanol/2-pentanol
respectivamente), 2-butanol, isopentanol y acetofenona.

Angulos de Torsiéon

Acetona DMSO Aguai 2-Butanol isopentanol Acetofenona
A (%) 16.86 14.81 15.30/15.52 18.29 14.22 13.55
P, 47.97 47.57 48.70/48.60 44.59 46.06 49.09
C17-C13-C14-C15 47.45 47.17 48.27/48.15 44.02 45.71 48.75
C16-C17-C13-C14 -41.33 -40.93 | -41.83/-41.83 -39.31 -39.59 -41.61
C15-C16-C17-C13 21.43 20.89 21.39/21.39 20.71 19.98 20.90
C14-C15-C16-C17 7.62 8.3 8.14/7.95 6.52 8.26 8.79
C13-C14-C15-C16 -34.50 -34.65 | -35.12/-35.07 -31.69 -33.76 -35.89
Intermedio
Conformacion del Media-Silla distorsionada e}ntre; Medie}-Silla Medie}-Silla
anillo D Media-Sillay | distorsionada | distorsionada
Sobre

También se estudia la conformaciéon de la cadena lateral de la posicion 17
mediante sus angulos de torsion (Wi- W), entre los dtomos C13 y O24a. Los valores
experimentales obtenidos se resumen en la Tabla 2.19.
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Tabla 2.19 Angulos de Torsién para la cadena lateral en complejos de inclusiéon del AACH>CA con acetona,
DMSO, agua, 2-butanol y acetofenona. ! conformacién intermedia entre gauche(60°,-60°) y trans(180°), ii
posibles localizaciones de la cadena lateral.

Angulos de Torsién (°) Acetona DMSO 2-Propanol 2-Butanol 2-Pentanol [ggpentanol’ Acetofenona
W =C13-C17-C20-C22 17212 |172.82| -177.90 | 17213 | -177.70 | 166.83/179.41 | -177.11
W =C17-C20-C22-C23 6221 | 6193 | -176.05 | 6375 | -17569 | 59.35/66.66 -171.21
W =C20-C22-C23-C24 174.01 | 17232 169.20 | 170.76 | 168.86 |-171.96/-176.97|  68.05
W =C22-C23-C24-024a (OH) | 3812 | 3571 | 58.89 | -147.32 | 5946 | 33.42/-5159 | -171.49
W =C13-C17-C20-C21 6279 | -62.08 | -55.09 6197 | -54.80 | -68.54/-56.05 | -54.34
Conformacién de la cadena lateral] tgtg | tgtg titg toti titg teti /totg ttgt

Alternativamente, podemos estudiar la orientacién de la cadena lateral alquilica asi
como la cadena de unién del extremo hidréfobo con respecto al ntcleo esteroideo
mediante la comparacién de las distancias del grupo carboxilico, en particular, de su
atomo de carbono C24 y el centroide del extremo hidréfobo, con los dos planos
esteroideos®, un plano horizontal, /1, definido mediante 15 atomos de carbono (C1/C6-
C17/C20), y un plano vertical, v, definido por los dos grupos metilos C19 y C18 asi
como sus atomos de carbono vecinos C10 y C13, ademas del C3. Los dos planos son
casi perpendiculares, el valor del dngulo medio interplanar para los cinco cristales
estudiados ha sido de 88.3+0.4° que es acorde con los wvalores obtenidos para el dcido
ursodesoxicélico, quenodesoxicdlico y sus epimeros®. La proyeccion se toma en la direccién
cola (polar-posiciéon 24) cabeza (apolar-grupo hidréfobo) considerando la parte
hidréfoba de la molécula en sentido positivo del plano vertical como muestra la Figura
2.39. La Tabla 2.20 resume los datos experimentales obtenidos para las diferentes
distancias y dngulos.

Tabla 2.20 distancias y dngulos de enlace medidos para los diferentes compuestos de inclusién con AACH,CA.

Disolvente Acetona panol 2-butanol 2-Pentanol  Isopentanol Acetofenona
Angulo h-v (°) 88.39 88.46 88.86 87.89 88.75 87.17/88.09 87.78
. : 2519/ 2,553/ - | -1.068/ - [-2211/ - | -1.076/ - | -1.945/-0.858
Distancia C24 a byv (A) -0.805 0.778 0378 0.721 0.380 -1.806/-0.858 | 0-836/-0.093
D. Centroide hidréfobo -0.393/2.929
ahy (A) 0.022/3.336 0.144/3.296 0.410/2.698 0.076/3.249 0.311/2.578 -0.480/2.929 -1.751/3.700
distancia C17-C24 (A) 4.45 4.43 5.01 4.42 5.00 4.231/4.578 4.47
Angulo plano h y plano 452 45.0 39.8 39.0 37.8 39.69/38.60 66.4
amida (°)
interdigitacion /
conformacion de la . tipo B / . tipo B /
cadena lateral no / gauche no / gauche | tipo o / trans gauche tipo a / trans gauche no / trans
considerando v,

Representando las distancias obtenidas con respecto a los ejes formados por la
interseccion de ambos planos /1 y v, obtenemos la Figura 2.39.

Los valores de las coordenadas del C24-h/v son negativos para los cinco cristales lo

cual nos indica que el grupo carboxilico estd orientado hacia la cara o o hidrofila de la

88




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

molécula”. Las desviaciones con respecto al plano vertical definido son pequefias, todas
ellas negativas siguen el siguiente orden de distancias al plano v: acetofenona < 2-
pentanol < 2-butano < DMSO y acetona < 3-metilbutanol.

Fig. 2.39 Perspectivas para la molécula AACH,CA segiin los planos h y v definidos.

Se observa que la proyeccion de la cadena lateral con el huésped acetofenona es
similar al obtenido para el epimero 3a,7p del acido ursodesoxicolico (UDCA) y para los
complejos con DMSO vy 2-butanol la orientacién es similar a los derivados 30,70 y
3ox0,1205. (Figura 2.40)

El plano horizontal del nticleo esteroideo forma un dngulo con el plano del enlace
amida que va desde 39° en el caso s.h. y 2-butanol, 45° para la acetona y el DMSO y 66°
en el caso de la acetofenona como muestra la tabla anteriormente citada. También se
muestran las distancias del centroide del grupo adamantilo con respecto a los planos h
y v que se muestran también en la figura anterior. Se observa que para la mayoria de
los cristales estudiados este grupo se encuentra orientado por encima del plano
horizontal hacia la regién hidréfoba de la molécula, a excepcién del complejo con
acetofenona (en gran medida) y el 3-metilbutanol (en menor medida), en los cuales la
posicion del centroide se sitia por debajo de este plano, es decir, hacia la regiéon
hidrdéfila.

Para los complejos con huésped se observa como la cadena lateral presenta una
conformacion tipo gauche o plegada, mientras que en el cristal sin huésped esta es trans
o estirada. Para el caso del complejo con acetofenona, en el que la red estructural es
algo diferente, la conformacién de la cadena lateral se encuentra entre los dos casos

# . . S S . . !
Se definen las caras a y p de la molécula como las caras hidréfila e hidréfoba respectivamente, como se ilustra en las figuras
siguientes: cara a cara
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citados anteriormente, mds préxima a una conformacion trans si atendemos al angulo
de torsion C20-C22. Si analizamos los valores de di7.24 (proximos a 4.45 A) para la
mayoria de los cristales obtenidos a excepciéon del complejo sin huésped, observamos
que estan en concordancia con una conformaciéon de la cadena lateral tgtg. Sin
embargo, en el complejo sin huésped vemos que hay un aumento de un 10% de la
distancia situandose en 5.01 A, lo que indica que para un cristal ortorrombico la cadena

lateral esta completamente estirada”. Estas caracteristicas se evidencian claramente en

la Figura 2.41.
L
Plano v
i A
L 2
'\fo '»Q 0% 00 Q(O '»0 \f? '1/0 'Ifo ’bQ 'b% va bfo
| ) | Plano A
&
O B Acetona
1 O ® DMSO
A A 2-Propanol P
5 2| VvV v 2-Butanol
-1 < <« 3-Metilbutanol
\V4 > » 3-Metilbutanol
O @ 2-Pentanol
I'e) 1 © @ Acetofenona
Cadena lateral : simbolos vacios
3 Centroide : simbolos rellenos

Fig. 2.40. Proyeccion de los centroides hidrofobos y el C24 sobre el plano perpendicular a los planos h, v definidos
para los diferentes complejos de inclusion obtenidos para AACH>CA.

En todos los cristales se observa la formaciéon de una cavidad céncava en la que se
podrian alojar las moléculas de los huéspedes. Esta cavidad esta formada por el anillo
A del ntcleo esteroideo, el grupo metilo 19, el enlace amida y el grupo adamantilo
hidréfobo. Sin embargo, se observa que la conformacién de la cadena y su longitud no
dejan el espacio suficiente para que esto ocurra. La distancia entre los centroides del
grupo hidréfobo y el anillo A asi lo confirman, siendo 6.33, 6.37, 6.40, 6.66 y 6.77 A para
los complejos s.h., acetona, DMSO, 2-butanol y acetofenona, respectivamente. Se
observa pues que los valores son practicamente idénticos, y a medida que aumenta el
tamafio del huésped se observa un leve crecimiento en la distancia entre los dos
centroides. Algunos de ellos, como en los casos de la acetona, DMSO, agua y 2-butanol,
forman enlaces de hidrégeno con el grupo amida.

“La longitud maxima esperada para una cadena alquilica ideal compuesta por cinco atomos de carbonos completamente estirada es
de 5.0 A, considerando dc.c=1.53 A y un 4nguloc.c.c=109.5° y 5.3 A si el angulo es de 120°.
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Fig. 2.41. Vista del AACH,CA a lo largo del plano h. a) agua, b) DMSO, c) acetona, d) 2-butanol, e) isopentanol f)
acetofenona, g y h) diagramas de superposicion del AACH,CA en DMSO (azul), s.h. (verde), 2-butanol (negro),
isopentanol (rojo), acetofenona (violeta).

Los empaquetamientos del AACH>CA en acetona, DMSO, s.h. y 2-butanol a lo
largo del eje ¢ se muestran en la Figura 2.42. En ella se observan claramente la
disposicién en bicapas de la estructura cristalina en regiones hidréfilas e hidréfobas.
Las caras f o hidréfobas de las moléculas estan orientadas hacia la misma zona
facilitando asi las interacciones de tipo hidréfobo, en todos estos casos las moléculas
presentan una orientacién antiparalela (cabeza-cola). Esta conformacién segin Miyata
y col.55 es mas tipica de cristales de acido desoxicolico que suelen presentar este tipo de
disposicién, mientras que los cristales de acido célico suelen presentar disposiciones
cola-cola.
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(e)

Fig. 2.42 Empaquetamiento del cristal AACH,CA en (a) 2-propanol y 2-pentanol; (b) acetona; (c) DMSO; (d)
butanol; (e) isopentanol. Red de enlaces de hidrogeno que unen las regiones hidrofobas de las estructuras laminares
dibujadas como lineas negras.

Los grupos carboxilicos e hidroxilicos de la molécula forman la region hidrofila
estabilizando la estructura mediante enlaces de hidrégeno. El ancho de la bicapa en los
cristales se puede observar en la anterior figura, calculada como la distancia entre
capas hidroéfilas obteniendo los siguientes valores: 10.964, 11.162, 11.191, 11.203 y
10.882 A para los cristales sin huésped, acetona, DMSO, 2-butanol y isopentanol
respectivamente, valores que se corresponden con la mitad de la longitud de la celda
unidad en la direccién c.

Para el complejo de AdCH,CA/Acetona observamos que dos moléculas de
huésped se alojan en el interior de los huecos o canales generados en las capas lipofilas
e interaccionan mediante enlaces de hidrégeno con el grupo amida. Las capas lipofilas
se mantienen unidas mediante contactos de van der Waals débiles mientras que los
canales hidréfilos estdn formados por redes de enlaces de hidrégeno que muestra la
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Figura 2.43 y en la cual participan cuatro moléculas del derivado de sal biliar y una de
agua. Debemos mencionar la posicion alternada de los grupos adamantano como
indican las flechas de la figura a lo largo del eje cristalografico b.

Bicapa ----- 5 ...................... ﬂ

1l

Bicapa

Fig. 2.43 Empaquetamiento del complejo de inclusion AdCH,CA:Acetona a lo largo de los ejes cristalogrificos a y b.

El compuesto de inclusién obtenido con DMSO presenta la misma disposicién y
secuencia de enlaces de hidrégeno que en el caso de la acetona, solamente decir que las
moléculas de DMSO estan formando enlaces de hidrégeno con el grupo amida N25-
HYV ---O(DMSO) con una distancia donante(D)-aceptor(A) que ha aumentado de 2.091
A (4ngulo <DHA 167°) en el del complejo con acetona a 2.958 A y 173° para el DMSO.
Tanto en los complejos de inclusién con acetona como con DMSO, el ordenamiento se
presenta sin interdigitacion entre los metilenos 18 y 19. Para los cristales obtenidos en
2-propanol y 2-pentanol, el hecho mas destacable es la ausencia de moléculas de
huésped en los canales hidréfobos, lo que origina un deslizamiento de 3.5 A en las
bicapas de forma que los canales hidréfobos en donde anteriormente se alojaban las
moléculas de huésped quedan bloqueados por los residuos de adamantilo. Este hecho
origina un ordenamiento con interdigitacion tipo o, presentando una conformacién de
la cadena lateral frans o estirada como ya se coment6 anteriormente.

Se observa que al igual que describian Polonski y col8 cuando definian el
polimorfismo dependiente del huésped, la forma y geometria de los canales se ven
modificados por la conformacién de la cadena lateral y por el desplazamiento de las
bicapas, dando lugar a un tipo de polimorfismo conformacional que puede ser aplicado
también a los derivados del CA82. Al comparar el desplazamiento de las moléculas de
esteroide entre AACH>CA:acetona o DMSO con respecto a los cristales obtenidos en
2-propanol y 2-pentanol, (véase la Figura 2.44), se observa que existe el deslizamiento
de 3,5 A de una capa hidréfoba sobre la otra que provoca la transformacién a-trans—
sin interdigitacion-gauche. En cuanto a la red de enlaces de hidrégeno se observa que
existe una red ciclica similar a los dos primeros casos ademas de otra helicoidal infinita
que se muestran en la misma figura. Se observa que en la red ciclica se produce una
rotacién conformacional respecto al C24 y que las moléculas de aguas participan dando
continuidad a la red helicoidal de enlaces de hidrégeno. Una de estas moléculas esta
formando un enlace de hidrégeno con el grupo amida N25-HV--O(agua) con una
distancia D-A de 2.940 A y un dngulo <DHA 158°, posicion ocupada anteriormente por
la acetona o DMSO.

93



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

Red ciclica: O12-HIV - O(agual)-H - O24b=C-O24a-H1 - - O12IV
Red helicoidal: ...O=C26-N-HV -- O(agua)-H -- O(agual)-H - - O'=C26 - --H-O71...

Fig. 2.44 Empaquetamiento del complejo de inclusion AdACH,CA:agua a lo largo del eje cristalogrifico a

El complejo de inclusion AdCH>CA/2-butanol presenta varias diferencias con
respecto a los anteriormente estudiados. Por un lado la conformacién de la cadena
lateral ahora es tipo gauche al igual que sucedia con la acetona y el DMSO pero existe
interdigitacion de tipo P entre los metilos 18 y 19, lo que sugiere que el desplazamiento
observado para el cristal sin huéspedes aumenta para el 2-butanol siendo ahora de 8.7
A (Figura 2.45), por lo que se produce un nuevo deslizamiento de 5.2 A de una capa
hidréfoba sobre la otra con respecto los complejos anteriores. Ello provoca la

transformacién isoestructural pasando de sin interdigitacion gauche—p-gauche.

Las moléculas de 2-butanol tratan de mimetizar la estructura hidrdfoba del niicleo
esteroideo, lo que se traduce en que si miramos el cristal a lo largo del eje a, la molécula
parece tener tres grupos metilo unidos al nicleo esteroideo lo que se resalta con las
flechas verdes de la Figura 2.45. En cuanto a la red de enlaces de hidrégeno se observa
la existencia de una red ciclica idéntica a la obtenida con 2-propanol que se completa
con la red helicoidal descrita a continuacién:

Red ciclica: O12-HWV - O(agua)-H - - 024b=C-O24a-H" - - O12IV
Red helicoidal: O(2-butanol)-H--O(agua)-H ---O7-H! - - 026!

En los cristales vistos hasta el momento, se observa que el grupo amida siempre
participa en la red de enlaces de hidrégeno, a través, de las moléculas del huésped o
agua, pero en este caso el N25-H queda libre.

En el caso del cristal con isopentanol (Figura 2.46), debido a la deslocalizacién en la
cadena lateral del 4cido biliar y del disolvente en la red cristalina, podemos determinar
dos posiciones relativas con sus correspondientes redes de enlaces de hidrogeno que se
describen mas adelante (Figura 2.47).
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Fig. 2.45 Empaquetamiento del complejo de inclusion AdCH>CA:2-butanol a lo largo del eje cristalogrifico a.

Fig. 2.46 Empaquetamiento del complejo de inclusion AdCH;CA:isopentanol a lo largo del eje cristalogrifico a.

En la Figura 2.48 se muestran la forma y el volumen por molécula de cada huésped
estudiado: agua, 9(23) A3; acetona, 118(68) A3 DMSO, 123(76) As; 2-propanol, 128 As;
2-butanol, 152(92) A3; isopentanol, 181(106) A3; acetofenona, 194(124) A3, y 2-propanol
128(70) A3, calculados a partir de sus densidades en estado liquido a 25 °C.

Los valores entre paréntesis estan calculados teniendo en cuenta los siguientes
radios de van der Waals H: 1.20A, C: 1.70A, N: 1.65A, 0:1.60A y 5:1.81 A. La molécula
de AdCH,CA tendria un volumen medio asi calculado de 603 A3.
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Fig. 2.47 Posiciones relativas del isopentanol.

Fig. 2.48 Voliimenes moleculares en alzado, planta y perfil de las diferentes moléculas ocluidas teniendo en cuenta los
radios de van der Waals: a) agua, b) acetona, ) DMSO, d) 2-butanol, e) acetofenona f) isopentanol(dos posiciones
relativas en el cristal); g 2-penanol

Miyata y col.8” realizaron un estudio sistematico de las estructuras cristalinas de
complejos de inclusion del acido célico con bencenos monosustituidos.

A partir del tamafio y la forma de las cavidades, establecieron el siguiente orden de
sus volimenes: a-gauche < a-trans y B-gauche < B-trans. Atendiendo a esta clasificacion,
en nuestro caso el orden de volimenes seguiria la siguiente secuencia: o-trans (agua)
bicapas < s.i.-gauche (acetona y DMSO) bicapas < [B-gauche (2-butanol e isopentanol) bicapas <
s.i.-trans (acetofenona) cruzada.”

La mayoria de los complejos presentan una cavidad en la que se alojan los
huéspedes y una molécula de agua, a excepciéon de los complejos con acetofenona e
isopentanol.

. significa sin interdigitacion
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Al calcular los volumenes asociados a las moléculas alojadas considerando sus
radios de van der Waals (Figura 2.49), resultan los siguientes volimenes: agua:agua
(42A3), acetona:agua (94A3), DMSO:agua (96A3), isopentanol (106A3), 2-butanol:agua
(112A3) y una molécula de acetofenona (124 A3).

Estos valores han sido calculados mediante el programa Accelerys DS Visualizer v
2.0.1.

Fig. 2.49 Voliimenes de la superficie de los huéspedes en las cavidades de la red cristalina tomando como referencia los
radios de Van der Waals para el alzado, planta y perfil de las diferentes moléculas ocluidas: a) agua, b) acetona, c)
DMSO, d) 2-butanol y e) acetofenona.

Mediante el program PLATON v 1.15 se realizaron los calculos correspondientes a
la celda unidad para estudiar los posibles huecos existentes que pudieran alojar
diferente tipo de moléculas. Para ello, hemos utilizado los mismos radios de van der
Waals ya citados y se realiza una basqueda en la red cristalina de huecos en los cuales
se puedan incorporar esferas cuyo radio sea de 0.7 A, observando también los indices
de empaquetamiento de los cristales. Los resultados obtenidos para los diferentes
complejos se describen en la Tabla 2.21.

El volumen de la cavidad va en orden creciente en relacién con el tamafio del
huésped a excepcion de la acetofenona en la que se observa claramente una
redistribucion de la red cristalina. El factor de empaquetamiento se encuentra en el
intervalo de los coeficientes de empaquetamiento para cristales de inclusiéon y
huéspedes encapsulados, 55-75 %, dados por Miyata y col.57 para los huéspedes
acetona, DMSO y 2-butanol presentandose el radio de 1.2A como el que daba mejores
resultados. Se observa también que para el caso del complejo sin huésped el coeficiente
de empaquetamiento calculado tiene una gran dependencia en funcién del radio de
prueba escogido. PLATON da unos valores esperados de referencia para los
voltmenes de disolvente, 40A3 para una molécula de HO unida mediante enlaces de
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hidrégeno, valores entre 100-300A3 para moléculas de pequefio tamafio como el

tolueno.

Tabla 2.21 [a] Volumen molecular calculado con los radios de van der Waals para los huéspedes presentes en las
cavidades mediante el programa Accelrys DS Visualizer v 2.0.1. [b] volumen de la cavidad en la celda unidad
calculada con un radio de prueba de 0.7 A y 1.2 A respectivamente, [c] coeficiente de empaquetamiento (vide supra)s7,
[d] coeficiente de empaquetamiento del cristal calculado sin los huéspedes presentes y [e] coeficiente de

empagquetamiento del cristal calculados con el programa PLATON.

Volumen molecularla]
e 3
[A]

Vol. cavidad" (1—°\3)

PC cavidadk]

[%]

indice
empaquetamiento

indice
empaquetamiento

2H0 42 162/46 26/91 65 69
acetona/agua 94 204/148 46/64 61 69
DMSO/agua 96 206/152 47/63 61 70
isopentanol 106 238/154 45/69 desorden estructural | desorden estructural

2-butanol/agua 112 265/187 42/60 58 69
acetofenona 124 235/156 53/80 60 68

Estudiando las redes de enlaces de hidrégeno podemos observar que en los
cristales s.h. una molécula de agua participa como aceptor del grupo amida, como lo
hacian la acetona y el DMSO en sus correspondientes complejos.

En el complejo con 2-butanol, ninguna molécula de huésped participa formando
enlaces de hidrégeno con este grupo. Sin embargo, se forma un enlace de hidrégeno
con una molécula de agua con una distancia D-A de 2.96 A y un angulo <DHA de 174°,
rompiendo con ello la red helicoidal de enlaces de hidrégeno que se daba en el caso del
complejo sin huésped.

Existe una red ciclica comtn a todos los complejos obtenidos con una leve
diferencia en la rotaciéon de la cadena lateral del C24 de forma que para la acetona y
DMSO la secuencia es diferente que en el cristal s.h. y con 2-butanol (Figura 2.50).

0f24h] ’
0[C(12)] Ol o ey

C(24) C(24)

O[24a] Agua O[24b] Agua

Fig. 2.50 Red ciclica de enlaces de hidrogeno para complejo AACH,CA: acetona, DMSO y AdCH,CA: s.h., 2-
butanol, respectivamente.

Para todos los complejos obtenidos, cada molécula de esteroide se relaciona con
otras cuatro vecinas mediante enlaces de hidrégeno, asi como con las moléculas de
agua o los diferentes huéspedes. Las longitudes y angulos de enlaces para los
diferentes enlaces de hidrégeno se resumen en la Tabla 2.22. Todos los datos se
corresponden con valores habituales para interacciones de enlace de hidrégeno.
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Tabla 2.22 Enlaces de hidrégeno para las diferentes estructuras cristalinas de AACH,CA obtenidas.

Donante — H --‘Aceptor D---A <DHA(°)
o12-H" - 024b' 2.7911(14)| 170(2)
024a-H - O(agua)  |25990(15) |174.3(16)
o7-H' 026" 2.7524(13) | 161.6(18)
acetona .
N25--H --O(acetona) 2.0912(16) | 167.1(16)
O(agua)-H(A) 07 [2.7648 (14)|176.6(17)
O(agua)-H(B) 012" |2.7746(14)| 159(2)
012—H" - 024b' 2.800 (3) | 164(3)
O24a—H'--Ofagua) | 2.588(4) | 170(3)
2-dimetil sulfoxid 07"5111 026" 27606) | 170(4)
N25—H - O(DMSO) 2.958(4) | 173(3)
Olagua)-H(A) 07" | 2.748(4) | 161(8)
O(agua)-H(B) 012" | 276(3) | 161(5)
O(agua) —H(A) --024b" | 2756 (3) | 171(3)
O24a—H' 012" 2623(3) | 168(4)
07-—H"--026' 2782(3) | 161(4)
sin huésped N25 -H'-Ofagua)’ | 2940(4) | 158(3)
012-H" - O(agua) | 2803(3) | 147(3)
O(agua) —H(B) 026 | 2.738(3) | 174(4)
lo(agua)’—H(A) - O(agua)'| 27883) | 172(3)
O(agua)—H(A) - 024b | 2.713(5) | 164(4)
O24a—-H--012]" 2717 132
2-butanol O7-—H'" 026" 2.717(5) | 155(5)
O12—H"-O(agua) | 2768(6) | 165(5)
O(agua)—-H(B) 07 | 2814 (6) | 169(7)
|O(2-butanol)---H -- O(agua)| 2.960(6) 174
N25 -H ~-O(isopentanol)i 2.841 169
O(isopentanol)ﬁ--—H -24b| 2.632 149.2
O24a-—-H 012 2.703(8) | 128(5)
fsopentanol O12--H - Oisopentanol)” | 2.792(7) |128.6(17)
O(isopentanol)iv—--H Q7 | 2757(7) | 134(5)
07-—H 026" 2.729(5) | 157(5)

La distribucién molecular de las unidades de &acido biliar en la red cristalina se
muestra en la Figura 2.51. Podemos observar la interaccion de una molécula de acido
biliar con sus cuatro moléculas vecinas, como ya hemos comentado con anterioridad.
El hecho més destacable es que el enlace O7H - -026 se repite en todos los cristales,
mientras que el enlace O12H - O24b se presenta en los complejos con acetona y DMSO,
siendo el grupo hidroxilo donante, para el cristal sin huésped. Con 2-butanol e
isopentanol se produce la inversién actuando como aceptor, O24aH --‘O12. Para todos
los complejos el O24a y el O26 se presentan como donante y aceptor, respetivamente.

99



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

Toda esta red de enlaces de hidrégeno interconecta los grupos hidroéfilos de la

estructura laminar como se mostraba en las figuras anteriormente vistas.

Fig. 2.51 Red de enlaces de hidrogeno entre las unidades de dcido biliar: a) AdCH,;CA:acetona, b) AdCH;CA:DMSO,
¢) AdCH,CA:s.h., d) AdCH,;CA:2-butanol y e) AdCH,CA:isopentanol.

2.3.1.1 ENANTIOSELECTIVIDAD ENTRE EL AdCH,CA/2-butanol

Al recristalizar el complejo AdCH>-CA/2-butanol, se hizo uso de 2-butanol
racémico. Sin embargo, el complejo de inclusién es enatioselectivo a la hora de albergar
la molécula de huésped en su interior. Miyata et al. han realizado estudios de
resolucion enantiomérica en derivados de 4cidos biliares con mezclas racémicas de
alcoholes proponiendo un modelo de cuatro!2. Por otro lado Bortolini y col.11¢ en una
reciente revision bibliografica dan una idea amplia y clara de la multitud de variables
que pueden tener importancia en la optimizacién de los procesos de resoluciéon
enantiomérica mediante la utilizacion de derivados de &cidos biliares. Entre algunas de
las variables que pueden tener influencia se encuentran: el ndmero de grupos
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hidroxilo, la orientaciéon de dichos grupos (a o B), la longitud de la cadena lateral, el
tipo de sustituyentes y las modificaciones en las superficies hidroéfilas o hidréfobas.

Las moléculas de huésped encontradas en el complejo de inclusién se presentan
con la configuraciéon S(+)-2-butanol, por lo que el complejo de inclusion produce una
separaciéon enantiomérica de la mezcla racémica de partida. En la Figura 2.52 se
muestra en detalle la posicion y orientacion del huésped en la red cristalina.

Figura 2.52. S(+)-2-butanol ocluido en la red cristalina de AdCH,-CA rotaciones de 45° y en color salmon cavidad
configuracion R que no se ocluye en la red.

La estequiometria del cristal indica que por cada molécula de acido biliar se
separan una de S(+)-2-butanol. Este hecho, junto con la posibilidad de hacer soluble el
cristal en dimetilformamida u otro solvente de alto punto de ebullicién, indica que el
S(+)-2-butanol podria ser recuperado mediante diferentes métodos como extraccion,
destilacion, o recristalizacion (Figura 2.53). El acido biliar puede ser recuperado y
utilizado en sucesivos ciclos. Debido a la simplicidad y sencillez de los procedimientos
y condiciones experimentales, la capacidad y bajo coste de los 4cidos y derivados
biliares, son factores que se pueden considerar importantes para el éxito que pueda
alcanzar este tipo de metodologia enantioresolutiva en posibles aplicaciones a escala
industrial?’.
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La resolucion 6ptica de compuestos organicos mediante la utilizacién de complejos
de inclusién utilizando como huéspedes acidos esteroideos como el acido célico y
derivados han sido ampliamente estudiados por Miyata M. et al.l’8, destacando su
particular interés en el campo de reconocimiento de sustancias organicas de
importancia biolégica, como las lactonas utilizadas en perfumes, feromonas, etc. asi
como la alta eficiencia de este tipo de sistemas. En diversos articulos publicados por
estos autores se estudia la resolucion enantiomérica de alcoholes alifaticos mediante la
formacion de complejos de inclusién con litocolamida?* y colamida?. En su trabajo con
la colamida se sugiere como posible causa del reconocimiento quiral de alcoholes
alifaticos a la posibilidad de los enlaces de hidrégeno con los grupos amida y alcohol,
originando lo que denominan ganchos, y el entorno estérico asimétrico de la cavidad
formada en la red cristalina.

Fig. 2.53 Complejacién de inclusion enantioselectiva de huéspedes racémicos. La incorporacion del enatiomero S es
genérica. 117

En nuestro caso debemos de atribuir principalmente al segundo efecto el hecho del
reconocimiento quiral ya que se observa que no existe una interacciéon clara con los
grupos amida del acido biliar sintetizado. Otro hecho destacable es que para todos los
alcoholes estudiados la configuracién predominante en la red cristalina es la R-(-),
mientras que s6lo en el caso del 2-butanol se incorporaba la S-(+). Este fenémeno ha
sido asociado a un reordenamiento estructural de la red de 4cido biliar en cuestién.

Bortolini et al.82116-117.119120 también han publicado diferentes trabajos en los cuales
estudian la resolucién de cetonas ciclicas, sulféxidos, racematos organicos, epéxidos y
amidas ciclicas, mediante inclusién enantioselectiva en acidos biliares utilizando el
acido colico y desoxicolico para tal fin. También destacan la gran eficiencia y
simplicidad, en cuanto a las condiciones empleadas y cantidades recuperadas de
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huéspedes y acidos biliares, asi como un amplio nimero de procedimientos de
inclusion.

Hemos realizado medidas de rotacion especifica ap, para confirmar la
enantioselectividad de la molécula sintetizada. Para dichas medidas se ha empleado un
polarimetro Automaético Digital Propol Dr. Kernchen, con una resolucién de 0.0001°,
fuente de Na (589nm) y una cubeza de cuarzo de 2 cm de paso de luz.

El sistema medido estd compuesto por el derivado del acido célico AACH2CA, y
como disolvente se ha utilizado una mezcla racémica de 2-butanol (2-butanol Panreac
p-a., riqueza minima 99%, densidad a 20/4 0.805-0.809, p.m. 74.12). Cabe mencionar
que la rotacion especifica para el 2-R-(-)-butanol es de -13.52 y el 2-S-(+)-butanol es de
13.52, oo/p +1442, ¢ = 10% en metanol (Fluka) (Figura 2.54).

= A
)

N/

/
S(+)13.52 R(-)13.52

Fig. 2.54 Rotacion especifica del 2-R-(-)Butanol y 2-5-(+)-butanol.

El polarimetro se ha calibrado con la cubeta vacia y agua, comprobando que las
mediciones de rotacién eran de 0.0000° en ambos casos. También se midi6é la mezcla
racémica de 2-butanol, obteniendo el mismo valor que en los dos casos anteriores.

Se prepar6 una disolucion 64 mM de AdCH>CA en 2-butanol, obteniéndose un
valor para el dngulo de rotacién de a = 0.1554°, por lo que axgp = 20.64°. Se puede
considerar pues que la rotacién especifica de +20.64° es la correspondiente a la
molécula de AdCH>CA, siendo debida a sus 11 centros quirales. Posteriormente se
realiz6 una comprobacion estudiando la rotacién en funcién de la concentraciéon de
AdCH:CA en la mezcla racémica de 2-butanol, representando la rotacién medida o
frente a la concentracién (g/ml) obteniéndose los resultados de la Figura 2.55).

Del valor de la pendiente y la ecuacién que relaciona la rotacién experimental con
la concentracién a = (aZO/Dl’)C, (siendo I” el ancho de la cubeta en dm y ax/p la
rotacion especifica medida a 20 °C con fuente de sodio de 589 nm), resulta un valor

A y0p°1" = 4.120.0, por lo que la rotacién especifica es «a,,, = +20.50+0.07°.

Por otra parte, se recristalizé la muestra y se recogieron 82.95 mg de cristales, los
cuales han sido filtrados mediante un filtro Whatman, lavados varias veces con
2-butanol y secados a vacio durante 24 h en un desecador con P,Os como agente

103



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

desecante. Tras este procesado se preparé una disolucién de concentracion inicial 81
mM (55 mg/ml), a partir de la que se preparé una serie de disoluciones diferenciadas
entre si por un factor de dilucién de 2/3. Los datos obtenidos se recogen en la Tabla
2.23. La Figura 2.56 muestra la dependencia experimental observada entre la rotaciéon
6ptica y la concentracion.

0.18 4

Equation y=a+b
0164 |Adi.R-Squ 0.9997

Value Standard Er
0144 |B Intercept 0
B Slope 4.100 0.0133

0.12

~ 0104

0.08 o

0.06

0.04 4

0.02 T T T T T T T 1
0005 0010 0015 0020 0025 0030 0035 0040  0.045
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Fig. 2.55 - Rotacion frente a la concentracion para AACH,CA en 2-butanol.

Tabla 2.23. Concentraciones y medidas tedricas y experimentales realizadas con los cristales.

AdCH2CA 2-butanol o (S)

(R)

01951 | 0.0163 | 0.2115 0.1788 |0.2241+0.0017
0.1301 | 0.0109 | 0.1410 0.1192 | 0.1380+0.0009
0.0867 | 0.0073 | 0.0940 0.0795 | 0.0944+0.0020
0.0163 | 0.0141 0.0018 0.0578 | 0.0048 | 0.0627 0.0530 | 0.0612+0.0014
0.0385 | 0.0032 | 0.0418 0.0353 | 0.0454+0.0018

0.0257 | 0.0022 | 0.0278 0.0235
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Al redisolver los cristales en la mezcla racémica de 2-butanol, hay que considerar
que la rotaciéon Optica observada es la suma de las contribuciones de los dos
componentes  Opticamente activos: el 2-S-(+)-butanol y el AdCHCA,
@ = Xs_3_putanol T AadcH,ca, 1a contribucion de cada uno se puede escribir como,
a; = azop X I' X ¢;/100, siendo c;, la concentracién del i-ésimo componente en
g/100mL. Debido a la estequiometria del cristal, la concentracion de los dos
componentes es la misma, por lo que se puede desarrollar la siguiente expresion:

M AdCH,CA%
a =| ayp (5—2—-but)+ ——"—a,,, (AdCH,CA) |xIxc,_, ,, /100 Ec21

S—2-butp
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en la que M y M, ,.se corresponden con la masa molar de ambos

AdCH,CA

componentes.

Las medidas de rotacién 6ptica fueron hechas en el intervalo de concentracién
entre 0.8-6.0 mg/mL de cs2bu, y el vlaor experimental para la pendiente fue de
34.840.2°, coincidente con el tedrico (Figura 2.56). Ahora bien, si el huésped fuera la
especie enantiomérica R, el valor de la pendiente deberia de ser de 29.6°.

0.22 Ec. y=b-x
0.99904 1 1

0.20 R2

Valor Desv. Est.
0.18 4 alfa-exp Pendiente 34.81553 0.18546

alfa-th-S Pendiente 29.60595 8.88096E-7
0.16 4 alfa-th-R Pendiente 35.01395 1.02832E-6

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

o
experimetal

a,

0.04 2-(S)butanol
%) Rybutanol

0.02

T T ¥ T T T T T T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006

Figura 2.56 - Comparativa de los datos tedricos y experimentales de rotacion dptica obtenidos.

Por lo tanto, la representacién de a frente a cs2.u: debe ser lineal y su pendiente
debera tener un valor teérico de 35.0°. Este valor surge a partir de la utilizacién de los
valores de +20.64° y 13.52° para [a]P(AACH,CA)Y [a]¥(S-2-bhut),

respectivamente.

Finalmente, al tener en cuenta el error experimental del ~1%, puede afirmarse que
el S-2-butanol aislado del cristal debe ser considerado como enantioméricamente puro.

2.3.1.2 COMPLEJO DE INCLUSION AdCH,CA/acetofenona

El complejo de inclusion de AdCH,-CA/acetofenona resulté dar lugar a una
estructura cruzada que difiere en bastantes aspectos de las estructuras en bicapas vistas
hasta el momento, incluso para los complejos de inclusion de los acidos célico,
desoxicélico y apocélico (ACA) con acetofenona.

Para CA, DCA y ACA las moléculas se ordenan en una matriz unidimensional en
la cual los grupos OH y CHs se asocian para la formacién de capas hidréfilas e
hidréfobas, respectivamente, variando dnicamente la direccion de las capas
formadas.®. Por su parte, Miyata y col. asociaban las estructuras en bicapas como las
mas idoneas con huéspedes grandes mientras que las estructuras cruzadas las relacionaba
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mds comvinmente a huéspedes pequerios'>. En definitiva, se observa que este comportamiento
se ha invertido con la modificacion realizada sobre la molécula de partida.

En la bibliografia se encuentra descrita una estructura para el derivado 3a,70,120-
trihidroxi-5B-colamida(CAM), con 2 moléculas de diisopropilmetanol como
huésped'?”, la cual es muy similar al complejo de inclusién aqui obtenido. Los huecos o
canales hidréfobos que ocupaban anteriormente las dos moléculas de 2,4-dimetil-3-
pentanol ahora son ocupados por una unidad de acetofenona y dos unidades
adamantilo. La comparativa entre estas dos estructuras se muestra en la Figura 2.57 en
la que se observa claramente que la longitud del canal hidréfobo no ha cambiado
substancialmente, pero si lo ha hecho la altura del mismo, debido probablemente a la
influencia de los grupos adamantilo.

=

1
1
1
[l
i

c)

Fig. 2.57 comparativa de las cavidades hidrofobas para los complejos de inclusion: a) CA/acetofenona, b)
CAMy/diisopropilmetanol? y c) AACH,CA/acetofenona.

Al tener en cuenta los volimenes moleculares, calculados a partir de las densidades
en estado liquido a 20 °C y los radios de van der Waals ya indicados, se observa que el
complejo CA/acetofenona alberga 2 moléculas de acetofenona 194(124) A3/unidad,
con una estructura en bicapas con interdigitaciéon tipo o y la cadena lateral en
conformacion gauche o plegada. Para el complejo CAM/diisopropilmetanol la
estructura es cruzada con una conformacién de la cadena lateral mas estirada y alberga
también otras dos moléculas de huésped con un volumen molecular de 234 A3/unidad.
El cristal con acetofenona posee también una estructura y conformacion similar al
complejo anterior pero sélo alberga una molécula de huésped de volumen 194(124) A3,
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lo que no justificaria la transformacién de la bicapa. Pero si consideramos el grupo
adamantilo como un grupo hidréfobo alojado en esta regién tendriamos un volumen
molecular total de 421 A3 (asociado a una unidad de acetofenona mas los dos grupos
adamantilo), lo que podria explicar la pérdida de la estructura en bicapas con respecto
al CA y la aproximacién hacia la estructura del complejo con CAM (véase la figura
anterior).

La red de enlaces de hidrégeno es un poco diferente a las vistas hasta el momento
como se muestra en la Figura 2.58. Delimita las regiones hidréfobas, contribuyendo a la
estabilidad estructural del complejo. En las regiones hidréfilas de la estructura
cristalina las moléculas de sustrato se mantienen unidas mediante secuencias de
enlaces de hidrégeno en las cuales participan moléculas de agua cerrando las redes
ciclicas y formando parte de una red helicoidal de enlaces de hidr6geno. Mediante esta
red de enlaces de hidrégeno una molécula de &cido biliar se interconecta con otras
cuatro moléculas homoélogas. Ademas el enlace amida también participa mediante los
atomos O26 y N25-H en la secuencia ciclica de enlaces de hidrégeno de la red
estructural.

Fig. 2.58 Red y esquema de enlaces de hidrogeno entre las unidades de dcido biliar para el complejo de inclusion
AdCH,CA: Acetofenona.

La red de enlaces de hidrégeno (Figura 2.59) muestra diferencias significativas con
las encontradas en la bibliografia hasta el momento, como podemos ver en la
comparacién que se recoge en la Figura 2.60.

Los datos referidos a las distancias y angulos de enlaces de hidrégeno para el
sistema AdCH>CA:Acetofenona se resumen en la siguiente Tabla 2.24.
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Fig. 2.59 Red de enlaces de hidrogeno entre las unidades de dcido biliar: a) AdCH,CA:acetofenona.

a) b) ~l:"..;')|(j('7)] c) C(26) ..’,;.OIC("'H

C(24) J
. f\' Nu.s)_/)\'..plcum
(‘(24)42’ '-Q_‘__‘OI(U)I oo b

BO[CA  Ofhuésped) @@ 0ICA C(Z-th __,--"'.OIC('ZN
con |

®0ica2)
eojc) o0[C()

Fig. 2.60 Esquema de la red de enlaces de hidrogeno para los complejos de inclusion: a) CA/acetofenona, b)
CAM)/2,4-dimetil-3-pentanol y c) AACH,CA/acetofenona.

Tabla 2.24 distancia y dngulos de enlace de hidrogeno para el complejo de inclusion AdCH,-CA/acetofenona

Donante---H --‘Aceptor DA D-H:-‘A

N25—-H'--024b | 2.897(3) | 166(2)

O24a—H' - O(agua) | 2.604(3) | 165(4)

Acetofenona 07-—-H'" 026" 2.685(2) | 173(2)
o12--H" 026" | 2767(2) | 160(2)

O(agua)-—HA 07" |2833(3)| 171(3)

O(agua)-—-HB 012" | 2.851(3) | 174(3)

La disposicién espacial de las moléculas de &cido biliar y de huésped origina dos
tipos de cavidades hidréfobas en la red cristalina a la que contribuyen seis unidades
biliares y que se pueden ver en la Figura 2.61, representadas por los circulos punteados.
La medida de las distancias maximas existentes entre planos adyacentes, representados
por lineas de diferentes colores, indican que los valores oscilan entre 8 y 19 A,
dependiendo de si nos situamos en una regiéon hidrofoba o hidroéfila (representada
mediante recuadros punteados rojos). Los canales hidréfobos, A y B, se diferencian en
la orientacién de las moléculas de huésped. Dentro de un mismo canal existe una
superposiciéon entre moléculas con la misma direccién y sentido, que se relacionan
mediante operaciones de simetria como se muestra a continuacion.
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Fig. 2.61. Red de enlaces de hidrégeno entre las unidades de dcido biliar: a) AdCH>CA:acetofenona.

La distancia entre moléculas consecutivas de acetofenona a lo largo del canal
hidréfobo es de 8.20 A, ligeramente superior al 8.09 A para el CA 'y 7.25 A para el DCA.
También hay que destacar que para nuestro compuesto los planos fenilo de las moléculas
huésped son paralelos a la direccion de los canales al igual que sucedia con el DCA, alejdndose
del comportamiento del CA en el cual se disponian casi perpendiculares a la direccién de
dichos canales. Todo ello es indicativo de la variaciéon que hemos realizado en la
molécula de partida, el CA (Figura 2.62)%.

Fig. 2.62. Orientacion de las moléculas de acetofenona en el interior de los canales hidréfobos sin las unidades
biliares y operaciones de simetria que las relacionan.

2.3.2. NbCH>CA

Sintesis del compuesto: [3f, 5a, 7a, 12a]-3[(norbornano-2-acetil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico (NbCH;CA).

Con perspectivas andlogas, aunque también complementarias, a las del compuesto
anterior, hemos sintetizado el compuesto [3pB,5a,70,12a]-3[(norbornano-2-acetil)-
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amino]-7-12-dihidroxicolan-24-oico que denominaremos abreviadamente como
NbCH,CA. El compuesto (cuya férmula estructural se recoge en la Figura 2.63) fue
sintetizado, segin se describe en la secciéon experimental, mediante la reacciéon de
adicion-eliminacién entre el cloruro del 4cido norbornano-2-acético y el éster de metilo
del acido 3-pB-amino-célico. Debemos de destacar que el producto comercial de partida
es en realidad una mezcla de diastereoisémeros del acido 2-norbornanoacético por lo
que el producto final obtenido ha sido una mezcla.

Fig. 2.63 Esquema y numeracion de la molécula de NbCH,CA.

Se han obtenido diferentes cristales, prismaticos e incoloros, que fueron estudiados
mediante la técnica de difraccion de Rayos X. Los datos fueron recogidos en un
difractémetro Bruker X8 KappaAPEXII. El resumen de los datos obtenidos se muestra
en la Tabla 2.25. La mezcla fue recristalizada en su forma acida. Se observa que en los
cristales siempre aparecen varias especies de los diastereoisémeros.

Como se puede ver en la tabla, los complejos de inclusién obtenidos con acetona y
DMSO dan lugar a sistemas ortorrémbicos (P212:2;), mientras que con el 2-propanol, 2-
butanol y 2-pentanol, el sistema es monoclinico (P2;). Los dos primeros mantienen una
estequiometria 1:1 mientras que con el 2-propanol es 1:2, con el 2-butanol se afiade
también una molécula de agua por lo que también puede considerarse como 1:2. Para
el 2-pentanol la estequieometria y el cristal obtenido muestra una complejidad mayor
que los casos anteriores.

La conformacion del anillo D del ntcleo esteroideo en términos del &ngulo méximo
de torsion, @m, y el angulo de fase de pseudorrotacion, A, se recogen en la Tabla 2.26. Se
puede observar que la conformacién predominante es la de media-silla, la cual se asocia
a menudo con complejos de inclusion del 4cido desoxicélico con diferentes
huéspedes!’z114, 4cido quenodesoxicélicoS y el isomero 33,73 derivado del 4cido
ursodesoxicélico. Ya hemos visto que esta conformacién es también comdn para los
complejos AACH>CA: s.h., acetona, DMSO y acetofenona.

La conformacién de la cadena lateral 17p esta definida mediante sus dngulos de
torsion, yi-ys, en la Tabla 2.27. Los valores de w1 estdn de acuerdo con el rango
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encontrado por Giglio y Quagliatal?!, autores que observaban una variacién en un
estrecho rango de unos 20° alrededor de -53° y -60° y que se correspondia con un
minimo en el perfil de energia para los acidos coldnicos. Asi para el resto de dngulos de
torsion los valores podrian ser de 60° y -170° para >, 50°, 165° y -95° para s y -120°/-
60° para ys. Los valores experimentales resumidos en la tabla 2.26 muestran una
coincidencia con los calculados a excepcion de iy para el NbCH>CA con los huéspedes
2-propanol y 2-butanol. Este efecto puede ser asociado al hecho de que la posicion del
grupo carboxilico esta controlada por la formacién de enlaces de hidrégeno.

Tabla 2.25 Datos cristalogrificos para los complejos de NorCH;CA en acetona, dmso, 2-propanol, para el 2-
pentanol encontramos dos unidades de derivado biliar ligeramente diferentes debido a que el dcido 2-
Norbornanoacético de partida presentaba los dos enantiomeros.

Disolvente Ac;or;a / DMSO 2-Propanol 2-butanol 2-pentanol
Férmula empirica C33H53N05' C33H53N05' C33H53N05‘ C33H53N05' 2(Cs3Hs3NOs),
CH.O C,H0S 2(C,HO) CH,,OH,0 | CsH:0,3(H0)
Estequiometria 1:1(acetona) 1:1(dmso)  |1:2(2-propanol) 1:1:1 2:1:3
Formula en peso 601.84 621.89 663.95 635.9 1229.71
Temperatura (K) 100 (2) 100(2) 100(2) 100(2) 100 (2)
Longitud de onda (A) 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073
Sistema cristalino, Ortorémbico, | Ortorémbico, | Monoclinico, | Monoclinico, o
grupo espacial P212121 P212121 le le Monoclinico, P2;
a(A) 9.3879(2) 9.0591(2) 9.6279(3) 9.3405(5) 8.4246 (6)
b (A) 17.7193(4) 18.4651(4) 18.1356(5) 17.8492(7) 18.1282 (11)
c(A) 19.9442(4) 19.8385(3) 11.9009(3) 11.2776(5) 22.1016 (14)
a (%) 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00
B () 90.00 90.00 113.526(2) 107.809 (2) 95.193 (3)
v (°) 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.205 4,1.245 2,1.157 2,1.179 2,1.215
(g/cm’)
Coeficiente de Absorcion
1 0.08 0.143 0.078 0.08 0.083
p (mm’)
F(000) 1320 1360 732 700 13523
Tamafio cristal (mm®) | 0.49x0.42x0.4 | 0.27x0.14x0.1 | 0.68x0.44x0.02 | 0.42x0.35x0.16 (0.270x0.190x0.020
Intervalo Theta 2.042-33.239 | 1.507-28.312 | 1.866-28.312 | 1.897-29.158 | 0.925-26.418
(datos recogidos) (°)
-12<h<14 -12<h<12 -12<h<12 -12<h<12 -10<h <10,
Intervalos de los indices -27<k<27 -21<k<24 -24<k<24 -24<k<24 22<k<22,
-30<1<30 -26<1<21 -15<1<15 -15<1<15 -27<1<26
Datos/ reﬁ::;g“es/ P L 12728/0/469 |8268/147/479 | 9390/195/512 | 9423/160/502 [13713/1016/1035
mejor ajuste en FZ 1.016 1.014 1.020 1.044 0.958
P . R1=0.0419 R1=0.0484 R1=0.0548 R1=0.0482 | R1 =0.0756, wR
indices R finales [1>2000]| | p>0 0075 | wR2=0.0861 | wR2=0.1069 | wR2=01167 | =01264
indices R (todos los R1=0.0538 R1=0.0727 R1=0.0859 R1=0.0613 | Ry =0.1968, wRx
datos) wR2=0.1029 | wR2=0.0938 | wR2=0.1179 | wR2=0.1245 =0.1735
Densidad diferencial
o . .3 | 0.293y-0.217 | 0.247 y -0.295 | 0.351 y -0.367 | 0.450 y -0.227 | 0.296 and -0.318
maxima y minima (A")
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Tabla 2.26 Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y @y, dngulo mdximo de torsion para
los complejos de inclusion NbCH;CA con acetona, DMSO y 2-propanol, debemos de destacar que en el cristal de 2-
pentanol nos encontramos con dos unidades de dcido 2-norbornanoacetamida diferentes.

Angulos ((3; forsion acetona/agua DMSO 2-Propanol 2-butanol 2-pentanol
A(°) 0.84 13.86 11.01 13.02 Egé
P, 4422 45.08 47.84 49.11 igég
=C17-C13-C14-C15 47.78
P, =CL7-C15-Cla- 4422 44.75 47.62 48.79 45.92
=C16-C17-C13-C14 4145
P =Clo-CL7-CL5- -35.02 -38.40 -40.39 -41.77 40,88
= 20.82
y,=C15-C16-C17-C13 14.11 19.10 19.37 20.70 185
y,=C14-C15-C16-C17 12.84 8.08 9.89 904 23?
=C13-C14-C15-C16 -34.89
P =CL5-Cla-Clo- -35.29 -32.67 -35.75 -36.09 3094
Media silla
Conformacion del media silla media silla media silla media silla |distorsionada
anillo D distorsionada distorsionada | distorsionada |distorsionada| en ambos
casos

Tabla 2.27 Principales dngulos de torsién y conformacién de la cadena lateral considerando, i*significa un

" _r

intermedio entre la conformacion gauche, “g” (60°,-60°) y trans, “t” (180°).

oua DMSO 2-Propanol 2-Butanol|2-Pentanol

W =C13-C17-C20-C22 17514 |47530) 17660 | 17673 | 1077
W,=C17-C20-C22-C23 17932 |-17823| 6466 | 6434 | 016
: iaal. - ' ' 62.10
W =C20-C22-C23-C24 17351
,=C20-C22-C23- 17739 |17693| 17658 | 17653 | 020,
W =C22-C23-C24-024a (OH) 13558 | 14047| 4210 | -42.05 _166253867
¥,=C13-C17-C20-C21 5195 | 5140| 5818 | 5813 | o0
’ o g B e 6598
Conformacion d ela cadena lateral| ttti ttti tgtg tgtg tttg/tgtt

La orientacién de la cadena alquilica lateral con respecto al nicleo esteroideo puede
ser visualizada mediante la distancia del grupo carboxilico (particularmente, su 4tomo
de carbono C24) con respecto a los planos esteroideos, I y v, descritos anteriormente, y
la distancia de los &tomos C17 a C24, di7.4. El valor del dngulo medio entre los planos
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para los cinco cristales estudiados es de 88.2+0.6°, (Tabla 2.28) lo que estd de acuerdo
con los resultados anteriormente descritos para el AACH>CA.

Tabla 2.28 distancias y angulos de enlace medidos para los diferentes compuestos de inclusién con

NbCH,CA.
Disolvente o 2-propanol 2-butanol 2-pentanol
Angulo h-v (%) 87.64 87.86 88.38 88.73 SS;
}?ii?;f;;g;‘g;fﬁ -0.518/0.462 | -0.614/0.430 | -2.716/-0.403 | -2.523/-1.069 ggg%g;}g
D C;‘;;:’(ig;}“f‘(lg‘;f"b“ 1.143/2.213 | 1.285/2.463 | -0.345/2.248 | -1.281/2.865 ggggﬁggg
Ao (A) 5.05 5.04 447 441 i:gg

Los valores de las coordenadas C24-h son negativas (lo que indica que el grupo
carboxilico estd orientado hacia la cara o de la molécula) excepto para el cristal con 2-
pentanol. Se observan pequefias variaciones tanto positivas como negativas para la
coordenada C24-v. Finalmente, los valores de dizos> 5 A, obtenidos en los cristales
ortorrémbicos, indican que la cadena lateral estd estirada, lo que coincide con sus
conformaciones fttti. Sin embargo, para los complejos NbCH>CA con 2-propanol y
2-butanol, se observa una reducciéon del 10% en estos valores (di724=4.47 y 4.41 A,
respectivamente) que estarian en concordancia con una conformaciéon de la cadena
lateral tipo tgtg, plegada. Los valores para las dos moléculas no simétricamente
equivalentes del cristal de 2-pentanol, corresponden a las dos situaciones indicadas
para los otros cristales, siendo este como una combinaciéon de los otros vistos
anteriormente. Las distancias entre el atomo de carbono carboxilico, C24, y los dos
planos se muestra en la Figura 2.64. Los parametros para los cristales con DMSO o
acetona son casi idénticos.

El nacleo esteroideo y el grupo hidréfobo estan localizados en la misma region del
plano definido por el enlace amida de la cadena 3p. El plano horizontal del nicleo
esteroideo forma un dngulo que varia entre 40-45° con el plano del grupo amida. Las
distancias entre el centroide del grupo hidréfobo norbornilo y los planos h y v se
muestran en la Figura 2.64. Los centroides del grupo hidréfobo estan localizados, con
respecto al plano i de la molécula, en la cara  para la acetona y DMSO, y hacia la cara
o en los cristales de los tres alcoholes. En todos los casos, el grupo carbonilo de la
cadena lateral se encuentra en la cara a. Este comportamiento se observa claramente en
la Figura 2.65, en la que las estructuras del los esteroides estan dibujadas a lo largo del
plano h.

En todos los cristales, el anillo A, el grupo metilo C19 y el sustituyente norbornilo
forman una superficie concava en la que, a priori, podrian alojarse moléculas de
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disolvente. Sin embargo, la conformacién de la cadena y su longitud no deja el
suficiente espacio para alojar las moléculas de disolvente o huésped. Las distancias
entre el centroide del residuo norbornilo y el centroide del anillo A del ntcleo
esteroideo son muy similares para todos los complejos (6.07, 6.12, 6.53, 6.67 y 6.62 Aen
acetona, DMSO, 2-propanol, 2-butanol, y 2-pentanol, respectivamente) lo que nos
confirma este hecho. Consecuentemente, el enlace amida de esta cadena presenta una
orientacion que le permite formar un enlace de hidrégeno con las moléculas de
huésped o disolvente, los cuales se localizan en el exterior de esta cavidad.

O m Acetona/Agua
h O
O ® DMSO 2
AN A 2-propanol
\V4 v 2-butanol &
2-pentanol 1 4
Y o
cadena lateral : simbolos vacios
centroide : simbolos rellenos
¢ ¢ v
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
45 1.0 05 9 05 10 15 20,25 30 35
1 x®
LLL% A
; v
-2
\Y4
VAN
-5

Fig. 2.64. Coordenadas del dtomo carboxilico C24 y del centroide del grupo hidrofobo con respecto a los planos h
yo.

Fig. 2.65. Vista de NbCH>CA a lo largo del plano h. a) acetona; b) DMSO; c) 2-propanol; d) 2-butanol; e)
2-pentanol. Diagrama de superposicion de NbCH,CA en DMSO (negro) y en 2-propanol (rojo) a lo largo de los

planos h (f) y v (3).
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Como ya se ha comentado en diversas ocasiones a lo largo del presente trabajo, es
bastante comun que el caracter anfifilico de este tipo de moléculas conduzca a la
formacién de cristales en los cuales se forman canales o laminas hidréfobas e
hidréfilas'?2123, Para los complejos de inclusién con acetona y DMSO observamos que
dos moléculas de huésped se alojan en el interior de los huecos o canales generados en
las capas lipodfilas e interaccionan mediante enlaces de hidrégeno con los grupos
amida, carboxilo e hidroxilo. Las capas lipdfilas se mantienen unidas mediante
contactos de van der Waals débiles, mientras que los canales hidroéfilos estan formados
por redes de enlaces de hidrégeno que se muestran en la Figura 2.66 (a) y en la cual
participan cuatro moléculas de derivado de acido biliar. Debemos mencionar la
posicion casi alineada de los grupos norbornilo en el seno de la region hidréfoba como
indican las flechas en la Figura 2.66 (b).

" - " il

Bicapa

Fig. 2.66. Cristal NbCH,CA/acetona a lo largo de los ejes a y c respectivamente, se indican las bicapas hidrdfobas, la
secuencia de enlaces de hidrogeno y la posicion de los residuos norbornilo.

Cabe sefialar que los complejos con acetona y DMSO tienen las mismas disposicién
estructural y secuencia de enlaces de hidrégeno:

Red helicoidal: O7-H! - - O=C241-OH - O12-H" - - O=C26-N-H! - - O (acetona o DMSO)

Los metilos de las posiciones C18 y C19 se encuentran situados muy préximos los
unos de los otros dando lugar a una interdigitacién tipo . Evidentemente, los grupos
carboxilicos e hidroxilos forman regiones hidroéfilas estabilizadas mediante enlaces de
hidrégeno. El grosor de estas bicapas en el cristal, determinada mediante la distancia
entre capas hidrofilas, es de 8.859 y 9.231 A para la acetona y DMSO respectivamente.
Estos valores se corresponden con la mitad del valor de la longitud de la celda unidad
en la direccién b. Tanto la acetona como el DMSO forman enlaces de hidrégeno con el
grupo amida N25-H!---O(huésped) con una distancia de 2.061 y 2.930 A, donante-
aceptor, y un angulo <DHA de 169 y 173°, respectivamente. Los dos grupos metilos del
huésped interaccionan con las partes hidréfobas de (i) el anillo A y el residuo
norbornilo que esta cercado por dos moléculas, a lo largo del eje 4, y (ii) con el grupo
metilo C18 y la cadena lateral de una tercera molécula localizada en un plano
intermedio entre las otras dos.
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La red de enlaces de hidrégeno en el complejo con 2-propanol ha cambiado
considerablemente con respecto a los dos casos anteriores, hecho que se puede
observar claramente en la Figura 2.67. La secuencia de enlaces de hidrégeno es la
siguiente:

Red helicoidal infinita: --[HO-C24!=0 -- H-O(2-propanol)i - --‘H-N27-C261=0 ---H-O7! - - ‘H-
O(2-propanol)ii - --H-O121 - - HO-C24V=0] -

@ @

Bicapa

Fig. 2.67. Cristal NbCH,CA/2-propanol a lo largo de los ejes a y b respectivamente. Se indican las bicapas hidréfobas,
la secuencia de enlace de hidrégeno, asi como la posicion de las moléculas de huésped y los residuos norbornilo.

La Figura 2.68, recoge la disposicion de las moléculas de 2-butanol en la red
cristalina, asi como, la secuencia helicoidal de enlaces de hidrégeno que se extiende a lo
largo de toda la estructura cristalina (Figura 2.69).

A) B)

Bicapa

Bicapa

13

Fig. 2.68. Cristal NbCH,CA/2-butanol a lo largo de los ejes a y b respectivamente, se indican las bicapas hidrdfobas,
ast como la posicion de las moléculas de huésped y los residuos norbornilo.
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La secuencia de enlaces de hidrégeno es similar a las ya comentadas para el
compuesto AACH>CA, s.h. y en 2-butanol. Si bien hay que mencionar que en este caso
la mimetizacién del 2-butanol a lo largo del eje cristalografico a con los grupos metilos
del ntcleo esteroideo no es tan buena como era en aquel caso. Esto es debido en parte a
que el norbornilo tiene un volumen menor que el adamantilo.

2-butanol 1]
C-OH(12)

£~
! .. > A COH(7)
Vv

b
N(2S5) C=0(24b)
I

7
c=o26) .~ agua
C-OH(24a)

Fig. 2.69. Cristal NbCH,CA/2-butanol secuencia de enlaces de hidrdgeno de la red cristalina.

El empaquetamiento de los complejos NbCH>CA:2-propanol y 2-butanol se
muestran en la Figura 2.70.

Aunque es evidente la formacién de una estructura laminar (con un grosor de 11.90
y 11.28 A, igual a la longitud del eje ¢ de la celda unidad), el empaquetamiento es
claramente diferente a los dos anteriores. Se observa un ligero desplazamiento entre los
grupos esteroides, lo que es bastante evidente al comparar las distancias entre los
centroides de los residuos hidréfobos de dos moléculas antiparalelas. Los valores son
10.25 A para NbCH,CA:2-propanol, 11.75 A para NbCH,CA:2-butanol, 16.58 A para el
cristal en DMSO y 16.72 A en acetona. La consecuencia de este desplazamiento es que
se pierde la interdigitacion de los grupos metilos al igual que veiamos con el
compuesto sintetizado anteriormentes4.

La Figura 2.71 muestra la existencia de dobles bicapas implicando cada una de ellas
moléculas con el mismo tipo de simetria, estando apiladas en una estructura tipo
sandwich. La separacién entre moléculas de simetria azul separadas por una bicapa de
verdes (medida como distancia entre planos) es de 12.269 A. Los planos horizontales
de las moléculas verdes y azules forman entre si dngulos de 9.1 °.

La Figura 2.72 muestra el entorno del S(+)-2-butanol en el cristal. Las moléculas de
esteroide en azul se encuentran detras del huésped (resaltada en spacefill) mientras que
las dibujadas como capped sticks, con los atomos de carbono en negro, se encuentran
delante del alcohol. El cristal esta visto a lo largo del eje a. Puede observarse que los
grupos alquilo del alcohol interaccionan con las partes hidréfobas del NbCH>CA como
son sus grupos norbornilo, metilo y cara  en general y el anillo A del esteroide.

117



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 2 ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

Figura 2.70. Empaquetamiento cristalino de NbCH,CA en acetona; DMSO, 2-propanol y 2-butanol
respectivamente. Se dibujan con lineas rojas y azules los enlaces de hidrégeno que interconectan las regiones
hidrdfilas de las estructuras laminares.

Es obvio que podriamos llevar a cabo un andlisis similar, incluidas las figuras
correspondientes, con la ubicaciéon del R-(-)-2-butanol con su diastereoisémero del
NbCH,CA. Tal analisis no aportaria nada significativo respecto a lo ya comentado y
con el fin de no ser repetitivos queremos simplemente hacer constancia que su
existencia y la facilidad de su visualizacion mediante, por ejemplo, el programa Olex2.
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a1 m ol r

112.269 A

Figura 2.71. Empaquetamiento cristalino de NbCH,CA en 2-pentanol

Figura 2.72. Ubicacion del S-(+)-2-butanol en su cristal con NbCH,CA

Analogamente, la Figura 2.73 muestra el entorno del R-(-)-2-pentanol en el cristal.
De nuevo, las moléculas de esteroide dibujas en spacefill se encuentran ubicadas detras
lateralmente en relacién con la molécula del huésped (resaltada en spacefill y colores
habituales de los elementos) mientras que las dibujadas como capped sticks, con los
atomos de carbono en negro, se encuentran delante del alcohol. El cristal esta visto a lo
largo del eje a. Como en el caso anterior, puede observarse que los grupos alquilo del
huésped interaccionan con las partes hidréfobas del NbCH>CA, particularmente con el
anillo A del esteroide. En este caso, se observa que el grupo propilo se proyecta hacia la
concavidad del esteroide (moléculas en azul) definido por el anillo A, el grupo
hidréfobo norbornilo y puente de unién entre ambos. El otro extremo de la molécula
hace lo propio respecto a la concavidad de las moléculas de esteroide con la otra
simetria (moléculas dibujadas en verde).

En la Figura 2.48, y pérrafos adyacentes, mostramos la forma y el volumen por
molécula de diversos huéspedes, entre los que se incluyen los estudiados: con este
derivado NbCH>CA. Afiadamos que la molécula de NbCH>CA tiene un volumen
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medio de 585 A3, calculado con el procedimiento que alli se indicé. Esto significa una
reducciéon del 3% con respecto a la molécula de AdCHCA. Los complejos no
presentaron moléculas de agua ocluidas en la red cristalina como ocurria para el
AdCH,CA, a excepcién del complejo con 2-butanol.

Figura 2.73. Ubicacion del R-(-)-2-pentanol en su cristal con NoCH>CA, verde molécula con cadena lateral trans,
azul molécula con cadena lateral gauche.

Atendiendo al estudio ya mencionado por Miyata y col.5” y al tener en cuenta los
datos obtenidos para los complejos con AACH>CA: o-trans (agua) bicapas < s.i.-gauche
(acetona y DMSO) bicapas < p-gauche (2-butanol) bicapas < s.i.-trans (acetofenona) cruzada,
vemos que en este caso el orden de volimenes de las cavidades son s.i.-gauche (2-
propanol) bicapas < P-trans (acetona y DMSO) bicapas < s.i.-gauche (2-butanol) < paralela o-
gauche-trans (2-pentanol) . En el cristal con 2-pentanol se ha encontrado que existe una
mezcla de moléculas de derivado biliar en posicién trans y gauche, con una orientacion
paralela tipo .

Mediante el program PLATON v 1.15 se realizaron los calculos correspondientes a
la celda unidad para estudiar los posibles huecos existentes que pueden alojar diferente
tipo de moléculas, para ello definimos los mismos radios de van der Waals ya citados
anteriormente y se realiza una biisqueda, en la red cristalina, de huecos en los cuales se
pueden incorporar esferas cuyo radio es de 0.7A, observando también los indices de
empaquetamiento de los cristales. Los resultados obtenidos para los diferentes
complejos se describen en la Tabla 2.29.

En este caso se observa que el volumen molecular es muy similar para los
huéspedes implicados, a excepcion del 2-butanol que aumenta al incorporar también
una molécula de agua en la unidad cristalina y en el caso del 2-pentanol en el que
participa una molécula de huésped y tres de agua. El factor de empaquetamiento se
encuentra en el intervalo de los coeficientes de empaquetamiento para cristales de
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inclusiéon y huéspedes encapsulados, 55-75 %, dados por Miyata y col.8” para los
huéspedes, presentandose el radio de 1.2A como el que daba mejores resultados.

Tabla 2.29 [a] Volumen molecular calculado con los radios de Van der Waals para los huéspedes presentes en las
cavidades mediante el programa Accelrys DS Visualizer v 2.0.1. [b] volumen de la cavidad en la celda unidad
calculada con un radio de prueba de 0.7 A y 1.2 A respectivamente, [c] coeficiente de empaquetamiento calculado
como PC = (vol. molécula r.v.w)/(vol. cavidad calculada) - 10087, [d] coeficiente de empaquetamiento del cristal
calculado sin los huéspedes presentes y [e] coeficiente de empaquetamiento del cristal calculados con el PLATON.

Volumen Vol FC G em aiiniiecteaieiento
molecular™  cavidad™  cavidag! ~ empaquetamiento P stall®

A A d crista
(A" (&%) [%] huecos"! [%] ]
2-butanol/Agua 93 272/190 34/48 58 68.6
2-propanol 70 176/122 40/58 54 67.1
acetona 68 202/101 34/67 62 71.7
DMSO 76 202/107 38/71 62 71.0
2-pentanol/agua 142 352/265 40/54 64 69.7

Si tenemos en cuenta las diferencias en volumen por molécula para los cuatro
huéspedes DMSO, acetona, 2-propanol, 2-butanol y 2-pentanol (91A3), se observa que
estos son bastante similares y relativamente pequenos. Es por ello el comportamiento
distinto del 2-propanol, 2-butanol y 2-pentanol, sea debido en gran medida a su
capacidad para formar enlaces de hidrégeno, ya que en el caso de estos huéspedes el
grupo hidroxilo puede ser un grupo donador o aceptor de enlaces de hidrégeno,
situacion que no sucede en caso de la acetona o DMSO, que son exclusivamente
aceptores. Si la acetona o DMSO fueran substituidos por el 2-propanol en sus cristales
correspondientes, el alcohol podria actuar solamente como aceptor de enlaces de
hidrégeno del grupo amida, ya que sin otro grupo hidroxilo o carboxilico en las
proximidades la molécula de 2-propanol no podria ejercer su papel de donador en los
enlaces de hidrégeno y se perderia la estabilidad de la estructura cristalina.

Consecuentemente pequefios cambios en el empaquetamiento cristalino permitiria
y facilitaria este doble papel asignado al grupo hidroxilo del 2-propanol. La celda
unitaria del complejo NbCH>CA /2-propanol es asimétrica y posee dos molécula de
alcohol, una de ellas estd unida mediante enlace de hidrégeno al grupo N25-H de la
amida actuando como aceptor y simultdneamente, también acttia como donador con el
grupo 024b con una molécula de 4cido biliar de una capa vecina. La interaccion entre
estas dos moléculas esta reforzada por la formacién del enlace de hidrégeno O7-
H 0264, (véase la Tabla 2.30).

Sin embargo, esta situacién conduce a la pérdida de interdigitacién de los grupos
metilos. La interaccién hidréfoba entre los grupos metilos interdigitados es substituida
por las interacciones entre los grupos metilo y el residuo norbornilo de la molécula, con
los grupos metilo de la molécula de 2-propanol. Este hecho se puede confirmar si
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observamos las distancias entre los grupos metilos interdigitados en los complejos con
DMSO y acetona, 4.1 A, y las observadas para el cristal en 2-propanol.

Tabla 2.30. Distancias y dngulos de enlace de hidrogeno en los complejos de inclusion del NbCH>CA con
acetona, DMSO y 2-propanol.

0O7---H---024b 2.862(16)| 156(2)
0O24a---H--012 2.658(15)| 163(2)
Acetona
012---H---026 2.714(15)| 173(2)
N25---H - O(acetona) 2.961(2) | 170(19)
0O7---H---024b 2.833 (3) | 163 (3)
0O24a---H--012 2.631 (3) | 166 (3)
DMSO
012---H---026 2.732 (3) | 167 (3)
N25---H -- O(DMSO) 2.937 (3) | 168 (3)
O7---H--026 2.687(3) | 162.7
0O24a---H--012 2.651(3) | 170(3)
O012---H -+ O(2—propar101)i 2.746(3) | 166.7
2-propanol

N25---H - O(2-propanol)” | 2.877(4) | 172(3)
O(2—pr0panol)ﬁ-—-H'~O24b 2.7413) | 173.9
O(Z—propanol)i---H“O7 2.782(3) | 173.9
0O24a---H - O(agua)i 2.546(3) | 176(3)

O7-—--H 026" 2.726(2) | 160

O12---H --O24b™ 2.894(3) | 168.1
2-butanol | N\p5 .- O(2-butanol)” | 3.004(3) | 163(3)
®)
®)
()]

O(2-butanol)’-~-H - 024b | 29353) | 1715

O(agua)-—-H - 07" 2.734(3) | 174(4)
O(agua)—H - 012 2.756(3) | 156(3)

La Tabla 2.31 recoge las distancias y angulos de los enlaces de hidrégeno en los
complejos de inclusion del NbCH2CA con 2-pentanol, para cada una de las dos
moléculas simétricamente no equivalentes de la célula unidad, debiendo destacar que
no existen interacciones a través de estos enlaces entre las moléculas no equivalentes.
Ambas moléculas estdn interconectadas a otras cuatro moléculas del esteroide.

En los cristales de NbCH>CA/DMSO o acetona, todas las moléculas de esteroide
establecen cuatro enlaces de hidrégeno diferentes. Las longitudes y angulos para estos
enlaces se muestran en la Tabla 2.30, todos los valores se encuentran en el &mbito de las
interacciones de enlaces de hidrégeno. La Figura 2.74 ilustra el patréon seguido por este
tipo de enlaces. Es notorio que cuatro moléculas de esteroide se interconectan a otras
cuatro, dos de ellas doblemente enlazadas (con los enlaces de hidrégeno O(12)H-O(26)
y O(24a)H-O(12)). La molécula central de &cido biliar es aceptora de enlaces de
hidrégeno de una de ellas y donante de la otras, los grupos O(24)a y O(26) son siempre
donantes y aceptores, respectivamente. Las otras dos moléculas de 4cido biliar estan
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conectadas a la central a través del enlace O(7)-H:-O(24b). Esta red de enlaces de
hidrégeno interconecta los grupos hidréfilos de la estructura laminar, como ya
habiamos visto en otras ocasiones.

Tabla 2.31. Distancias y dngulos de enlace de hidrégeno en los complejos de inclusion del NbCH,CA con
2-pentanol.

Huésped

(amida) N---H --O pentanol 2.988 160

pentanolO-H --aguai- 2.836 160

Amida C=0 --agua ii 2.786 140

Molécula simetria I 012---H - agua iii 2.780 148
(verde - trans) C24=0---aguaiv 2.743 164

0O7-H ---O=C amida molécula i 2.788 114
012 ---H-OOC molécula ii 2.573 168
0O7-H:-O=C amida moléculaiii | 2.788 166
COO-H - 012 molécula iv 2.573 168

Amida C=0O --aguai 2.983 136

Amida C=0O"-agua ii 2.808 172

012---H - -agua iii 2.785 138

Molécula simetria IT C24=0-agua iv 2.898 154

(azu] - gauche) Amida C=0 ---H-O7 molécula i 2.801 151
O7-H --O=C amida moléculaii | 2.801 151
012 ---H-OOC molécula iii 2.694 155

COO-H - 012 molécula iv 2.694 155

La red de enlaces de hidrégeno del cristal NbCH>CA:2-propanol es diferente
debido a la capacidad del huésped para comportarse como aceptor y donante en los
enlaces de hidrégeno, lo cual conduce a un empaquetamiento un tanto diverso. En la
red cristalina se presentan dos moléculas de 2-propanol con diferente simetria,
mediando en cuatro enlaces de hidrégeno diferentes como se ha podido apreciar en la
tabla anterior. Participa como aceptor para el enlace amida y el grupo hidroxilo en C12
y como donador con el grupo carboxilo O24b y el hidroxilo O7H.

La red de enlaces de hidrégeno del cristal con 2-butanol/agua es diferente, debido
a la incorporaciéon a la red de las moléculas de agua que intervienen déandole
estabilidad a la red cristalina, se produce pues una red de enlaces diferente incluso que
a la que se obtenian para el compuesto AACH2CA, en este caso el 2-butanol forma
enlaces con el grupo amida, y el grupo 4cido terminal del esteroide, mientras el agua
también se enlaza con el grupo acido y alcoholes de los nticleos esteroides, sin embargo
no se enlaza con el 2-butanol como ocurria en el cristal con AdCHxCA.

La red de enlaces de hidrégeno del cristal con 2-pentanol/agua es bastante
diferente a las vistas hasta el momento, debido a que existen dos moléculas de
derivado biliar con disposicion espacial diferenciada, con la cadena lateral estirada y
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plegada, lo que le confiere caracteristicas particulares al cristal, se observa que el
2-pentanol forma enlaces con el grupo amida de la molécula que estaba en disposiciéon
trans y con moléculas de agua, mientras que no interacciona con la molécula que
presenta la cadena lateral en disposicién gauche, véase la Tabla 2.31, mientras que las
moléculas de agua se presentan interaccionando con los grupos hidroxilo, acido,
amida, 2-pentanol, por lo que en este cristal se encuentran comportamientos similares
al cristal con 2-butanol/agua y con el cristal con AACH>CA.

a) b)

024b

012
026 024a

N25
07

c) d)

e)

Fig. 2.74 Red de enlaces de hidrogeno en el que participan 5 moléculas de dcido biliar para todos los complejos de
inclusion obtenidos: (a) acetona, (b) DMSO, (c) 2-propanol y (d) 2-butanol/agua, (e)2-pentanol/agua.
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De los cristales obtenidos, observamos la aparicién de tres especies diferentes del
que seria nuestro derivado biliar. Asi observamos que en para 2-propanol y DMSO
s6lo obtenemos uno de los compuestos, por lo que podriamos decir que estos
disolventes son selectivos con respecto a dicha configuraciéon como se puede observar
en la Figura 2.75. Por otra parte, existen disolventes como Acetona/Agua y 2-butanol en

donde aparecen dos especies en el mismo cristal, mientras que una tercera nos aparecia en los
cristales con 2-pentanol.

H M Ry M H
Ry M HA M E[HA

2-propanol
dmso

Acetona/Agua Acetona/Agua

R(-)-2-butanol S(+)-2-butanol

R(-)-2-pentanol R(-)-2-pentancl

Fig. 2.75 - 3 especies de diferentes de NbAcCA encontrados y los disolventes en los que fueron
resueltos.

Se podria separar la primera especie mediante la recristalizacién en 2-propanol y
DMSO. La segunda de las especies podria ser purificada, del crudo no cristalizado en
la primera, mediante el empleo de 2-pentanol y luego 2-butanol, pudiendo asi separar
las tres especies mediante la cristalizacion en una secuenciacién escalonada de
diferentes disolventes.

2.3.3 AACHCH,CA

Sintesis del compuesto: [3f, 5a, 70, 12a]-3[3-((adamantano-1-propil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico (AdCH,;CH,CA).

Se ha sintetizado el compuesto [33, 53, 7a, 12a]-3(adamantano-1-propil)-amino-7-
12-dihidroxicolan-24-oico que denominaremos de forma abreviada como AdCH>H>CA.
El compuesto (cuya férmula estructural se recoge en la Figura 2.76) fue sintetizado,
segin se describe en la seccién experimental, del presente capitulo, mediante la
reacciéon de adicion-eliminacion entre el cloruro del acido adamantano-1-propiénico y
el éster de metilo del acido 3-B-amino-célico.

Los cristales obtenidos, prismaticos e incoloros, fueron resueltos mediante
difraccion de Rayos X. Los datos fueron recogidos en un difractémetro Bruker X8
KappaAPEXII. La Tabla 2.32 muestra un resumen de los datos obtenidos.
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Fig. 2.76 Esquema y numeracién para la molécula de AACH,CH,CA.

Disolvente | Cloroformo = 2-Propanol | THF Dioxano
. - Ca7H50NOs: C37H5oNOs- Ca7H50NOs: Ca7H50NOs:
Formula empirica CHCl5-H,0 2(H,0) C4Hs0-H,0 C4Hs0,-H,0
. . . 1:2 sin 2- . -
Estequiometria 1:1:1 propanol 1:1:1 1:1:1
Formula en peso 735.24 633.88 687.97 703.97
Temperatura (K) 100 100 100 100
Longitud de onda (A) 0.7107 0.7107 0.7107 0.7107
Sistema cristalino, Ortorrombico | Ortorrémbico | Ortorrombico Ortorrémbico
grupo espacial P2,2,2; P2,2,2; P2,2:2; P2,2,2;
a(A) 7.779 (2) 8.5159 (5) 8.4840 (6) 8.4903 (3)
b (A) 18.650 (5) 17.8905 (9) | 19.2644 (10) 19.4127 (9)
c(A) 25.958 (6) 22.2895 (12) | 23.2353 (13) 23.5282 (11)
o (°) 90.00 90.00 90.00 90.00
B(°) 90.00 90.00 90.00 90.00
v (°) 90.00 90.00 90.00 90.00
Z, densidad calculada 4,1.297 4,1.24 4,1.203 4,1.206
(g/cm”)
Coeficiente defbsormon 0.29 0.08 0.08 0.08
(mm~)
F(000) 1584 1392 1512 1544
~ . 3 0.65x0.05%x0.0 0.66x0.25x 0.57x0.18x
Tamarfio cristal (mm>) 4 0.24 017 0.48x0.23x0.12
Intervalo Theta (datos 1.6-20.8 1.5-26.4 1.4-26.4 14-25.4
recogidos) (°)
—7<h<7 —10<h<10 —10<h<10 —10<h<10
Intervalos de los indices 0<k<18 0<k<22 0<k<24 0<k<23
0<I<25 0<I<27 0<1<29 0<I<28
Datos/ res:q‘:ff('):”“’ Para | 5575/0/448 | 3919/162/495 | 4372/90/509 | 58032/426/572
mejor ajuste en F2 1.05 0.99 1.04 1.02
I . R1=0.073 R1=0.038 R1=0.053 R1=0.036
ndices R finales [1>20(1)] |\ po-0185 | wR2=0.063 | wR2=0.144 WR2=0.081
Diferencia de densidad
maxima y minima (A.g) 0.39y-0.47 0.21y-0.27 0.55y-0.59 0.15y-0.17

La Tabla 2.33 recoge los valores para la conformacién del anillo D del ntcleo
esteroideo, en términos del angulo maximo de torsién, ¢m, y el dngulo de fase de
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pseudorotacién, A%. Los valores obtenidos no presentan diferencias significativas,
predominando la conformacion entre media silla y sobre. En la bibliografia podemos ver que
es comun para los complejos de inclusion del 4cido coélico (CA) con diferentes
alcoholes*5! asi como del DCA con o-xileno®115, acido salicilico!’5 o también para el
acido ursodesoxicoélico con algunos alcoholes entre otros.*>5! Para el cloroformo se ha
encontrado una conformacién préxima a sobre siendo el primer caso que hemos
encontrado hasta el momento para los cristales obtenidos en los compuestos
estudiados en esta Tesis.

Tabla 2.33 Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y @ dngulo méaximo de torsion para
el AdCH>CH,CA con los siguientes huéspedes, cloroformo, agua, THF y dioxano.

Disolvente Cloroformo  2-propanol (s.h.) | THF Dioxano
Angulos de Torsi6n (°)
A(°) 29.56 13.83 18.47 18.46
Pm 48.37 47.56 49.82 49.85
yo=EC17-C13-C14-C15 46.77 47.21 49.17 49.20
y;2C16-C17-C13-C14 -43.25 -40.31 -43.05 -43.19
y2EC15-C16-C17-C13 25.85 20.28 23.04 23.14
y3=EC14-C15-C16-C17 1.74 8.3 6.76 6.81
y4=EC13-C14-C15-C16 -29.38 -34.66 -34.72 -34.91
Conformacién del anillo D Sobre Intermedio entre Media-Silla y Sobre

Los valores experimentales obtenidos para los angulos de torsion (¥i- Wi) que
definen la conformacién de la cadena lateral se resumen en la Tabla 2.34. En algunos
casos, la cadena lateral no se encontraba bien definida en cuanto que se nos presentan
dos posibles posiciones dentro del cristal, por lo que se muestra en paréntesis los
valores correspondientes a la otra localizacion.

Tabla 2.34 Angulos de Torsion para la cadena lateral en complejos de inclusion del AdCH,CH,CA con cloroformo, 2-
propanol, THF y dioxano. | conformacién intermedia entre gauche(60°,-60°) y trans(180°), ii () posibles localizaciones
de la cadena lateral.

Disolvente Cloroformo = 2-propanol THF dioxano
Angulos de Torsion (°)
W,=C13-C17-C20-C22 179.35 -174.58 (168.57) -173.99 -175.04
W,=C17-C20-C22-C23 175.12 -170.24 (58.11) -167.06 -170.91
W;=C20-C22-C23-C24 48.99 172.73 (-179.34) 70.95 68.57
W,=C22-C23-C24-024a (OH) 69.78 55.37 (179.91) 177.10 -179.11
W;=C13-C17-C20-C21 -55.45 -51.37 (-63.35) -51.63 -52.81
distancia C17-C24 (A) 4.44 4.974 (4.470) 4.467 4.489
Conformacién de la cadena lateral tti*g tttg (tgtt) ti*t ttgt
sin interdig. interdig. a sin interdig. | sin interdig.

Al comparar los valores obtenidos para los dngulos de torsiéon correspondientes con
los minimos en los perfiles de energia para acidos colanicos, se observa que la
variacion de Ws estd en concordancia con los valores encontrados por Giglio y
Quagliata, -53°/-60°, para W> los valores también se encuentran préoximos a 60°/-170°,
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a excepcion del cristal en cloroformo que toma un valor positivo préximo a 170°. Para
W5 y W, se observan diferencias significativas para todos los compuestos con respecto a
las regiones mas favorables descritas por los autores anteriormente citados, 50, 165 y -
95 para Ws; 60°/140° y -120°/-60° para Wy, la tinica excepcion encontrada es el caso del
cloroformo y 2-propanol en el cual se ha encontrado valores préximos a los
bibliograficos, 50° y 173° para Ws.

Los dos planos vertical y horizontal del esteroide, definidos como ya hemos
indicado, son casi perpendiculares ya que el valor del 4&ngulo medio interplanar para
los cuatro cristales estudiados ha sido de 88.2+0.4°, valor que estd de acuerdo con los
obtenidos para el AdCH,CA, &4cido ursodesoxicélico, quenodesoxicdlico y sus
epimeros’. La proyeccion se toma en la direccién cola (posicion C24)-cabeza (posiciéon
C3), considerando la cara B de la molécula en sentido positivo respecto al plano
horizontal (Figura 2.77). La Tabla 2.35 resumen los datos experimentales obtenidos para
las diferentes distancias y angulos.

Fig. 2.77 Perspectivas para la molécula AdCH,CH,CA segtin los planos h y v definidos.

Tabla 2.35 Distancias y dngulos de enlace medidos para los diferentes compuestos de inclusion con AACH,CH,CA.
Los valores entre paréntesis tienen en cuenta otra posicion relativa de algiin dtomo.

Disolvente Cloroformo 2-propanol THF dioxano
Angulos h-v (°) 87.8 88.50 (87.8) 88.40 88.45
Distancia C24 a i/v (A) 0.964/-0.843 -1.297(-1.434) 0.598/-0.315 0.716/-0.066
/-0.169
D. Centroide hidrofobo a I/ (A) -1.792/- 1.046(1.116)/2.558 | -1.959/4.997 | -1.815(-1.642) /
2.070 4.712 (4.378)
Distancia C17-C24 (A) 4440 4.974 4467 4489
Angulo plano h y plano amida (°) 68.84 31.52(32.26) 61.90 62.39
Interdigitacion / conformacion de la si/t a/ t(g) si. /t si./t
cadena lateral considerando W>

La Figura 2.78 representa las distancias obtenidas con respecto a los ejes formados
por la intersecciéon de los planos h y v.
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Fig. 2.78. Proyeccién de los centroides hidrdfobos y el C24 sobre el plano perpendicular a los planos h, v definidos
para los diferentes complejos de inclusion obtenidos para AACH,CH,CA.

El plano horizontal del nticleo esteroideo forma un dngulo con el plano del enlace
amida que va desde 30° en el caso del cristal s.h. (comportamiento ya observado en el
AdCH,CA) hasta valores préximos a 60° en el caso de los demds cristales (como
sucedia en el caso de la acetofenona/ AdCH>CA) La Tabla 2.35 también muestra las
distancias del centroide del grupo adamantilo con respecto a los planos i y v. Se
observa que para la mayoria de los cristales estudiados este grupo se encuentra
orientado por encima del plano horizontal hacia la region hidréfoba de la molécula, a
excepcion del complejo sin huésped y en 2-propanol, en los cuales la posicion del
centroide se sittia por debajo de este plano, es decir, hacia la regién hidréfila (Figura
2.78). El comportamiento es similar al del AACH>CA.

Para los complejos con huésped se observa que la cadena lateral presenta una
conformacion tipo trans o estirada, mientras que en el cristal sin huésped puede ser
tipo trans o gauche. Los valores de di7.4, préximos a 4.45 A, para los cristales con THF y
dioxano, estdn en concordancia con una conformacion de la cadena lateral ttgt y tti*g
para el Cloroformo. Sin embargo, en el complejo sin huésped hay un aumento de casi
un 10% de la distancia situdndose en 4.97 A, lo que indica que en una de sus
configuraciones la cadena lateral estd casi completamente estirada. Estas caracteristicas
se evidencian claramente en la Figura 2.79.

En el cristal sin huéspedes se observa la formacién de una cavidad céncava en la
cual se podrian alojar las moléculas de los huéspedes. Esta cavidad esté4 constituida por
el anillo A del ntcleo esteroideo, el grupo metilo C19, el enlace amida y el grupo
adamantilo. La conformacién de la cadena y su longitud permiten que, con
determinados huéspedes de cardcter apolar, se cree el espacio suficiente para que esto
ocurra. La distancia entre los centroides del grupo hidréfobo y el anillo A asi lo
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confirman, siendo 7.84, 6.43, 6.84 y 6.84 A para los complejos con cloroformo, s.h., THF

y dioxano, respectivamente.

Fig. 2.79. Vista del AdCH,CH,CA a lo largo del plano h. a) cloroformo, b) 2-propanol(s.h.), ¢) THF, d) dioxano,
ey f) diagramas de superposicion del AACH,CH,CA en cloroformo (azul), s.h. (verde), THF (negro), dioxano(rojo).

El empaquetamiento del AdCH>CH>CA para el cristal sin huéspedes se muestra en
la Figura 2.80 a lo largo del eje c. En ella se observan claramente la disposicién en
bicapas de la estructura cristalina en regiones hidréfilas e hidrofobas. Las caras f estan
orientadas hacia la misma zona facilitando asi las interacciones de tipo hidréfobo. En
todos estos casos las moléculas presentan una orientacién antiparalela (cabeza-cola).
Esta conformacion segtin Miyata y col.5 es mas tipica de cristales de 4dcido desoxicélico
que suelen presentar este tipo de disposicion, mientras que los cristales de acido célico
suelen presentar disposiciones cola-cola. Este comportamiento es similar al visto hasta
el momento para las moléculas modificadas analizadas con anterioridad.

Fig. 2.80 Empaquetamiento del cristal Ad CH,CH>CA en (a) 2-propanol. Red de enlaces de hidrégeno que unen
las regiones hidrofobas de las estructuras laminares dibujadas como lineas negras.

Los grupos carboxilicos e hidroxilicos de la molécula forman la region hidroéfila
estabilizando la estructura mediante enlaces de hidrégeno. El ancho de la bicapa en los
cristales se puede observar en la Figura 2.79, calculada como la distancia entre capas
hidrofilas obteniendo un valor de 12.979 A para los cristales sin huésped, valor que se
corresponde con la mitad de la longitud de la celda unidad en la direccién c.
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En la Figura 2.81 podemos observar y comparar la forma y volumen por molécula
de los huéspedes estudiados: agua, 17(30) A3; cloroformo, 75(134) A3; THF, 103(135) A3;
dioxano, 91(142) A3, valores calculados teniendo en cuenta los siguientes radios de van
der Waals H: 1.20A, C: 1.70A, N: 1.65A, O:1.60A, C1:1.75 A y S:1.81 A (entre paréntesis
se indican los valores calculados a partir de sus densidades en estado liquido a 25 °C).
La molécula de AACH,CH,CA tendria un volumen medio asi calculado de 588 A3,
Como ya hemos visto con los compuestos anteriores Miyata y col.8” realizaron un
estudio sistemédtico de las estructuras cristalinas de complejos de inclusiéon de 4cido
colico con bencenos monosustituidos, haciendo un estudio del tamafio y la forma de
las cavidades. En nuestro caso el orden de volimenes seguiria la siguiente secuencia:

a-trans (sin huésped) bicapas < sin interdigitacion-trans (cloroformo, dioxano y THF) cruzada.

A) y B)-—#
|' ] \ | =
\ g { 'L”, g =
T =
L e ]
)
Q) ( D 7
@
\\

Fig. 2.81 Voliimenes moleculares en alzado, planta y perfil de las diferentes moléculas ocluidas teniendo en cuenta los
radios de Van der Waals: a) agua, b) cloroformo, ¢) THF, d) dioxano.

Mediante el program PLATON v 1.15 se realizaron los célculos correspondientes a
la celda unidad para estudiar los posibles huecos existentes que pueden alojar
diferentes tipos de moléculas. El procedimiento seguido ha sido el mismo que en los
casos ya descritos. De este modo, se realiza una biisqueda en la red cristalina de huecos
en los cuales se puedan incorporar esferas cuyo radio es de 0.7A, observando también
los indices de empaquetamiento de los cristales. Los resultados obtenidos para los
diferentes complejos se describen en la Tabla 2.36.

El volumen de la cavidad va en orden creciente en relacién con el tamafio del
huésped. El factor de empaquetamiento se encuentra en el intervalo de los coeficientes
de empaquetamiento para cristales de inclusion y huéspedes encapsulados (55-75 %)
dados por Miyata y col.8”
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Tabla 2.36 [a] Volumen molecular calculado con los radios de Van der Waals para los huéspedes presentes en las
cavidades mediante el programa Accelrys DS Visualizer v 2.0.1. [b] volumen de la cavidad en la celda unidad
calculada con un radio de prueba de 0.7 A y12 A respectivamente, [c] coeficiente de empaquetamientos?, [d]
coeficiente de empaquetamiento del cristal calculado sin los huéspedes presentes y [e] coeficiente de empaquetamiento
del cristal calculados con el PLATON.

Volumen Vol. PC indice indice de
e cular[a] Evdh d[bl e dlcl empaquetaimiento empaquetamiento
N (A% [%] huecos' [%] cristal®

[%]

Agua 42 449/ -- 9/-- -- 69
Cloroformo 94 450/320 21/29 61 69
THF 96 452 /320 21/30 62 69
Dioxano 106 485/340 22/31 60 69

Al estudiar las redes de enlaces de hidrégeno podemos observar que en los cristales
s.h. dos moléculas de agua participan en la red, mientras que cuando se produce una
redistribuciéon de la estructura de la red en bicapas hacia una estructura cruzada, en
esta participa una tinica molécula.

Existe la misma red ciclica en el cristal sin huésped que la encontrada para los
cristales de AACH>CA s.h. y con 2-butanol (Figura 2.82). Para todos los complejos
obtenidos cada molécula de esteroide se relaciona con otras cuatro vecinas mediante
enlaces de hidrégeno, asi como con las moléculas de agua o los diferentes huéspedes.

Las longitudes y angulos de enlaces para los diferentes enlaces de hidrégeno se
resumen en la Tabla 2.37.

S

Ci(24)

0[24b] Agua

Fig. 2.82 Red ciclica de enlaces de hidrogeno para complejo AACH,CH,CA: s.h.

Todos los valores se corresponden con los habituales para interacciones de enlace
de hidrégeno. Toda esta red de enlaces de hidrégeno interconecta los grupos hidroéfilos
de la estructura laminar como se mostraba anteriormente.

La distribucién molecular de las unidades de acido biliar en la red cristalina se

muestra en la Figura 2.83, en la cual se detalla la interaccién de una molécula de acido
biliar con sus cuatro moléculas vecinas.
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Tabla 2.37 Enlaces de hidrogeno para las diferentes estructuras cristalinas de AACH,CH,CA obtenidas.

Donante--H--Aceptor <DHA (°)

s.h. O(7) --H(7) ..O(agua2) 2.799(3) )
O(agual) --H(A)--O(agua2) | 2.858(3) )
O(agua2) --H(A) ..0(26) 2.857(2) 175(2)

) )

) )

O(agua2) ~H(B) ..O(24b) | 2.706(3
O@7) --H(7) ..0(26) 2.807 (2

O(24a) --H(24a) ..O(12) 2.622(3)

N(25) --H(25) ..O(agual) 3.007(2) 163

Cloroformo O(agua) --H(B) ..O(7) 2.888(11) 166(10)

O(agua) -H(A) ..0(12) 2.813(11) 158(15)
O(7) -H(7) ..O(26) 2.826 (11) 147

0(12) --H(12) ..0(26) 2.714(11) 166
O(24a) --H(24a) ..O(agua) | 2.596(11) | 173(11)
N(25) --H(25) ..O(24b) 2.861(12) 130
THF O(agua) -H(A) ..O(7) 2.738(4) 173(4)
O(agua) --H(B) ..0(12) 2.940(4) 166(4)
O(7) --H(7) ..O(26) 2.723 (3) 179 (6)
0(12) --H(12) ..0(26) 2.752(3) | 159 (4)
O(24a) --H(24a) ..O(agua) | 2.608(4) 170(4)
N(25) --H(25) ..O(24b) 2.919(4) 174(4)
Dioxano O(agua) --H(A) ..O(7) 2.755(2) 161(3)
O(agua) --H(B) ..O(12) 2.725(2) 175(3)

0(7) --H(7) ..0(26) 27252) | 175(3)

O(12) --H(12) ..0(26) 2.755(2) (

O(24a) ~H(24a) .O(agua) | 2.602(2) | 168(2
N(25) --H(25) .O(24b) 2.920(2)

Fig. 2.83 Red de enlaces de hidrogeno entre las unidades de dcido biliar: a) AdCH,CA:acetona, b) AdCH,CA:DMSO,
¢) AdCH,CA:s.h., d) AdCH;CA:2-butanol y e) AdCH,CA:isopentanol.

Los complejos de inclusion de AdCH>CH>CA con cloroformo, THF y dioxano
(Figura 2.84) presentan estructuras cruzadas que difieren en bastantes aspectos de las
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estructuras en bicapas vistas hasta el momento, incluso para los complejos de inclusiéon
de los acidos colico, desoxicélico (DCA) y apocélico (ACA) con acetofenona.

sl S L | — P—F - R A
L= YT,
v Y N .as
i T A~ S VL
—_ -] (] - ' < Y 3

C

Fig. 2.84 Cavidad hidrofoba para los complejos de inclusion: AdCH,CH>CA con a)cloroformo, b) THF y c) dioxano.
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Habiamos visto un comportamiento similar para el cristal AACH>CA /acetofenona.
Observamos, en este caso, que en los huecos hidréfobos generados se ubican dos
moléculas de huésped.

El volumen de las dos moléculas de cloroformo, THF y dioxano, no alcanza para
justificar la transformacién de la bicapa en una estructura cruzada. Ahora bien, si
consideramos el grupo adamantilo como un grupo hidréfobo alojado en esta regiéon
(aun cuando esta unido covalentemente al ntcleo esteroide) tendriamos un volumen
molecular mayor que nos permitirfa explicar la pérdida de la estructura en bicapas con
respecto al CA y la aproximacién hacia la estructura del complejo con CAM al igual
que habiamos hecho anteriormente.

Para el caso del dioxano, debido a que su volumen es ligeramente superior al del
THEF y cloroformo, este se introduce en la regién hidréfoba del cuerpo esteroideo, como
se muestra en la Figura 2.84 c.

En las regiones hidroéfilas de la estructura cristalina las moléculas de sustrato se
mantienen unidas mediante secuencias de enlaces de hidrégeno. En ellas participan
moléculas de agua, cerrando las redes ciclicas y formando parte de una red helicoidal
infinita de enlaces de hidrégeno (Figura 2.85), al igual que habiamos visto para el
AdCH,CA:Acetofenona. Mediante esta red de enlaces de hidrégeno cada molécula de
acido biliar se interconecta con otras cuatro moléculas homologas. Ademaés el enlace
amida también participa mediante los atomos O26 y N25-H en la secuencia ciclica de
enlaces de hidrogeno de la red estructural.

®0[C(7
o DL

N(ZS!_.}%;:()|(‘(26)I

(‘mk_ ,n-“'.“'('“z”

®ojc)]

Fig. 2.85 Esquema de la red de enlaces de hidrégeno para los complejos de inclusion: a) AACH>CA/acetofenona y
AdCH;CH>CA/cloroformo/dioxano/THF.

La disposicion espacial de las moléculas de acido biliar y de huésped origina
cavidades hidréfobas en la red cristalina a la que contribuyen seis unidades esteroideas
y que se pueden ver en la Figura 2.86, representadas por los circulos punteados. Los
angulos formados por los planos de los ntcleos esteroideos de la estructura cruzada
son de 153° en el caso del diclorometano, 142 © para el THF y 141° para el dioxano.
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c)
Fig. 2.86. Estructura cruzada para los complejos de inclusion, a) AACH,;CA:cloroformo, b) THF y c) dioxano.

2.3.4. AdSuccCOOMe

Sintesis del compuesto: [3f, 5¢, 7a, 12a]-3[3-((adamantano-1-il)-carbamoil-
propil)-amino]-7-12-dihidroxicolan-24-oato de metilo (AdSuccCOOMe).

El compuesto del titulo, que abreviadamente denomiraremos AdSuccCOOMe,
Figura 2.87, fue sintetizado, como se describe mas adelante, mediante la activacién del
acido con dietil cianofosfonato (DEPC) y la posterior reacciéon de adicién-eliminaciéon
entre el dcido 3-[(adamantano-1-il)-carbamoil]-propanoico activado y el ester de metilo
del 4cido 3-p-amino-c6lico!24126,

Se obtuvieron diferentes cristales prismaéticos e incoloros y que fueron resueltos
mediante la técnica de difraccion de Rayos X se han obtenido. Los datos fueron
recogidos en un difractémetro Bruker X8 KappaAPEXII. El resumen de los datos
obtenidos se muestra en la Tabla 2.38.
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Fig. 2.87. Esquema y numeracion de la molécula de AdSuccCOOMe.

Tabla 2.38 Datos cristalogrificos para los complejos de AdSuccCOOMe en acetona/agua.

Férmula empirica C,,H,N,0,.H,0
Estequiometria 1:1(agua)
Férmula en peso 672.92
Temperatura (K) 110 (2)
Longitud de onda (A) 0.71069
Sistema cristalino, Ortorrémbico,
grupo espacial P222
a (A) 7.6251(1)
b (A) 18.017(3)
c (A) 26.709(4)
a (°) 90.00
B () 90.00
Y (°) 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.218
(g/cm)
Coeficiente de Absorcion p (mm-l) 0.08
F(000) 1472
Tamafio cristal (mms) 0.6%0.08x0.05
Intervalo Theta; (datos recogidos) (°) 1.0-65.1
—-8<h<8
Intervalos de los indices 0<k<21
0<I<31
Datos/restricciones/parametros 6153/0/462
mejor ajuste en F’ 1.058
indices R finales [I>20(I)] V}Zi;goofgg "
indices R (todos los datos) 51%2:20011535
Densidad diferencial maxima y minima (10\'3) 0.59y-0.30

Como se puede ver en la mencionada tabla, el cristal obtenido en acetona/agua no

posee moléculas de acetona ocluidos, presentando tinicamente una estequiometria 1:1
con respecto a las moléculas de agua.
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La estructura cristalina obtenida pertenece al sistema ortorrémbico (P212:2;), al
igual que la mayoria de los complejos obtenidos hasta el momento.

La Tabla 2.39 muestra la conformacion del anillo D del nicleo esteroideo en
términos del angulo maximo de torsion, @m, y el angulo de fase de pseudorotacion, A.
La conformacién dada por el angulo de fase de pseudo-rotacién es de sobre, hecho no
muy comun para los cristales vistos hasta el momento a excepcién del
ADCH,CH>CA/Cloroformo ya visto. De hecho, el tnico caso que hemos encontrado a
lo largo de la bibliografia ha sido para una conformacién del acido desoxicdlico en o-
xileno en la cual se obtenia un valor de A = 20.4°, bastante alejado del valor ideal de -36
y 36 que se corresponderia a una conformacioén en sobre®*. La Tabla 2.40 recoge los

angulos de torsion, yi-y4 de la cadena lateral.

Tabla 2.39. Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y @, dngulo maximo de torsion para
el cristal sin inclusion de AdSuccCOOMe.

Angulos de Torsion (°) s.h.
A (°) 32.70

(8 47.40
y,=C17-C13-C14-C15 45.48
q;IEC16-C17-C13-C14 -43.89
q;ZECIS-CIG-C17-C13 27.07
w3§C14-C15-C16-C17 0.78
1p4EC13-C14-C15-C16 -29.12
Conformacion del anillo D sobre

Tabla 2.40. Principales dngulos de torsion y conformacion de la cadena lateral considerando, “g” (60°,-60°) y trans,

“t” (180°).
enlaces C-C Angulos de Torsion (°)
y,=C13-C17-C20-C22 165.85
y,=C17-C20-C22-C23 173.32
yp =C20-C22-C23-C24 5258
y,=C22-C23-C24-024a (OH) 70.08
qJSEC13-C17-C20-C21 -72.56
Conformacién de la cadena lateral ttgg

La variacion de los valores de ys al igual que sucedia en los casos anteriores estan
de acuerdo con el rango encontrado por Giglio y Quagliata!?!, que observaban una
variaciéon en un estrecho rango de unos 20° alrededor de -53° y -60° y que se
correspondia con un minimo en el perfil de energia para los acidos colanicos. Los
valores experimentales resumidos en la tabla anterior, muestran una coincidencia con
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los calculados a excepciéon de w2 y w4, para los cuales los signos de los valores
obtenidos han cambiado.

El valor del dngulo entre los planos i y v para este cristal es de 88.8° (Tabla 2.41),
acorde con los resultados anteriormente descritos. La coordenada C24-h es positiva lo
que indica que el grupo carboxilico esta orientado hacia la cara f de la molécula. El
valor de di7.,=4.49 A esta en concordancia con una conformacién de la cadena lateral
tipo tgtg o plegada. Las distancias entre el &tomo de carbono carboxilico, C24, y los dos

planos se muestra en la Figura 2.88.

Tabla 2.41 Angulos y Distancias caracteristicas para el cristal de AdSuccCOOMe sin huéspedes.

Disolvente acetona/agua

Angulo h-v (°) 88.8
Distancia entre C24
y los planos hyv (A) 1.323/1.134
D. Centroide hidréfobo planos h/v (A) | -1.904/2.721
dc17~c24 (A) 4.49
2_
>
2
S O
‘e 77%
I T & T T T T T plan? h 1
2 3" Q p % 2 A
A §
2 [
3
| cadena lateral : simbolo vacio
A centroide : simbolo relleno

Figura 2.88. Coordenadas del dtomo carboxilico C24 y del centroide del grupo hidréfobo con respecto a los planos h y
v.

A diferencia de lo que ocurria en los compuestos vistos hasta el momento el nicleo
esteroideo y el grupo hidréfobo estdn localizados en regiones muy diferentes de los
planos definidos por los enlaces amida de la cadena 3. El plano i forma un dngulo de
52° con el plano amida del grupo N25-C26 y un angulo de 14° con el plano amida del
grupo C29-N30. Las distancias entre el centroide del grupo hidréfobo adamantilo y los
planos I y v se muestran también en la Figura 2.84. Asimismo, se puede observar que
el centroide hidréfobo se encuentra localizado bajo el plano & (cara o de la molécula),
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mientras que la cadena lateral se encuentra orientada en el sentido opuesto, por encima
del plano h (cara P).

Al alargar la cadena se observa que el anillo A y el grupo metilo C19, junto con el
sustituyente adamantilo no forman la superficie concava en la que, a priori, podrian
alojarse moléculas de disolvente. Ahora la distancia entre el centroide del residuo
adamantilo y el centroide del anillo A del nicleo esteroideo es de 10.946 A debido al
espaciador succinico incorporado en la molécula. Por otro lado, se observa también un
comportamiento un tanto particular de la cadena lateral orientando el grupo metoxilo
casi perpendicular al plano formado por el nicleo esteroideo, con un angulo de 94.56°
(véase la Figura 2.89), adoptando una conformacién que va a facilitar la participacién
del grupos carboxilico en la formacién de la red de enlaces de hidrégeno.

En el cristal AdSuccCOOMe/s.h. no se originan el mismo tipo de bicapas que se
encontraba para la mayoria de los complejos estudiados ya que las moléculas del éster
biliar se reorientan para dar lugar a la formacion de canales hidr6fobos en forma de
caja, a lo largo del eje a, en los cuales se alojan a su vez los residuos adamantilo
originando una estructura cruzada. Estas regiones hidréfobas son similares a las
encontradas para los complejos AdCH>CA /acetofenona, AdCH>CH>CA /(Cloroformo,
THF y Dioxano) y CAM/diisopropilmetanol’?7, en donde se alojaban los huéspedes,
aunque al igual que en los compuestos anteriormente sintetizados, a diferencia del
CAM, ahora son los residuos adamantilo unidos mediante enlaces covalentes los que
se incorporan en estos canales. Las dimensiones de estas cajas se aproximan mucho a
las encontradas para el complejo CAM/ diisopropilmetanol y el volumen determinado
mediante los radios de van der Waals calculado para los dos residuos adamantilo es de
310 As. El volumen correspondiente a la molécula de AdSuccCOOMe calculado a partir
de los radios de van der Waals definidos en apartados anteriores es de 671 A3 que
representa un aumento considerable con respecto a los derivados ya descritos (10% con
respecto al AACH>CA).

a) b) c)

Figura 2.89 a) Vista lateral del AdSuccCOOMe a lo largo del plano h; b) vista del empaquetamiento a lo largo
del eje a; c) volumen molecular para los residuos adamantilo en el canal hidrdfobo.

Los grupos carboxilo, amida e hidroxilos forman regiones hidréfilas estabilizadas
mediante enlaces de hidrégeno siguiendo las secuencias mostradas en la Figura 2.90 a).
Cada molécula de sal biliar se interconecta con otras cuatro mediante enlaces de
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hidrégeno, dos en el plano horizontal inferior y otras dos en un plano formando
angulos de 168° tomando como referencia los planos v definidos por las moléculas.
También se enlaza con otras tres moléculas de agua mediante el hidroxilo O12 y el
enlace amida N30-C29=0, como muestran las Figura 2.90 b). Esta disposiciéon presenta
muchas analogias con el complejo AACH>CA /acetofenona.

Figura 2.90. a) Cristal AdSuccCOOMe a lo largo del eje a y secuencia de enlaces de hidrogeno, b) enlaces de
hidrégeno intramoleculares para el cristal de AdSuccCOOMe.

Se forman redes diferentes de las vistas hasta ahora para los enlaces de hidrégeno,
una red helicoidal infinita, a lo largo del eje a, que une moléculas mediante este enlace
amida y utiliza moléculas de agua como puentes de unién entre las moléculas
consecutivas de esteroide dentro de un mismo plano h. A su vez los dos carbonilos de
los enlaces amida participan en otra red ciclica mediante el puente succinico que une
dos unidades de éster biliar antiparalelas del plano inferior o superior segtn sea el caso
mediante los enlaces O7H ---O26 y O12H ---O26 propagandose a lo largo del eje a.

Red helicoidal infinita: ...[O(agua’)H ---O=C291-N30-H - --O(agua®)]...

Red ciclica: O(agua’)H ---O12!1-H ---O=C26!-CH,-CH,-C29=0 - - ‘H-O(agua’)
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Los grupos amino de los enlaces amida también contribuyen a la red de enlaces,
uno de ellos mediante la red helicoidal infinita como ya se ha comentado, mientras que
el otro sirve para interconectar moléculas de planos consecutivos mediante el enlace
N25-H -~ O=C24b.

Todos los valores de las distancias y angulos de enlace se encuentran en el ambito
de las interacciones de enlaces de hidrégeno (Tabla 2.42).

Tabla 2.42 Distancias y dngulos para los enlaces de hidrégeno en el cristal de AdSuccCOMe sin huésped.

Huésped D--H:---A

O7---H--026 |2.805(2) | 160(3)
O12--H--026 [2.782(2) | 170(3)

h N25 —H-024b |2.957(3) | 153(3)
“ IN30-—-H--O(agua) | 3.025(3) | 174(5)
O(agua)—H 029 | 2.869(2) | 166(4)
O(agua)—H 012 | 2.821(2) | 169(3)

El empaquetamiento del complejo se muestra en la Figura 2.91. Aunque no es tan
evidente la formacion de una estructura laminar se puede constatar que existe una
estructura similar con un grosor de 18.017 A, coincidente con la longitud del eje b de la
celda unidad. El empaquetamiento es claramente diferente al de los compuestos
anteriores, observando un gran desplazamiento entre los grupos esteroides. El
desplazamiento entre los centroides de los residuos hidréfobos de dos moléculas
antiparalelas, vistas a lo largo del eje a, es evidentemente mucho mayor a los casos
vistos hasta ahora, resultando un valor de 21.229 A, mientras que si medimos dos
moléculas paralelas esta es de 26.709 A. No existe interdigitacién entre los metilos, pero
los residuos hidréfobos se encuentran entre los metilos 18, 19 como se puede observar
en la Figura 2.91.

Figura 2.91. Empaquetamiento cristalino de AdSuccCOMe. Se dibujan con lineas negras las zonas de enlaces de
hidrégeno que interconecta las regiones hidrofobas de las estructuras laminares.

La disposicion espacial de las moléculas del éster biliar origina cavidades
hidréfobas en la red cristalina a la que contribuyen seis unidades biliares y que se
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pueden ver en la Figura 2.92, similar a la encontrada para los complejos vistos en los
apartados anteriores aunque con angulos para la red cruzada del orden de 10-30°
inferiores, (véanse los recuadros punteados).

Figura 2.92. Estructura cristalina vista a lo largo del eje a

2.3.6 BocCys(Trt) COOMe

Sintesis del compuesto: [3f, 5a, 7a, 12a]-3[(2-N-tert-butoxicarbonil-3-S-tritil-
propil)-amino |-7-12-dihidroxicolan-24-oato de metilo (BocCys(Trt) COOMe).

El compuesto (Figura 2.93) fue sintetizado mediante la reacciéon entre la N-(t-
butoxicarbonil)-S-tritil-L-cisteina = (BOC-Cys(1rt)-OH)  previamente activada con
diisopropilcarbodiimida (DIC)!?” seguida de la reacciéon de sustitucién-eliminacién con
el éster de metilo del acido 3-B-amino-célico.

Los cristales obtenidos, prismaticos e incoloros, fueron resueltos como enlos casos
anteriores. Los datos fueron recogidos en un difractémetro Bruker X8 KappaAPEXII. El
resumen de los datos obtenidos se muestra en la Tabla 2.43. El cristal obtenido, sin
huéspedes, pertenece al sistema ortorrémbico (P2:1212;), al igual que la mayoria de los
complejos obtenidos hasta el momento.

Fig. 2.93 Esquema y numeracion de la molécula de BocCys(Trt) COOMe.
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Tabla 2.43 Datos cristalogrificos para los complejos de BocCys(Trt)COOMe en acetato de etilo/hexano.

Disolvente Acetato etilo/hexano (8:2)

Férmula empirica C,H, N,OS
Estequiometria s.h.
Férmula en peso 867.16
Temperatura (K) 100 (2)
Longitud de onda (A) 0.71070
Sistema cristalino, Ortorémbico,
grupo espacial pP222
a(A) 14.2301(4)
b (A) 16.5347(6)
c(A) 20.1138(7)
a (%) 90.00
B () 90.00
Y (©) 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.217
(g/cm’)
Coeficiente de Absorcién
1 0.12
p (mm )
F(000) 1872
Tamaiio cristal (mm3) 0.3x0.17x0.1
Intervalo Theta
(datos recogidos) (°) N
-17<h<17
Intervalos de los indices 0<k<20
0<I<24
Datos/restricciones/parametros 9336/0/595
mejor ajuste en F 1.023
P . R1=0.0439
indices R finales [I>20(I)] WR2=0.083
P R1=0.06
Indices R (todos los datos) WR2=0.0882
Densidad diferencial maxima y minima (A'3)| 0204y -0.245

La conformacion del anillo D (definida en términos del angulo méximo de torsion,
@m, y €l dngulo de fase de pseudorrotacion, A; Tabla 2.44) es la de sobre, hecho no muy
comun para los cristales vistos hasta el momento. El tinico caso que hemos encontrado
a lo largo de la bibliografia ha sido en un cristal del acido desoxicdlico en o-xileno en la
que se obtenia un valor A = 20.4%#. A ¢él, hay que afadir el AdSuccCOOMe que hemos
visto anteriormente con un valor de A = 32.7° y AACH>CH»/ Cloroformo A = 29.56°.

Los valores de los dngulos de torsion de la cadena lateral, yi-ys, se resumen en la
Tabla 2.45. La variacién de los valores de ys al igual que sucedia en los casos anteriores
estan de acuerdo con el rango encontrado por Giglio y Quagliata. Los valores de w1 y
W2 coinciden con los calculados, mientras que los de s y W4 se alejan de los estimados
por los autores.
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Tabla 2.44. Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y ., dngulo mdximo de torsion para
el cristal sin inclusion de BocCys(Trt)COOMe.

Angulos de Torsion (°) s.h.
A(°) 20.58
P, -71.66
y,=C17-C13-C14-C15 46.44
lplEC16-C17-C13-C14 -41.71
y,=C15-C16-C17-C13 2763

y,=C14-C15-C16-C17 5.93
y,=C13-C14-C15-C16 3046

Conformacién del anillo D Conformacion
en sobre

Tabla 2.45. Principales dngulos de torsion y conformacion de la cadena lateral considerando, i significa un intermedio

“_r

entre la conformacion gauche, “g” (60°,-60°) y trans, “t” (180°).

Enlaces C-C Angulos de Torsion (°)
Wy 1EC13-C17-C20-C22 177.72
qJZEC17-C20-C22-C23 -172.02
wsECZO-C22-C23-C24 -176.98
y,=C22-C23-C24-024a (OH) 3301
y =C13-C17-C20-C21 -58.80
Conformacion de la cadena lateral ttti

El valor del dngulo entre los planos h y v para este cristal estudiado es de 87.9°
(Tabla 2.46) lo que esta de acuerdo con los resultados anteriormente descritos para el
AdCH2CA, NorCH,CA, Ad CH>CH>CA y AdSuccCOOMe.

El grupo carboxilico y el grupo trifenilo estdn orientados hacia la cara o de la
molécula. Los centroides hidréfobos asignados a los grupos trifenilo y t-butilo se sittan
en regiones opuestas, debido probablemente a impedimentos estéricos al ser grupos
muy voluminosos. Esta situacién origina que el centroide asociado al grupo trifenilo se
encuentre en una regiéon en la que hasta el momento no encontrabamos grupos
hidréfobos (Figura 2.94).

Fig. 2.94. Vista del BocCys(Trt)COOMe lateral a lo largo del plano h.
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Finalmente, el valor de di724, = 5.09 A (Tabla 2.46) indica que la cadena lateral se
encuentra estirada, lo que coincide con su conformacion ttti. E1 mismo es casi idéntico
al encontrado para el cristal de AdSuccCOOMe/s.h. Las distancias entre el atomo de
carbono carboxilico, C24, y los dos planos se muestran en la Figura 2.95 y son casi
idénticas a las encontradas para los complejos NorCH,CA/acetona vy
NorCH>CA/DMSO, mientras que el centroide asociado al grupo t-butilo cae en la
misma regioén que el centroide asociado al residuo norbornilo para estos dos complejos.
Los datos de las distancias se pueden consultar en la Tabla 2.46.

Fig. 2.95 Coordenadas del dtomo carboxilico C24 y los centroides de los grupos hidrofobos con respecto a los planos h
yo.

Tabla 2.46 Angulos y distancias caracteristicas para el cristal de BocCys(Trt)COOMe sin huéspedes.

Angulo h-v (°) 87.87
Distancia entre C24 y los planos h/v (A) | -0.581/0.460
D. Centroide hidréfobo del trifenilmetilo

planos h/v (A) -5.029/-2,506
D. Centroide hidréfobo del tert-butilo
planos h/v (A) 1.254/4.120
Aerr.cas B 5.09

El nicleo esteroideo y el centroide asociado al t-butilo hidréfobo estan localizados
en la misma regién definida por el plano formado por los enlaces amida de la cadena
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en la posicién 3. El plano h forma un angulo de 52° al igual que sucedia para el cristal
descrito anteriormente. Las distancias entre los centroides de los grupos hidréfobos y
los planos / y v se muestran en la Figura 2.95. El centroide hidréfobo asociado al ¢-
butilo, como ya se comenté anteriormente, se encuentra localizado sobre el plano h
(cara P de la molécula), mientras que la cadena lateral y el centro hidréfobo asociado al
trifenilo se encuentra orientados en el sentido opuesto, es decir, por debajo del plano h
(cara o). Ahora las distancias entre los centroides de los residuos ¢-butilo y trifenilo con
respecto al centroide del anillo A del nucleo esteroideo son 8.564 y 7.780 A,
respectivamente, valores superiores a los encontrados para los casos con residuos
adamantilo y norbornilo y menor que en el caso del adamantanosuccinilo.

El anillo A y el grupo metilo C19, junto con los residuos hidréfobos no forman una
superficie concava en donde, a priori, podrian alojarse moléculas de disolvente.

A diferencia del compuesto AdSuccCOOMe, la cadena lateral se encuentra estirada
paralela al plano formado por el ntcleo esteroideo, adoptando una conformacién que
le facilita la participacion del grupo carboxilico en la formacién de la red de enlaces de
hidrégeno.

El volumen molecular calculado a partir de los radios de van der Waals es de 871
A3 10 que nos da una idea del aumento de voluminosidad de la molécula (un 31%) con
respecto al AACH>CA.

En el cristal BocCys(Trt)COOMe/s.h. se ha producido una distorsién de las bicapas
que veiamos para la mayoria de los complejos lo que puede estar asociado a la
voluminosidad de los grupos hidréfobos incorporados, lo que conduce también a una
rotacion del plano i de la molécula con respecto al eje a de la celda unidad. Esta
situacion conduce a lo que podriamos considerar como una ruptura de las bicapas y a
un apilamiento de capas alternas en las que se intercalan capas esteroideas y capas
formadas por los residuos hidréfobos, originando dos tipos de canales a lo largo de los
ejes a y b con la posibilidad de albergar moléculas apolares. Este hecho se observa
claramente en la Figura 2.96.

El empaquetamiento del complejo se muestra en la Figura 2.97 y aunque no es tan
evidente la formaciéon de una estructura laminar se puede constatar que existe una
estructura similar con un ancho de 20.114 A, coincidente con la longitud del eje ¢ de la
celda unidad. Si se observa la disposicion de las moléculas a lo largo del eje b, se
observa la rotaciéon del ndcleo esteroideo a lo largo de este eje dando lugar a dos
orientaciones diferentes con un dngulo de torsién de 88.96° entre ellas. Este hecho se
podia ver también en la Figura 2.97.
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Fig. 2.96. Empaquetamiento del cristal BocCys(Trt)COOMe a lo largo del eje a y b.

Fig. 2.97. Empaquetamiento cristalino del BocCys(Trt)COOMe. Se dibujan con lineas negras las zonas que

interconecta las diferentes regiones de las estructuras laminares.

En este cristal se observa que las interacciones hidréfobas cobran gran relevancia,
contribuyendo en gran medida a la estabilidad del cristal. Por otra parte, la red de
enlaces de hidrogeno a lo largo de la estructura cristalina se ha visto reducida,
presentando solamente tres tipos de enlaces de hidrégeno diferentes (Tabla 2.47). Cada
molécula de sal biliar se interconecta con otras cuatro mediante los enlaces de
hidrégeno (Figura 2.98).

Tabla 2.47. Enlaces de hidrdgeno en BocCys(Trt)COMe sin huésped.

Huésped D—H A DA D-H-A
0(12)--H--0(26) |2.6402) | 175(2)

sh. | N(@5) —-HO(4b) | 2.988(2) | 166(2)
N(28)---H-0(12) |2.9753) | 151(2)

Un hecho destacable es que el hidroxilo de la posicion 7 no participa en los enlaces
de hidrégeno presentes en la estructura cristalina, lo que puede ser atribuido a la
proximidad y orientacién del residuo trifenilo evitando que se aproximen otras
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moléculas que puedan interaccionar con este grupo y por consiguiente la formaciéon de
nuevos enlaces de hidrégeno en esta region de la molécula.

Figura 2.98. Enlaces de hidrogeno de una molécula de BocCys(Trt)COMe con sus vecinas.

2.3.6. PyrCOOMe

Sintesis del compuesto: [3B, 5a, 7a, 12a]-3[(1-pirenocarboxil)-amino ]-7-12-
dihidroxicolan-24-oato de metilo (PyrCOOMe).

El compuesto mostrado a continuacion fue sintetizado mediante la reaccién entre el
acido 1-pirenocarboxilico (PyrCOOH) previamente activada con (DEPC) seguida de la
reaccion de sustitucién-eliminacién con el éster de metilo del 4cido 3-B-amino-célico.

Fig. 2.99 Esquema y numeracion de la molécula de PyrCOOMe.

Los cristales obtenidos, prismaticos e incoloros, fueron resueltos mediante la
técnica de difracciéon de rayos-X. Los datos fueron recogidos en un difractémetro
Bruker X8 KappaAPEXII. La Tabla 2.48 resume los datos esenciales de la estructura.

El cristal, sin huéspedes, pertenece al sistema monoclinico P2;, al igual que los
cristales de NbCH>CA con 2-propanol y 2-butanol.

La conformacion dada por el angulo de fase de pseudo-rotaciéon (Tabla 2.49) es de
sobre, conformacién que, como ya hemos comentado anteriormente, no es muy comun
para este tipo de cristales, pero de la que ya hemos encontrado varios casos a lo largo
de los cristales estudiados.
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Tabla 2.48 Datos cristalogrificos para los complejos de PyrCOOMe.

Disolvente Acetato etilo/hexano (8:2)
Férmula empirica 2 (C4oH51NOs)
Estequiometria s.h.
Férmula en peso 649.84
Temperatura (K) 120
Longitud de onda (A) 1.54180
Sistema cristalino, Monoclinico,
grupo espacial P2,
a (A) 7.5149(4)
b (A) 32.3546(19)
c (A) 13.8903(8)
a(°) 90.00
() 93.278 (3)
v () 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.280
(g/cm)
Coeficiente de Absorcién
a 0.653
p (mm )
F(000) 1400
Tamafio cristal (mmS) 0.02x0.07x0.63
Intervalo Theta
(datos recogidos) (°) R
—6<h<6
Intervalos de los indices -29<k<27
0<I<12
Datos/restricciones/parametros 5139/0/411
mejor ajuste en F 1.10
P R1=0.0794
Indices R (todos los datos) WR2=0.2103
Densidad diferencial maxima y minima (A_3)| 0.61y-031

Tabla 2.49. Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y ., dngulo mdximo de torsion para
el cristal sin inclusion de PyrCOOMe.

Angulos de Torsion (°) s.h.
A (°) -52.90
P. 51.30
IIIOEC17-C13-C14-C15 45.93
q;15C16-C17-C13-C14 36.36
y,=C15-C16-C17-C13 15.00
y,=C14-C15-C16-C17 12.89
(p4EC13-C14-C15-C16 -36.08
Conformacion del anillo D sobre

La conformacién de la cadena lateral, deteminada a partir de los angulos de
torsion, yi-ys, se recoge en la Tabla 2.50.
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Tabla 2.50. Principales dngulos de torsion y conformacion de la cadena lateral considerando, i significa un intermedio

“_r

entre la conformacion gauche, “g” (60°,-60°) y trans, “t” (180°).

Disolvente Acetona/Agua

Enlaces C-C Angulos de Torsion (°)
lplECIS-C17-C20-C22 -179.33
lszC17-C20-C22-C23 -166.06
1p3EC20-C22-C23-C24 -175.74

1p4EC22-C23-C24-024a (ORH) -166.50
WSEC13-C17-C20-C21 -50.89
Conformacion de la cadena lateral ttit

Los comentarios vertidos para el cristal anterior son validos para el aqui analizado
no siendo, por ello, necesario repetirlos.

El valor del angulo entre los planos I y v para este cristal estudiado es de 88.2°
(Tabla 2.51) lo que est4 de acuerdo con los resultados hasta aqui comentados.

El grupo carboxilico y el grupo pirenilo estan orientados entre las dos caras de la
molécula. El centroide hidréfobo del grupo pirenilo estd ubicado muy cerca del plano
vertical y el dngulo formado entre tal plano y el del grupo es pequefio (8.37°). La
Figuras 2.100 y 2.101 ilustran estas afirmaciones. El valor de di74, = 5.034 A indican que
la cadena lateral se encuentra estirada, lo que coincide con la conformacién tttt. La
distancia entre el d&tomo de carbono carboxilico, C24, y los dos planos se muestra
también en la Figura 2.101, la cual también recoge las distancias entre el centroide del
grupo hidréfobo y los planos h y v. Los datos de las distancias se pueden consultar en
la Tabla 2.51.

Tabla 2.51 Angulos y distancias caracteristicas para el cristal de PyrCOOMe sin huéspedes.

Angulo h-v (°) 88.19
Distancia entre C24 y los planos /v (A) | -0.461/0.163
D. Centroide hidr6fobo del pireno

planos /v (A) -5.029/-2,506
D. Centroide hidréfobo del pireno
planos /v (A) 0.024/-0.271
Aeir.coa (B 5.034

En este caso, el plano formado por los enlaces amida de la cadena 3 forma un
angulo de 44.16° con respecto al plano v definido y de 47.7° con el plano h. Ahora la
distancia entre el centroide del residuo pirenilo con respecto al centroide del anillo A
del nucleo esteroideo son de 6.972 A valor similar a los encontrados para los casos con
residuos adamantilo y norbornilo y menor que en el caso del adamantanosuccinilo y el
residuo del grupo protector visto en la molécula anterior.
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Fig. 2.100. Vista del PyrCOOMe lateral a lo largo del plano h.

El volumen molecular calculado a partir de los radios de van der Waals ya
definidos en apartados anteriores es de 647 A3 lo que nos da una idea del aumento de
voluminosidad de la molécula respecto al AdCH,CA.

Fig. 2.101Coordenadas del dtomo carboxilico C24 y los centroides de los grupos hidréfobos con respecto a los
planos h y v.

En el cristal PyrCOOMe/s.h. se ha producido una distorsion de las bicapas que
velamos para la mayoria de los complejos, originando bicapas cruzadas en las cuales
las bicapas consecutivas se encuentran en disposicion antiparalela. Este hecho se
observa claramente en la Figura 2.102.

En este cristal se observa como las interacciones de tipo hidréfobo cobran gran
relevancia, contribuyendo en gran medida a la estabilidad del cristal. Por otra parte se
observa claramente como la red de enlaces de hidrégeno a lo largo de la estructura
cristalina se ha visto reducida, presentando solamente tres tipos de enlaces de
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hidrégeno diferentes, que se muestran en la Tabla 2.52. Al igual que sucedia con el
compuesto anterior.

Fig. 2.102. Empaquetamiento del cristal PyrCOOMe a lo largo del eje a, dngulo formado entre moléculas
consecutivas.

Tabla 2.52. Enlaces de hidrogeno en PyrCOOMe sin huésped.

O71-—-H 0261 |2916(9) | 128(7)

s.h.  |O121—-H 026! | 2.836(8) | 167(8)
O121-H - 026! | 2.968(8) | 142(10)

Cada molécula de sal biliar se interconecta con otras dos mediante enlaces de
hidrégeno como muestra la Figura 2.103. A diferencia de los cristales encontrados en la
bibliografia para colamida con diferentes huéspedes!18, ninguno de los grupos éster y
amida participan en la red de enlaces de hidrégeno.

Figura 2.103. Enlaces de hidrégeno de una molécula de PyrCOOMe con sus vecinas.
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2.3.7 AdCA y AdCOOMe

Sintesis del compuesto: [3f, 5a, 7a, 12a]-3[(1-adamantanocarboxil)-amino-7-12-
dihidroxicolan-24-oico y 24-oato de metilo (AACA y AdCOOMe).

Se han analizado los compuestos AACA y AACOOMe (Figura 2.104), compuestos
ya sintetizados en el grupo y cristalizados en diferentes medios durante trabajos
realizados en el grupo durante la elaboracién de la presente tesis*2.

Fig. 2.104 Esquema y numeracion para la molécula de AdCOOMe.

Los cristales obtenidos, prismaticos e incoloros, fueron resueltos mediante
difraccién de Rayos X. Los datos fueron recogidos en un difractometro Bruker X8
KappaAPEXII La Tabla 2.53 resume los datos basicos de la estructura cristalina.

La Tabla 2.54 los pardmetros A y ¢m del anillo D del ntcleo esteroideo para los
cuatro cristales obtenidos. Los valores obtenidos para los cristales presentan
diferencias significativas con respecto a la bibliografia y la tendencia es a una
disposicién intermedia entre media silla y sobre, y en el cristal con diclorometano la
conformacién se aproxima a sobre%. Ejemplos de estas conformaciones ya han sido
indicados a lo largo de las paginas precedentes.

Los valores experimentales obtenidos para la conformacion de la cadena lateral se
resumen en la Tabla 2.55.

Los valores de W,y de Ws estdn en concordancia con los calculados por Giglio y
Quagliata (op. cit.), mientras que para Ws y Wi se observan diferencias significativas para
todos los compuesto. Para el caso del acido hidrodesoxicélico (HDCA) se observa un
minimo de energia de van der Waals en la region < 50° para W, que se corresponderia
con los valores obtenidos en el complejo de la forma éster sin huéspedes!!.

Los dos planos h y v son casi perpendiculares (Figura 2.105), siendo 88.1+0.6° el
valor del dngulo medio interplanar para los cuatro cristales estudiados. Los valores de las
distancias mas significativas del cristal, asi como algunos &ngulos entre planos se
recogen en la Tabla 2.56. Las distancias del centroide y del 4tomo de carbono C24 se
encuentran representadas en la Figura 2.106.
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Tabla 2.53. Datos cristalogrificos para los complejos de AACA en diclorometano, metanol y 2-butanol y AACOOMe

ESTUDIO DEL ESTADO CRISTALINO DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

en Anisol.
Disolvente AdCA AdCOOMe
CH,Cl, MeOH 2-Butanol Anisol
C..H_NO.- 2(C.,.H_NO,)-| C_H._NO.-
Férmula empirica Cﬁ;z C5152 'HjO 4(( C3;I4§) 'H;C)) % H5250 5 C,.H, NO,
Estequiometria 1:1(d1$gg$;etano) 2:41(1(\225;;01) 1:1(agua) 1:s.h.
Férmula en peso 672.83 1285.78 587.82 583.83
Temperatura (K) 100 100 100 100
Longitud de onda (A) 0.7107 0.7107 0.7107 0.7107
Sistema cristalino, Ortorrémbico, | Ortorrémbico, | Ortorrémbico, | Ortorrémbico,
grupo espacial P222 P222 P222 P222
a(A) 7.5270 (6) 17.4943 (10) 7.8091 (10) 7.3463 (11)
b (A) 18.6958 (12) 25.8151 (14) 18.951 (2) 23.8175 (9)
c (A) 25.3407 (18) 7.7610 (5) 49.927 (6) 20.6481 (3)
a (%) 90.00 90.00 90.00 90.00
B () 90.00 90.00 90.00 90.00
y (°) 90.00 90.00 90.00 90.00
Z, densidad calculada
3 4,1.253 2,1.197 8,1.057 4,1.073
(g/cm)
Coeficiente de Absorcion
1 0.23 0.08 0.07 0.07
p (mm’)
F(000) 1456 1412 2576 1280
3 0.74 x 0.15 x
Tamaiio cristal (mm") 0.76 x 0.08 x 0.08 0.08 0.6 x 0.18 x 0.080.77 x 0.3 x 0.24
Intervalo Theta 14-26.4 1.4-26.4 0.8-20.8 13258
(datos recogidos) (°)
—9<h<9 -21<h<21 -7<h<7 -8<h<8
Intervalos de los indices 0<k<23 0<k<32 0<k<18 -29<k<29
0<1<31 0<1<9 0<1<49 0<1<25
Datos/restricciones/parametros| 6078/10/443 4077/7/457 | 4412/880/828 | 3900/102/392
e .. R1=0.067 R1=0.041 R1=0.074 R1=0.055
IndicesR (todos los datos) | /o180 | wR2=0107 | wR2=0209 | wR2=0.134
Diferencia de densidad
. . .3 0.95y-1.25 -0.47 y -0.27 0.63y -0.26 0.20y -0.22
maxima y minima (A")

La orientacién del grupo carboxilico varia en funcion del huésped orientdandose

hacia la cara a de la molécula en el caso de los alcoholes o0 agua y hacia la cara  en el
caso del diclorometano y el éster s.h.

El plano horizontal del ntcleo esteroideo forma un dngulo con el plano del enlace
amida con valores comprendidos entre 44° y 77° (Tabla 2.57). Se observa que para la
mayoria de los cristales estudiados, este grupo se encuentra orientado por debajo del
plano horizontal, es decir, hacia la region hidroéfila de la molécula.
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Tabla 2.54 Angulos de Torsion del anillo D, A dngulo de fase de pseudorotacion y @y, dngulo mdximo de torsion para
el AdCA con los siguientes huéspedes: diclorometano agua, metanol agua, agua, y el ester de metilo sin huéspedes.

Angulos de Torsion AdCA AdCOOMe
) Diclorometano Metanol  2-Butanol Anisol
A () -29.42 12.04 30.32/15.53 20.75
P, 77.26 47.43 75.93/48.18 46.74
C17-C13-C14-C15 74.73 47.17 73.29/47.74 45.98
C16-C17-C13-C14 -41.72 -40.35 -41.12/-41.20 -41.20
C15-C16-C17-C13 -4.82 19.65 -4.05/21.69 2212
C14-C15-C16-C17 37.10 9.35 35.56/7.62 5.46
C13-C14-C15-C16 -60.18 -35.34 -59.60/-35.24 -31.95
. Sobre
Intermedio distorsionad Int di
Conformacion del Sobre entre 1storsiona R N nterme 1.0
. . . o / Intermedio || entre Media
anillo D distorsionado  [Media Silla X .
Sobre | €ntre Media || Sillay Sobre
y Silla y Sobre

Tabla 2.55 Angulos de torsion para la cadena lateral en complejos de inclusion del AdCA y el ester de metilo, i
posibles localizaciones de la cadena lateral.

Angulos de Torsién (°)

Diclorometano Metanol 2-Butanol
W =C13-C17-C20-C22 -173.90 -179.29 |-177.54/166.18(-173.48)|  172.48
¥ =C17-C20-C22-C23 -169.79 -167.94 | -179.90/61.46(156.97) -167.38
W =C20-C22-C23-C24 68.88 73.75 | 66.53/-174.31(148.90) 176.95
W =C22-C23-C24-024a (OH) -154.97 -154.43 | -150.53/77.21(-61.05) -43.91
W =C13-C17-C20-C21 -51.23 -57.76 -55.71/-61.89 -63.86
Conformacion de la cadena laterall tgt tgt tttg/tgta(tttg)i tttg

Fig. 2.105 Perspectivas de la molécula AdCOOMe segtin los planos h y v.
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Tabla 2.56 distancias y dngulos de enlace medidos para los diferentes compuestos de inclusion con AACA y
AdCOOMe.

. AdCA AdCOOMe
Disolvente
2-butanol

Angulo h-v (°) 88.51 88.04 88.86 / 87.77 87.37
. 0.739/-0.265
Distancia C24 a h/v (A) 0.726/0.112 | -1.249/0.235 | -2.204/1.247 | 0.058/0.013
(-1.172/-0.49)
D. Centroide hidrofobo a h/v (A) -1.708/-0.814 |-1.325/-0.802 _-12 22562//—(())1768% -1.484/-0.171
distancia C17-C24 (A) 4420 4.468 4.501 5.087
4.459 (5.378)
P . 53.38
Angulo plano h y plano amida (°) 50.35 44.37 76.39 76.52
interdigitacion / conformacion de la no / trans
cadena lateral considerando W, no / trans no / trans gauche(trans)| "© / trans

La cadena lateral presenta una conformacién tipo trans o estirada (Tabla 2.57).,
estando los valores de di724 en concordancia con las conformaciones indicadas. Estas
caracteristicas quedan evidenciadas en la Figura 2.107.

Fig. 2.108. Proyeccion de los centroides hidrofobos y el C24 sobre el plano perpendicular a los planos h, v definidos
para los diferentes complejos de inclusién obtenidos para AACA y AdCOOMe.

En todos los cristales se observa la formacién de una cavidad céncava en donde se
podrian alojar las moléculas de los huéspedes. Esta cavidad estd constituida por el
anillo A del ndcleo esteroideo, el grupo metilo 19, el enlace amida y el grupo
hidréfobo, como veiamos en casos anteriores. La distancia entre los centroides del
grupo hidréfobo y el anillo A asi lo confirman, siendo 6.102, 6.153, 6.206-6.216 y 6.172
A para los compejos diclorometano, metanol, agua y s.h., respectivamente. Se observa
pues que los valores son practicamente idénticos, lo cual es l6gico ya que la libertad de
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movimientos del grupo hidréfobo se ve reducida por el acortamiento del puente de

unién entre el mismo y el nicleo esteroideo.

Fig. 2.107. Vista a lo largo del plano h de los cristales de AACA [a) diclorometano, b) metanol, c) 2-butanol] y
AdCOOM:e [(s.h. d)]. Diagramas de superposicion diclorometano (azul), metanol (verde), s.h. (negro y violeta), ester
s.h (rojo): e), e y f).

Todos los cristales muestran una estructura cruzada (Figura 2.108), generando
canales hidréfobos en los que se pueden albergar moléculas de huésped (como es el
caso de las moléculas de diclorometano) y canales o regiones hidréfilas donde
moléculas como agua o metanol, participan en la red de enlaces de hidrégeno. En la
red cristalina con diclorometano la estructura cruzada forma angulos de 143°.

Fig. 2.108. Vista de la estructura cruzada con un dngulo de 143° para el cristal de AACA con diclorometano a lo largo
del eje a.

Para el caso el cristal con metanol, El angulo de la estructura cruzada se incrementa
hasta 150° (Figura 2.109), y disminuye a 140° para la estructura cristalina que solo
presenta moléculas de agua en su red (Figura 2.110).
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Fig. 2.109. Vista de la estructura cruzada con un dngulo de 151° para el cristal de AACA con huéspedes de metanol a
lo largo del eje c).

La estructura cristalina en el cristal que presenta s6lo agua en su red estructural es
muy similar a las dos vistas anteriormente, con la diferencia en que se produce una
inversion de un par de moléculas en la estructura, dando lugar a cavidades con doble
polaridad, una zona hidréfoba y una hidréfila como puede observarse en la Figura
2.111.

Fig. 2.110. Vista de la estructura cruzada con un dngulo de 140° para el cristal de AACA, s.h. a lo largo del eje a.

Fig. 2.111. Vista de la rotacion de un par de moléculas de AACA que originan el cambio en la red estructural cruzada
cuando existen moléculas de huésped o no.
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La Figura 2.112 resalta que la inversion de la orientaciéon de un par de moléculas
alarga la estructura cruzada, permitiendo la creacién de las cavidades con la doble
polaridad.

Fig. 2.112. Vista de la estructura cruzada con un dngulo de 108° para el cristal de AACOOMe, s.h., a lo largo del eje
a).

En el cristalde AACOOMe, se observa que la estructura cruzada presenta un angulo
de 108° inferior a los vistos anteriormente, existiendo canales fundamentalmente
hidréfobos, aunque presentan una cierta polaridad proporcionada por las colas polares
de los compuestos, hecho que se ilustra en la Figura 2.112.

Mediante el program PLATON v 1.15 se realizaron los calculos correspondientes a
la celda unidad para estudiar los posibles huecos existentes que pueden alojar diferente
tipo de moléculas. Como anteriormente se realiza una bisqueda en la red cristalina de
huecos en los cuales se puedan incorporar esferas cuyo radio es de 0.7A, observando
también los indices de empaquetamiento de los cristales. Los resultados obtenidos para
los diferentes complejos se describen en la Tabla 2.57.

El volumen de la cavidad va en orden creciente en relacién con el tamafio del
huésped a excepcion del cristal de AACOOMe s.h que no presenta huéspedes y la red
cruzada es diferentes a las tres anteriores. El factor de empaquetamiento se encuentra
en el intervalo de los coeficientes de empaquetamiento para cristales de inclusiéon y
huéspedes encapsulados, 55-75 %, dados por Miyata y col.5”

Las redes de enlaces de hidrégeno en estos cristales son muy diferentes entre si, por
lo que se ha decidido analizar cada una de ellas por separado. Las longitudes y angulos
de enlaces para los diferentes enlaces de hidrégeno se resumen en la Tabla 2.58. Los
valores numéricos se corresponden con valores habituales para este tipo de interaccion.
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Tabla 2.57 [a] Volumen molecular calculado con los radios de Van der Waals para los huéspedes presentes en las
cavidades mediante el programa Accelrys DS Visualizer v 2.0.1. [b] volumen de la cavidad en la celda unidad
calculada con un radio de prueba de 1.2 A, [c] coeficiente de empaquetamiento calculado como PC = (vol. molecula
r.v.w)/(vol. cavidad calculada) 10087, [d] coeficiente de empaquetamiento del cristal calculado sin los huéspedes
presentes y [e] coeficiente de empaquetamiento del cristal calculados con el PLATON.

indice indice
1 Vol celdak] empaquetamiento empaquetamiento
2 3

Volumen Vol.

[a] g [b!
molecular cavidad

. [e]
o o tal
[A] @A) ol

AdCA/Diclorometano/agua || 68(desorden)/15 538 3566 51/11 (62) 60
82/
440 3505 75/18 (92
AdCA/Metanol/agua 26(desorden) /18 (92) 62
AdCA/Agua 18 335 7389 43 Desorden
AdCOOMe sh (éster de 0 506 3613 0 60
metilo)

Tabla 2.58 Enlaces de hidrégeno para las diferentes estructuras cristalinas de AACA y el ester de metilo obtenidas.

Cristal Donante—H --‘Aceptor D --A/A <DHA(®)
024a-H - O(agua)l |2.551(4) | 157(5)
O7-H - ‘0261 2.848(3) | 156(4)
AdCA/diclorometano}  N5..H--024b!  |3.028(4) | 1701(4)
O(agua)--H(A) --O12! |2.800 (5)| 157(5)
O(agua)'-H(B) -- 026! |2.768(4) | 153(6)
O(Metanol)---H --O26! |2.615(5) | 165(5
024a—H - O(Metanol)t | 2593(4) | 151(3
07—H - O(Metanol)" |2.753(3) | 154(6
AdCA/Metanol N25—H - O24b 3.071(3) | 163(3
O(agua)--H(A)--O7 |3.283(3) | 172(5
O(agua)--H(B) - 012 | 2.752(3)
fO(Metanol)V--H(B) -- 012 2.685(3) | 176(3

O(agua)—H(A) --O12' [2814 (9)| 171(6
O(agua) —H(B) 07 |285209) | 145(4
Ofagua)' -—H(A) 07" [2.974(10)| 161(7
Ofagua)’ —H(B) - 012" [2:964(11)| 170(6

O7-—-H 026" 2.652(9) | 160
AdCA/Agua 012—-H - O(agua) | 2:6108) | 154
O24a-—H!--012]" 2.717 132
O7-—H"--026 2.783(9) | 149
O12—-H" 026! 2766(9) | 174
O7-—H 026" 2.840(4) | 146(3)
AdCOOMe, s.h. O12-—-H' -- 0261 2.847(4) | 168(4)
N25—H!--024bV  [3.290(4) | 176(3)
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En el cristal obtenido AdCA/diclorometano, cada molécula de &cido biliar
interacciona mediante enlaces de hidrégeno con tres moléculas de agua vecinas, asi
como con otras cuatro unidades de sal biliar (Figura 2.113).

Fig. 2.113 Red de enlaces de hidrogeno en el cristal AdCA:diclorometano.

En el cristal AACA/Metanol cada molécula de acido biliar interacciona mediante
enlaces de hidrégeno con cuatro moléculas de metanol vecinas, asi como con una de
agua. Hecho bastante atipico es que las moléculas del acido biliar no interactdan
directamente, sino que lo hacen a través de las moléculas huésped que acttian como
puente (Figura 2.114).

Fig. 2.114 Red de enlaces de hidrogeno en el cristal AdCA:metanol.

La celda unidad del cristal recristalizado en 2-butanol contiene dos unidades de
acido biliar. Cada una de ellas se enlaza mediante de enlaces de hidrégeno con dos
moléculas de agua que se sitian entre ambas y otra molécula de agua en la cola de una
de ellas, formando, a mayores, también enlaces de hidrégeno directos con otra unidad
de &cido biliar (Figura 2.115).
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Fig. 2.115 Red de enlaces de hidrogeno entre las unidades de dcido biliar: a) AACA:agua.

En el cristal del AACOOMe en anisol, al no disponer en la misma ningan huésped,
se observa que la red de enlaces de hidrégeno es mucho mas sencilla que las anteriores.
Se produce una interacciéon directa mediante enlaces de hidrégeno de una unidad de
derivado biliar con otras dos unidades vecinas, mediante sus caras polares (Figura
2.116).

Fig. 2.116 Red de enlaces de hidrégeno entre las unidades de dcido biliar en el cristal AdCOOMe:s.h.

2.4 COMENTARIOS ADICIONALES

Se han obtenido 23 estructuras cristalinas con diferentes derivados de acido célico,
AdCA (3), AdCHCA (7), NbCH.CA (5) AdCHCH.CA(4), AdCOOMe(1),
AdSuccCOOMe(1), BocCysTrtCOOMe (1) y PyrCOOMe(1). Los derivados tienen en
comdn el aumento producido en su superficie hidréfoba lo que les proporciona
caracteristicas particulares. El primer hecho destacable es que al contrario de lo que
sucedia para el 4cido colico, en el cual s6lo un 11 % de los sistemas encontrados eran
ortorrémbicos y la mayoria eran monoclinicos, esta tendencia se invierte y, de todos los
sistemas obtenidos, sélo uno de ellos es monoclinico mientras que todos los restantes
son ortorrombicos. Este hecho los acerca mas hacia el comportamiento de los acidos
biliares naturales mas hidréfobos, como puede ser el dcido desoxicolico. Si bien hay
que decir que los complejos de 4cido coélico con alcoholes alifaticos de cadena corta
eran también ortorrémbicos’?!, pero con empaquetamientos cruzados.
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Analizando la conformacion del anillo D se observa que existe una gran diferencia
entre los compuestos en su forma acida o como éster de metilo, ya que los primeros
siempre tienden a conformaciones en media silla o media silla distorsionada, mientras que
para los segundos predomina una conformacion en sobre.

El empaquetamiento de la red cristalina se suele dar en bicapas con el interior
hidréfilo y el exterior hidréfobo, cuando los huéspedes son agua, acetona, DMSO, 2-
propanol o 2-butanol, aunque para el caso NbCH>CA:2-propanol y 2-butanol se
produce una inversiéon de la orientacion de las unidades biliares (de antiparalela a
paralela), obteniéndose los dos tnicos casos de sistemas monoclinicos. Se evidencia
claramente la existencia de sistemas dindmicos que puede transformarse en funcién del
huésped alojado con pequefias variaciones estructurales y de los sistemas de redes de
hidrégeno. También hemos obtenido una serie de estructuras cruzadas que coincidian
con una variacién del huésped alojado, caso de la acetofenona, o cuando el grupo
hidréfobo incorporado estd lo suficientemente separado del ntcleo esteroideo,
Debemos destacar que en el caso del AACA todas las estructuras obtenidas fueron del
tipo cruzado, tanto con la presencia de huéspedes como en ausencia de los mismos.

Las estructuras polimorficas encontradas para estos derivados de &acido célico se
han visto modificadas también por los enlaces de hidrégeno, encontrandonos con
secuencias de tipo ciclico, helicoidal o la combinacién de ambos, y por la conformacién
de la cadena lateral en las disposiciones gauche y trans. La capacidad de formar
diferentes redes de enlaces de hidrégeno les proporciona a estos compuestos una gran
capacidad de inclusién.

Se pueden obtener dos conclusiones de los resultados obtenidos.

Como era de esperar, el empaquetamiento de los dcidos biliares modificados, en los
cuales la superficie hidréfoba del 4cido biliar de partida ha sido aumentada mediante
la incorporacién de grupos hidréfobos en la posicion C3, es altamente dependiente de la
naturaleza del grupo incorporado. Esto es evidente cuando los cristales son comparados
con los obtenidos con AdCA (en los que el residuo adamantilo es unido al ntcleo
esteroideo por la posicion C3 sin ningtn espaciador)4.

Por otro lado, la naturaleza del disolvente es un factor importante a la hora de producir
cambios significativos en el ordenamiento estructural, dando origen a la formacién de
diferentes redes de enlaces de hidrégeno. Aunque los disolvente (acetona, DMSO,
metanol, 2-propanol, 2-butanol...) poseen una geometria muy parecida, tienen un
comportamiento y capacidad de formar enlaces de hidrégeno bastantes diferentes. Esto
es debido por ejemplo a la capacidad de los alcoholes a poder actuar como donante y
aceptor mientras que los otros casos, al ser disolventes dipolares apréticos, s6lo pueden
actuar como aceptores en los enlaces de hidrégeno. Esta caracteristica produce que los
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huéspedes como la acetona y el DMSO, los cuales estan unidos por solo un enlace de
hidrégeno, posean una mayor movilidad de acomodaciéon en la cavidad formada
durante el proceso de cristalizacién del sustrato derivado de 4cido biliar, a pesar de
que la localizacion final esté relacionada con las interacciones hidréfobas.

Sin embargo, cuando un huésped como el 2-propanol se une mediante dos enlaces
de hidrégeno, la movilidad del giro alrededor del enlace C-O se ve drasticamente
reducida. La diferencia en el comportamiento puede ser facilmente visualizada si
comparamos la movilidad que tendrian dos nifios, uno de ellos sujeto por una mano a
un adulto mientras que el otro estuviese sujeto por dos adultos en ambas manos (véase
Figura 2.117). Estos hechos sugieren que en el primer caso las interacciones acido biliar-
acido biliar son las que conducen a la formacién de la estructura del cristal, la
posibilidad de incorporar un huésped con un punto de unién facilitaria su
acomodaciéon a la cavidad mientras que cuando se produce la incorporacion del
segundo supuesto es necesaria una reestructuraciéon de la estructura cristalina.

/ /z'
H ~ H~_ - H
i :
/ X\ \)
HsC CHy H'Y CHs
HaC

Fig. 2.117. Representacion esquemitica de la diferente mobilidad para un huésped unido mediante un punto (DMSO
-X=S-, acetona - X=C-; izquierda) y dos puntos de unién (2-propanol, 2-butanol; derecha). La imagen es una
simplificacion de otros muchos modos de vibracion posibles.

Estos hechos sugieren que, en el primer caso, las interacciones 4cido biliar-acido
biliar son las que dirigen la formacién de la estructura cristalina, en la que un huésped
con un dnico punto de anclaje puede acomodarse facilmente. Esta afirmacién esta
reforzada por el hecho de que el huésped forma su enlace de hidrégeno con el grupo
amida (que actda s6lo como donante). Sin embargo, en el segundo caso, las
interacciones 4cido biliar-huésped se hacen més importantes y son las que dirigen la
formacién de la estructura cristalina, dado que ahora son dos los enlaces de hidrégeno
los implicados y la acomodacién de huéspedes con dos puntos de anclaje requiere
necesariamente una localizacién mas especifica de las moléculas anfitrionas de 4cido
biliar. Esta idea estd reforzada por el hecho de que los grupos metilos estén o no
interdigitados.

Posiblemente debido al menor volumen y caracter hidréfobo del residuo
norbornilo comparacién con el adamantilo, en los cristales NbCH>-CA /2-propanol y
NbCH»>-CA /2-butanol, el alcohol (actuando como receptor) puede formar un enlace de
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hidrégeno con el enlace amida, mientras que en el cristal AAdCH>-CA/2-butanol no
existe este enlace de hidrégeno.

En una reciente revision bibliografica, Bortolini y col.’’¢ analizan las principales
variables que pueden tener una principal importancia en la optimizacién de los
procesos enantioresolutivos cuando los derivados de 4cido biliar son usados para tal
fin. Entre estas variables a tener en cuenta se pueden destacar: el nimero de grupos
hidroxilo, la influencia de la orientacién de estos grupos (o o B), la influencia de la
cadena lateral, la substitucion de estos grupos hidroxilo por otros grupos o funciones
orgénicas y la extension de la cara hidroféba o hidréfila. Hay que resefiar que no todas
estas variables han sido analizadas sistematicamente, por lo que seria necesario un
estudio en mayor profundidad para la mayoria de ellas. En este contexto, cobra
especial relevancia la capacidad de algunos compuestos aqui sintetizados para la
enantiodiferenciacion de la molécula huésped. Asi el AdCH>CA resuelve en el
enantiomero S del 2-butanol cuando se obtiene el cristal en este disolvente y el
NbCH,CA resuelve el R del 2-pentanol. Por su parte la molécula de AACA no resuelve
el 2-butanol ni el 2-pentanol. Estos hechos se resumen en la Tabla 2.59. Estas
diferencias, que podemos atribuir en parte a la separaciéon del grupo hidréfobo del
grupo amida que lo une al nicleo esteroide, asi como la voluminosidad del grupo
hidréfobo incorporado, refrendan que es posible disefiar derivados de acidos biliares
que resuelvan especificamente un enantiémero de un disolvente racémico.

Tabla 2.59. Capacidad de enantiorresolucion de los derivados AdCA, AdCH,;CA y NbCH,CA.

Derivado 2-butanol 2-pentanol

AdCA no no
AdCH,CA si no
NbCH,CA no si

La orientacion del atomo de carbono C24 del grupo carboxilico de la cadena lateral
estd mayoritariamente orientada hacia la cara a de la molécula (valores negativos de la
distancia dc2n), lo que ocurre en 17 de los 24 cristales estudiados. Respecto al plano
vertical, la ubicacion del grupo se distribuye al 50% hacia la izquierda o derecha del
mismo. Finalmente, los valores de la distancia entre los &tomos de carbono C24 y C17
(en el que esta anclada la cadena lateral), di7.24, se agrupan bien en torno al valor medio
de 4.4740.09 A (17 cristales), que significa que la cadena esta parcialmente plegada, o
bien en torno a 5.03+0.04 A (7 cristales) que conlleva que la cadena estd completamente
estirada.
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Estados de Agregacion en solucion de derivados de acido célico

Este capitulo completa el capitulo anterior, centrindose en la agregacion de las sales
biliares y sus derivados, en medio acuoso y en diferentes disolventes orgdanicos. El estudio se
centra principalmente en la formacion de geles y otros tipos de estructuras como micelas,
hélices, etc., mediante la utilizacion de diferentes técnicas que permitan dilucidar el
comportamiento de alguno de los compuestos sintetizados en los diferentes medios. Del estudio
de las propiedades superficiales y la solubilidad de los compuestos obtendremos informacion
sobre las dimensiones moleculares, interacciones intermoleculares e interacciones con el
sustrato, ahondando en el conocimiento del comportamiento fisicoquimico de los compuestos
sintetizados.

Ad astra per aspera.

(El joven, Séneca)






SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 3 ESTADOS DE AGREGACION EN SOLUCION DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

3.1 INTRODUCCION

El proceso por el cual moléculas individuales en un medio, se agregan
espontaneamente para dar lugar a estructuras mas complejas es un fenémeno de gran
importancia en la naturaleza asi como en muchos campos de la ciencia. En los procesos
de agregacion juegan un papel fundamental la polaridad de las moléculas participes,
siendo bien conocido que los compuestos polares (hidréfilos) presentan una buena
solubilidad en disolventes polares, mientras que los compuestos apolares (hidréfobos)
presentan una buena solubilidad en disolventes apolares (similia similibus solvuntur).

Es en este punto, cuando las moléculas sintetizadas y estudiadas cobran, si cabe,
una mayor relevancia, al presentar propiedades anfifilas. Este hecho provoca que este
tipo de compuestos en un determinado disolvente traten de minimizar las
interacciones polares-apolares desfavorables, lo que concluye, en muchos casos, en un
proceso de agregacioén y organizacion de las mismas, para dar lugar a estructuras de
dimensiones coloidales.

Este fenémeno de auto-agregacion generalmente tendra lugar a partir de una
determinada concentracién, conocida como concentracién de agregacioén critica, cac y
también por encima de una determinada temperatura denominada temperatura de
Kraft, para asegurar la solubilidad del compuesto estudiado. En muchos casos, la
agregacion de solutos a menudo sucede en el limite de la solubilidad. La forma y los
tamafios de los agregados varian muy considerablemente dependiendo de las
caracteristicas del compuesto y de las caracteristicas del disolvente.

La razoén por la cual las moléculas anfifilas tienen tendencia a agregarse formando
estructuras coloidales, se basa en el hecho de que de sus zonas lipdfilas son poco
solubles y tienden a separarse de los disolventes polares, ocurriendo lo contrario para
las zonas lipéfobas las cuales tienen tendencia a solvatarse. Al emplear agua como
disolvente, las interacciones hidréfobas son la principal causa de la agregacion de las
moléculas apolares o fragmentos moleculares?.

A lo largo del presente capitulo se empleardn diferentes técnicas instrumentales
para tratar de estudiar el comportamiento de las moléculas sintetizadas en diferentes
medios. Entre ellas cabe mencionar las siguientes: Dispersion de la Luz en modo
dindmico y estatico, Espectrometria de Fluorescencia, Analisis de Tensién Superficial,
Espectroscopia UV-Vis, Calorimetria Diferencial de Barrido, Dicroismo Circular,
Difraccion de Rayos X a bajo Angulo, Microscopia de Transmision Electrénica,
Microscopia de Barrido Electrénico y Microscopia 6ptica confocal.
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3.1.1 SOLUBILIDAD EN AGUA

El agregado mdas comun encontrado en disolucién acuosa para muchos
compuestos anfifilos son las micelas, las cuales se forman espontdneamente dando
lugar a sistemas dindmicos con tiempo de vida media del orden de los milisegundos.
Los monémeros moleculares se intercambian continuamente con el medio que les
rodea con tiempos de residencia medios en la micela del orden de microsegundos. En
un medio acuoso, las micelas estan formadas por moléculas orientadas con sus partes
polares hacia el exterior de la micela en contacto con el medio y las partes mas apolares
hacia el interior de la misma, adquiriendo el interior de la micela un marcado caracter
hidréfobo por lo que el efecto hidréfobo juega un papel primordial en la formacion de
este tipo de agregados.

Este tipo de compuestos cuando estan presentes como mondmeros en disolucién,
las zonas hidrofobas se encuentra hidratadas, lo que provoca un aumento de las
interacciones enlaces de hidrégeno y una pérdida de movimiento de las moléculas de
agua cercanas en comparacion con las demadas moléculas de agua libres y alejadas de
los compuestos anfifilos. Al producirse los procesos de agregacién, en este caso de
formacién de micelas, aparecen interacciones de van der Waals entre las regiones
hidréfobas de las moléculas, lo que produce que se disminuya la hidrataciéon
mencionada. El resultado de esta ruptura de enlaces de hidrégeno da lugar a un efecto
entalpico desfavorable, que es compensado por una gran ganancia en la entropia
debido al aumento de moléculas de agua libres en el medio, y que también compensa
el efecto de entropia negativo al perder libertad las moléculas anfifilas, y el aumento de
entalpia debido a las repulsiones polares entre regiones de las moléculas de estudio.
Estas repulsiones polares pueden ser atenuadas mediante el empleo de contraiones que
disminuyen parcialmente la carga superficial.

Los agregados mas comunes suelen ser de tipo esférico, con un ntmero de
agregacion de entre 50-100 moléculas, aunque los agregados cilindricos o tipo gusano,
como los obtenidos con mezclas catatiénicas, mezcla de un surfactante aniénico y otro
catiénico, también son habituales. Estas dltimas suelen venir acompafiadas de un
aumento en la viscosidad de la disolucién. Otro tipo de agregado comdn en agua son
las bicapas y en relacién a estos las vesiculas. Las vesiculas pueden ser de una o
multiples capas y sus didmetros ir desde los 20 nm hasta varios micrémetros. Por
altimo también se forman agregados como hidrogeles, o fases de cristal liquido
liotrépicas.!

En lo que respecta a los dcidos biliares y sus sales, mientras que las sales de sodio y
potasio de los acidos biliares di- y tri-hidroxilicos presentan una muy buena
solubilidad en agua, sus andlogos dcidos protonados son muy insolubles 3.
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3.1.2 SOLUBILIDAD EN DISOLVENTES ORGANICOS

Analogamente a lo que sucede en medio acuoso, en medios orgénicos se pueden
formar también diferentes tipos de agregados. Asi podemos encontrarnos con micelas
invertidas, como las formadas por el AOT el bis(2-etilhexil)sulfosucionato de sodio que
forma este tipo de agregados. En ellos, las regiones polares de la molécula se
encuentran localizadas en el centro del agregado y las partes apolares estan dirigidas
hacia el exterior.

Una familia importante de agregados, formados en disolventes orgéanicos, son los
organogeles. No existe aun un consenso generalizado de definicién de los mismos,
aunque hay coincidencia en que se trata de un disolvente orgénico con un aumento de
la viscosidad considerable mediante la formaciéon de redes tridimensionales de fibras
enredadas, formadas por la agregaciéon de moléculas 6rgano-gelificantes. A menudo,
sOlo es necesaria una pequenia cantidad de agente gelificante, en una gran cantidad de
disolvente, para formar la red y el gel. Asi, concentraciones en el entorno del 1% en
peso suelen ser suficientes.!

3.1.3 CALCULO DEL EXCESO DE CONCENTRACION SUPERFICIAL

La ecuacién derivada de la isoterma de Gibbs que permite estimar la concentracion
superficial de exceso en la CMC, I', para un surfactante a partir de la dependencia de la
tension superficial en disolucion acuosa con la concentracion del es posiblemente la
mas ampliamente utilizada en la bibliografia. Su obtencién, asi como las hipotesis
implicadas, es incluso comtn a libros de texto de Fisicoquimica general y, por ello, nos
limitaremos a recoger aqui su expresion final, que para surfactantes no iénicos es la
siguiente:

r=-—(3%) Ec3.1
RT\0 Ina/T
en la que, si se trabaja con disoluciones diluidas, la actividad a puede aproximarse
por la concentraciéon c. En la ecuacién anterior y es la tension superficial y los demas
simbolos tienen su significado habitual. A partir del conocimiento de I' es posible
estimar el area por molécula en la interfase, a,, mediante la siguiente relacion:

02 _ 1020
ao (A7) =10%/ N Ec3.2

Para surfactantes electroliticos fuertes formados por v, iones positivos y v_ iones
negativos, de cargas i6nicas z+ y z. a expresion anterior, la concentracién superficial en
exceso, I, viene dada por#:

- RTm(c,cg) \0 Inc

r= ;( 4 )T,CS Ec.3.3
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en la que m(c,cs) una funcién de los iones definidos anteriormente, la concentracion
de surfactante, C, la concentracién de sal inerte afiadida, C;, y el coeficiente
estequiométrico del cation de la sal inerte afiadida, vi. La expresion explicita del
mismo es la siguiente:

2

m(C,Cs) = v_ + —*— Ec.3.4
v++vi?5

Si se realizan medidas en agua libre de electrolito, el factor m, se simplifica de la

siguiente forma m = v_ + v, y, en el otro extremos, si el electrolito esta presente en una

concentraciéon mucho mayor que la del surfactante (Cs >>C) entonces resulta que

m = v_, simplificaciéon que emplearemos cuando introduzcamos electrolitos inertes en

las muestras.

Las publicaciones en los que se suministran datos obtenidos mediante las
ecuaciones anteriores son muy numerosas y algunas de ellas se irdn introduciendo a lo
largo del presente capitulo.

Debido a la controversia suscitada en estos dltimos afios por diversos trabajos
realizados por Menger y col.> en los cuales cuestionan los métodos de analisis de los
datos de tension superficial empleados para la determinar el exceso de concentracién
superficial de surfactante en la interfase aire-agua mediante el empleo de la ecuacién
de Gibbs, y debido al tratamiento de datos que emplearemos en el presente capitulo,
consideramos oportuno hacer un pequefio inciso en la descripcién de la ecuaciéon de
Gibbs sus implicaciones y restricciones en cuanto a su aplicabilidad con surfactantes
i6nicos como los desarrollados en el presente trabajo.

Recientemente Li y col.6 han mostrado que existe una buena correlacién entre los
datos obtenidos mediante la técnica de Difraccién de Neutrones y la técnica de tensién
superficial (TS) para un amplio intervalo de adsorbentes no iénicos entre los que
encontraban surfactantes, sistemas polidispersos y polimeros. Fundamentan Ila
concordancia entre resultados obtenidos por ambas técnicas en el hecho de que los
surfactantes noioénicos tienden a saturar la superficie antes de alcanzar la concentracion
de agregacion critica (CAC), lo que hace que sea relativamente fécil determinar el valor
de la concentracion superficial de exceso (I') de la representaciéon de la TS frente al
log(concentracion). Asimismo, indican que existe en general una buena concordancia
entre los resultados obtenidos por ambas técnicas en todo el intervalo de
concentraciones por debajo de la CMC, excepto en la region, a las concentraciones mas
diluidas, en la que en buena l6gica aparece una curvatura.

Como continuacion del trabajo anterior, estos autores’ realizan un exhaustivo
analisis de los datos de tensién superficial , difraccién de neutrones y otras técnicas
utilizadas para el estudio del dodecilsulfato sédico (SDS). Entre sus conclusiones cabe
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destacar las siguientes: (i) Las medidas de tension superficial estdin a menudo
comprometidas por trazas de iones divalentes; (ii) generalmente, la adsorcién no
alcanza la saturacion en la CMC lo que hace dificil obtener la pendiente limite de
Gibbs; (iii) el intervalo de concentraciones a las que aparece la CMC, hace imposible
utilizar la ecuacién de Gibbs en un intervalo significativo de concentraciones por
debajo de la CMC; (iv) existe una buena concordancia entre los resultados de difraccién
de neutrones y los derivados de la tension superficial para la concentracion superficial
de exceso en el intervalo de concentraciones comprendidos entre 2 y 6 mM.; (v) no es
atil la aplicacion de la ecuacion de Gibbs en el intervalo de 6 a 8.2 mM; (vi) los errores
en las determinaciones derivadas de la aplicaciéon del modelo de Gibbs a los datos de
tension superficial son siempre mayores que los obtenidos por difraccién de neutrones,
excepto en lo que se refiere a los efectos inusuales de las impurezas, pero enfatizan que
esta conclusién no resta la validez de la ecuacién de Gibbs y que es una cuestiéon
derivada de la dificultad inherente a realizar medidas con la precisién necesaria.

En las conclusiones del articulo, los autores indican expresamente que la ecuacién
de Gibbs no se puede utilizar para determinar I'cvc porque no se dispone de
informacion acerca de la variacién de la actividad por debajo de la CMC. Entonces, en
respuesta a los trabajos de Menger et al, recalcan que generalmente la concentracion de
exceso superficial de un surfactante anionico en la CMC no puede ser determinada de
forma fiable por aplicacion de la ecuacion de Gibbs a los datos de tensién superficial.
Tampoco puede ser utilizada cuando exista asociaciéon de iones y dimerizacién por
debajo de la CMC.

En un estudio posterior® extienden su trabajo a surfactantes cationicos. Aqui nos
concentraremos en las conclusiones del mismo. Asi, indican que la aplicacién de la
ecuacion de Gibbs para el andlisis de la tensién superficial en surfactantes catiénicos
estd limitada por los efectos del intervalo finito de formacion de micelas, tal como se
encontré para el surfactante aniénico SDS. Tal intervalo es menor para estos dos
surfactantes que lo observado previamente para el SDS aunque esto puede ser el
resultado de trazas residuales de impurezas. El intervalo finito de micelizacién puede,
sin embargo, ser un problema mads grave para los surfactantes catiénicos debido a que
muchos tienen ntimeros de agregacion bajos por lo que es esperable que tal intervalo
sea mayor. Tal y como fue observado para el SDS, la extrapolaciéon en la regién de
micelizacién para obtener la concentracion de exceso limite no es una opcién fiable
debido a los aumentos de adsorcion en la regién de la CMC y por encima de la misma.
Los datos de reflexiéon de neutrones muestran que no existe una meseta en la adsorciéon
en la CMC para los tres surfactantes catiéonicos estudiados y, por lo tanto, no se puede
modelar facilmente la tension superficial en una regién en la que la concentracion esta
cambiando significativamente.
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La combinacién de estos problemas presenta serios obsticulos para la
determinacion de I'emc utilizando la ecuacion de Gibbs y confirma la critica de Menger
aplicada a todos los surfactantes iénicos. Esto significa que los procedimientos estandar
(esto es, una isoterma modelo con la ecuacién integrada de Gibbs o un ajuste
polinémico de la tensiéon superficial) no pueden ser utilizados para muchos
surfactantes iénicos porque el gran cambio en la magnitud de la curvatura en la regién
de micelizacién no se puede explicar mediante las ecuaciones polinémicas ni con las
isotermas modelo. Para surfactantes no idénicos, la cobertura limite se alcanza antes de
que comience la micelizacion por lo que el método de Gibbs da el valor correcto. La
Unica solucion a este problema es encontrar un buen modelo para el comportamiento
de la actividad en la regién sub-CMC. La ley de accion de masas si da un modelo de
este tipo, pero sus supuestos y validez para tal fin no se han explorado de manera
significativa.

La aplicaciéon del modelo de Gibbs a situaciones en las que existan otros procesos
de preaggregation es formalmente el mismo que el problema de la region finita de
micelizacién, hecho ampliamente reconocido. En estas dos situaciones, donde son
necesarios para el analisis de Gibbs los coeficientes de actividad (desconocidos), la
tension superficial no puede dar el valor limite correcto y la alternativa preferida
debiera ser la reflexion de neutrones la cual no hace uso ni de concentraciones ni de
actividades para la determinacién de la concentracién superficial de exceso.

Una limitaciéon evitable en el uso del método Gibbs en las medidas de tension
superficial para los surfactantes cationicos y que no parece surgir en los aniénicos, se
refiere a la humectaciéon incompleta que con frecuencia ocurre en los métodos
experimentales del plato de Wilhelmy y del anillo de du Nouy. Esto es probablemente
el resultado de la carga negativa sobre el material generalmente utilizado (Pt-Ir o Pt).
La combinacién de este hecho con los citados anteriormente, que se traducen en
infravaloraciones sistemdticas (a menudo grandes) del valor limite para los
surfactantes catiénicos, hace que los datos obtenidos mediante estas técnicas no se
puedan considerar fidedignos.

Dado que la ecuacién ha sido también utilizada para el analisis de los datos de
tension superficial correspondientes a surfactantes derivados de los acidos biliares,
procede analizar en qué medida las consideraciones anteriores afectan o pueden afectar
a los sistemas objeto de estudio de la presente Tesis doctoral.

A partir de numerosos datos cristalogréficos disponibles en el grupo de
investigacion, asi como de otros obtenidos de la bibliografia, en su reciente tesis
doctoral, de Frutos, S. ha estimado el area de cada una de las dos secciones (o areas
proyectadas, areas) fundamentales de los &cidos biliares que corresponden con una
orientacion de su plano horizontal dispuesto de forma paralela a la interfase o bien a
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una orientacién apical (dreac). El valor medio obtenido para un acido biliar muestra un
valor para areas de 10324.0 A2, mientras dreac tiene un valor medio de 5143 A2, A priori,
estos resultados pueden ser aplicados a otros compuestos de la misma naturaleza para
poder estimar el area de la seccién molecular cuando no se disponga de datos de
difraccion de rayos X.

Small® ha revisado la superficie ocupada por molécula de los acidos biliares
determinadas a partir de estudios de monocapas. Para el 4cido coldnico obtienen una
isoterma empinada entre 44-40 A2/molécula lo que les induce a aceptar que la
molécula se ubicaria con una orientacién apical en la interfase. Este valor no es muy
lejano del indicado més arriba para la seccion transversal del acido célico. Por otra
parte, la isoterma para el 4cido colico a 3 M de NaCl (muy parecida a las de los acidos
dihidroxilicos) presenta un punto de colapso alrededor de 14 dinas correspondiéndole
un valor para el area por molécula de 105 A2, valor coincidente con el indicado mas
arriba para una orientacién plana del 4cido biliar en la interfase aire-agua. Afios més
tarde. Miyoshi et al'® utilizando la misma técnica, es decir, la medida de la presiéon
superficial de monocapas formadas por acidos biliares determinaron valores de 150
(acido colico), 140 (quenodesoxicdlico) y 123 (ursodesoxicélico) A2/molécula.

Por su parte Thomas y Christian!? determinan para el desoxicélico un valor del
area superficial del desoxicolico de 83.6 A2/molécula mediante elipsometria, valor que
les coincide con el determinado a partir del andlisis de los datos de tension superficial
mediante la isoterma de Gibbs que result6 ser de 84 A2/molécula.

Carey et al'2 para los compuestos acidos fusidico y 3-acetoxilfusidico, cefalosporina
P1 y 4cido helvdlico, todos ellos con estructura cercana a la del acido célico, mediante
la técnica de medida de la presion superficial determinaron a 5 M NaCl y pH 2,
observaron el colapso de la isoterma a valores comprendidos entre 95 to 124
A2/molécula, los cuales comparan favorablemente con los valores de 107-105
A2/molécula determinados por medidas de la tensién superficial. En particular, para el
acido fusidico observan el colapso a la presion de 23 din/cm con un area de 107-108
A2/molécula.

Por suparte, Swanson-Vethamuthu et /'3 mediante el anédlisis de Gibbs obtienen
valores para las areas superficiales del colato y del desoxicolato que dependen de la
basicidad del medio. Asi, por ejemplo, para el desoxicolato obtienen valor de 149 y 204
A2/ molécula en 0.05 M de NaCl y 0.045 M de NaCl+5x103M de NaOH,
respectivamente.

Como hemos tenido ocasién de comentar en el capitulo anterior, en nuestro grupo
de investigacion se han obtenido diversos derivados de los acidos biliares en los que se
les ha incorporado un grupo hidréfobo voluminoso, habiendo podido resolver la
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estructura cristalina de buena parte de ellos, asi como medido sus caracteristicas de
surfactantes. Analicemos los resultados obtenidos en el contexto de la discusién que
nos ocupa.

Se han obtenido los derivados p-t-butilfenilamida de los é&cidos of
quenodesoxicélico (tbutPhCDCA) y ursodesoxicélico (tbutPhUDCA). De las medidas
de tensioén superficial y el anélisis de la ecuacion Gibbs se obtuvieron valores de 77 + 1y
54 +1 A2 para el 4rea a, respectivamente. Al mismo tiempo, del cristal del tbutPhCDCA
se obtuvo un valor de 65 A2 para el 4rea proyectada de la molécula orientada en una
posicion apical. La cercania entre estos valores sugiere que en la interfase agua-aire la
molécula se oriente verticalmente respecto a la interfase, apoyado por el hecho de que
una orientacion paralela conduciria a un area molécular proyectada de 209 A2 (valor
deducido de la estructura cristalina). Esta conclusion es bastante coherente con el
hecho de que el grupo p-t-butilfenilo, hidréfobo, se encontraria orientado hacia la fase
aérea. También apoyan esta conclusion los valores de Miyoshi et al'0 citados

anteriormente.

A dos temperaturas bastante diferentes (25 y 50 °C)15, para el derivado catiénico
(del acido colico) yoduro de 3B,58,7a,12a]-3-(2-naftoilamino)-7,12-dihidroxicolan-24-
trietilamonio, el andlisis de las medidas de tension superficial arrojaron valores de
109+2 y 10743, respectivamente. Por su area molecular seria esperables valores no
inferiores a los del intervalo 135-162 °A2. Sin embargo, se aceptd que la molécula de
surfactante se encontraria con una orientacioén plana pero existiendo cierto apilamiento
(de dos a cuatro grupos) de los grupos aromaticos, probablemente como en un cristal
liquido. Esta interpretacion salva la diferencia entre los valores medidos y los
esperables a los que ya hemos hecho referencia.

Una orientacién plana de la molécula derivada del acido célico con un grupo
adamantilo ligado mediante un enlace amida al atomo de carbono en la posicion C3 del
acido colico, AACA, presenta un area molecular proyectada sobre un plano paralelo al
plano de la molécula igual a 147 A2 (calculado a partir de la estructura cristalina del
compuesto). Este valor es compatible con el del resultado de sumar las areas del 4cido
colico (103 A2, vide supra) y del grupo adamantilo (41-45 A2)1617, Sin embargo, es
claramente inferior al obtenido para el drea en la interfase determinado a partir de la
isoterma de Gibbs, que resulté ser 251 A2, aunque éste seria compatible con el
publicado por Swanson-Vethamuthu et al'3 (vide supra) obtenido a partir de la misma

técnica.

También consideramos ilustrativo hacer las siguientes comparaciones. Segun
Okuyama et al'® el area de la seccién de una cadena hidrocarbonada (A. =20 A2 se
compara favorablemente con el drea ocupada por una molécula de un alcohol alquilico
de cadena larga en una monocapa. en la interfase. Asi, Prime et al' han determinado
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un valor de 23+0.1 A2 para el 1-octadecanol. Esta concordancia es esperable siempre

que la monocapa muestre un alto grado de ordenamiento.

Xu et al 7, a partir de sus medidas de reflexiéon de rayos X, obtienen un valor de

I'cvc igual a 4.8 pmol m=2 que se traduce en un drea por molécula de a=35 A2, Estos

autores recogen el dato de Tajima? determinado a partir de medidas de tensién

superficial Toye =4.3 pmol m~2 o lo que implica a=39 A2, valor un 11% superior al de

Xu et al. Estos valores no son incompatibles con el indicado para el 1-octadecanol y la

idea de repulsiones electronicas entre las cabezas iénicas de los surfactantes.

El analisis conjunto de todos los datos hasta aqui presentados, nos sugiere los

siguientes comentarios:

@)

(iif)

La variabilidad de los datos publicados debida a la utilizacién de
surfactantes que no hayan sido purificados adecuadamente es
posiblemente mayor que las debidas a las posibles limitaciones
inherentes a la isoterma de Gibbs o a sus simplificaciones (como, por
ejemplo, la utilizacién de la concentracion en lugar de la actividad en
los surfactantes iénicos). En lo que se refiere a las sales biliares esta
variabilidad se extiende a otros pardmetros no derivados de la
isoterma de Gibbs entre los que cabe citar la CMC, el ntimero de
agregacion o la fraccion de contraiones, aspecto que ya ha sido
comentado por diversos autores desde hace tiempo.2:-23

Los valores del drea superficial, estimados a partir de la aplicacion de
la isoterma de Gibbs a la dependencia de la tensién superficial con la
concentracion, obtenidos para diversas sales biliares y sus derivados
son congruentes con los pardmetros geométricos deducidos del
conocimiento de la estructura cristalina del compuesto, tanto en lo
que se refiere a una orientacion del &acido biliar con su plano
horizontal paralelo al de la interfase como a una orientaciéon apical
del mismo. Ademads, las orientaciones sugeridas a partir de tales
valores, son congruentes con la estructura anfifila quasi-bifacial de la
sal biliar natural, asi como con la orientacién hacia la fase aérea del
grupo voluminoso hidréfobo incorporado en alguno de los
derivados?4.

Los estudios de Thomas et al 8 comentados mds arriba han puesto de
manifiesto una concordancia correcta entre los valores obtenidos por
reflexiéon de neutrones y la isoterma de Gibbs para los surfactantes no
ioénicos, una diferencia (estimable en un error del orden del 15%) para
los surfactantes aniénicos, y diferencias mayores para los catiénicos y
todavia mas importantes para los gemini. Es decir, el grado de validez
de la isoterma de Gibbs depende de la naturaleza del surfactante. Es
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notorio que los origenes de la actividad superficial de los surfactantes
alquilicos clésicos y de las sales biliares son muy diferentes, estando
este hecho, obviamente, relacionado con las enormes diferencias
estructurales entre ellos. Lo anterior se traduce en que las estructuras
de los agregados formados por ambos tipos de familias son también
muy diferentes. Para las sales biliares, no hay estudios publicados
como los referidos de Thomas et al donde existen técnicas aplicadas
diferentes (incluyendo entre ellas las medidas de tension superficial)
y resultados obtenidos por los mismos autores (lo que permite aceptar
que la calidad de los productos utilizados es la misma en todas las
técnicas) y que los resultados obtenidos para el area superficial son
congruentes entre sill. Sin que podamos demostrarlo, esta
concordancia parece sugerir que, al menos en presencia de electrolitos
inertes afadidos, el comportamiento de los derivados de los acidos
biliares se asemeja mas al de los surfactantes no iénicos que al de los
iénicos, al menos dentro de errores experimentales aceptables, lo que
puede estar relacionado con el hecho de que su capacidad surfactante
nace de una caracteristica estructural diferenciada.

Por lo tanto, en ausencia de una mejor alternativa, a lo largo del presente capitulo,
aceptaremos la hipétesis anterior, si bien la manejaremos con la maxima cautela
posible.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha estudiado el comportamiento de cuatro nuevos compuestos derivados del
acido colico, en los que se ha incorporado un grupo hidréfobo acoplado por la posicién
C3 del nacleo esteroideo. Los grupos hidréfobos empleados son el adamantilo y el
norbornilo, y se han alejado del cuerpo central del esteroide mediante diferentes
separadores o grupos intercalados entre ambos.

Las moléculas aqui estudiadas han sido los acidos AdCH.CA, NbCH.CA,
AdSucCA y AdGIuCA (Figura 3.1). Anteriormente se habia sintetizado en el grupo el
AdCA, el cual podria ser incorporado a los estudios en fases posteriores y, en la
presente tesis, también se ha realizado la sintesis y cristalizacion del AdCH,CH,>CA,
compuesto que también podria ser por su interés estructural incorporado a estudios
posteriores en cuanto al analisis conjunto de los cristales obtenidos, asi como su
comportamiento en disolucion.

AdCH2CNa . NbCH2CNa .

Na N
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Fig 3.1 - Moléculas estudiadas en el presente capitulo derivadas del dcido colico como niicleo esteroideo. Este
estudio podria ser ampliado al resto de sales biliares naturales siguiendo la misma metodologia aqui empleada.
Se trata de estudiar el comportamiento de las moléculas, tanto en disolucién
acuosa, como en diferentes disolventes organicos. Se realizaran y aplicaran diferentes
pruebas y técnicas que se iran describiendo oportunamente.

El estudio que hemos realizado estd centrado en los siguientes puntos:

1.- Partiremos de un estudio de solubilidad clasico en disolventes organicos
disponibles en el laboratorio y observaremos la capacidad de los compuestos para
formar organogeles, cristales, cristales liquidos u otro tipo de agregados/estados o
comportamientos que vayan surgiendo.

2.- Realizaremos un estudio del comportamiento de los compuestos en
disolucion acuosa con regulador C/BC, NaCl, etc. en las que determinaremos las
concentraciones de agregacion criticas u otros pardmetros caracteristicos (radios de
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giro, didmetros efectivos, coeficientes de difusién, formas...) mediante diferente
técnicas.

3.- Trataremos de establecer relaciones o efectos de comportamiento de las
diferentes moléculas en funcién de las modificaciones que hayamos realizado en las
mismas.

El AdCH>CA, es una molécula que estructuralmente modifica al acido célico,
afiadiéndole por la posicién tres un grupo adamantilo mediante un enlace amida y un
grupo -CH>- que aleja el nucleo esteroideo del grupo sustituyente hidréfobo. Este
metileno establece la diferencia entre esta molécula y la AdCA24. Paralelamente,
estudiaremos su homélogo NbCH>CA en el que se cambia el grupo adamantilo por el
norbornilo.

En el compuesto AdSucCA, se separa mas el grupo adamantilo del nitcleo
esteorideo y se afiaden un nuevo enlace amida y un metileno. Adelantemos que, en
este caso, las propiedades cambian bastante con respeto a las moléculas anteriores, al
haber obtenido un compuesto con una gran capacidad para la formacion de hidrogeles.

Por altimo, el compuesto AdGluCA se diferencia del anterior en un grupo -CHo»-
adicional, el cual, al separar los dos enlaces amida y dar un mayor grado de libertad de
movimiento al grupo hidréfobo terminal, revierte el comportamiento del compuesto.

En lo que sigue, iremos viendo cada uno de ellos y los resultados obtenidos
mediante cada una de las técnicas que hemos ido aplicando.

3.2.1. AACH,CA - Acido [3, 5a, 7a, 12a]-3[(Adamantano-1-acetil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico

3.2.1.1 SOLUBILIDAD Y PODER GELIFICANTE

Algunos de los compuestos que hemos ido sintetizando a lo largo de la
elaboracién del presente trabajo de investigacién, se han ido probando en diferentes
disolventes con el fin de poder observar su comportamiento. Para ello hemos realizado
un experimento de gelificacion tipico, consistente en rellenar tubos de ensayo con tapa,
con una selecciéon de disolventes a disposicion del laboratorio en una proporcion de
1.5% en peso del compuesto de estudio y en presencia de una unidad de tamiz
molecular para evitar en la medida de lo posible la presencia de agua en el medio. La
disolucién ha sido calentada hasta la disoluciéon completa del sélido, siempre y cuando
esto fuese posible. Posteriormente, durante el enfriamiento de la disolucién, anotamos
su evolucion, observando la formacion o no de geles, precipitados u otros fenémenos
que se pudiesen dar. En la Tabla 3.1 se muestran los resultados de las pruebas
realizadas con el AACH>CA.
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Tabla 3.1 - Las observaciones del estado se han realizado en el momento del calentamiento, justo después de
enfriar pasado unos 30 min., a las 24h y a los 7 dias del calentamiento. n=no soluble, s=soluble, p=precipitado, g=gel
(altamente viscoso o parcialmente fluido).

Disolvente _Pe Estado antes calentar Estado al enfriar Estado a las 24h Estado a los 7 dias
disolvente(°C)

Benceno 80 n P p P
Tolueno 110.6 n p P p
p-Xileno 138 n p p P
m-xileno 138.5 n p P p
Ciclohexano 81 n p p P
Hexano 68 n P p P
n-Pentano 36 n p p P
2,2,4-Trimetilpentano 99 n p p P
Benzaldehido 179 s s s s
Acetofenona 202 s s g g
Clorobenceno 132 s g g g
Anisol 155 S g g g
1-Pentanol 137 s s s s
1,4-Dioxano 101 s s s s
2-Butanol 98 s s s s
2-Propanol 82 s s s s
Cloroformo 62 s s s s
Diclorometano 40 s p P P
Tetrahidrofurano 66 s s s s
Dimetilsulfoxido 189 s s s s

Como hemos visto en el capitulo 2, en algunos de los medios organicos se han
obtenido sistemas cristalinos del compuesto. Asi, se han obtenido monocristales en
acetofenona, acetona, dimetilsulféxido, 2-butanol, 2-propanol, 1-pentanol y 3-metil-
butanol. También se debe destacar que estos disolventes podrian servir como vias de
purificacién en el caso de que los compuestos tuviesen interés desde el punto de vista
industrial, al obtenerse el compuesto en la mayoria de los casos, con un alto grado de
pureza.

El compuesto es soluble en otros disolventes como THF, cloroformo, alcoholes, 1,4-
dioxano y benzaldehido, en los cuales no se han obtenido estructuras cristalinas, por lo
menos con los métodos y concentraciones aplicadas. En algunos disolventes
(clorobenceno, acetofenona o anisol) se observé una cierta tendencia a formar
organogeles, con mayor o menor consistencia, la cual, en la mayoria de los casos,
depende de la concentracién del sistema.

3.2.1.2 ESTUDIO DE LA DENSIDAD

Se ha realizado un estudio de la densidad de disoluciones acuosas de AACH>CNa
en el intervalo de concentraciones 10-60 mM, para observar la estabilidad y variaciéon
de la misma con la concentracién. En este intervalo, el compuesto presenta una buena
solubilidad a la temperatura de 25 °C. La densidad aumenta al hacerlo la
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concentracion, obteniéndose la dependencia lineal p(g/ml)) = 0.0011-C(mg/ml) +
1.008 (r2=0.99).

3.2.1.3 ESTUDIO DE LA TENSION SUPERFICIAL

Se han realizado medidas de tension superficial mediante un Tensiémetro digital
modelo K 10 ST de la casa Cruz, empleando el método del plato de Wihelmy. El
compuesto AACH>CA se utiliza en su forma de sal sédica en agua mili-Q y con buffer
15 mM de carbonato y bicarbonato sédico, con un pH de 10. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 3.2.

Fig.3.2 Representacién grafica de la tension superficial, y, frente al logaritmo neperiano de la concentracion
para a) AACH>CA en agua y b) en disolucién tampén de carbonato/bicarbonato sédico de concentracién
total 15 mM a 25°C.

Las dos representaciones de la figura ponen de manifiesto el comportamiento
habitual de este tipo de tensioactivos, con dos regiones lineales, una de descenso
acusado de la tension superficial que corresponde a la zona de concentracién en donde
s6lo deberian de existir monémeros (reflejando la adsorciéon de surfactante en la
interfase disolucién-aire), y otra donde el descenso es poco acusado o nulo y que indica
que la interfase se encuentra saturada y tiene lugar la formaciéon de agregados del
surfactante (que no son superficialmente activos). El punto de corte de ambas rectas
corresponde a la concentracion de agregacion critica, cac.

La aplicacion de la isoterma de Gibbs permite estimar la concentracién superficial
de exceso I' (mol/m?) y el area por molécula en la interfase, ap. Por las razones
indicadas mas arriba de la dependencia del parametro m de la ecuaciéon de Gibbs para
surfactantes i6nicos con los coeficientes estequiométricos del surfactante, y la
conveniencia expresada de trabajar en presencia de electrolito inerte, s6lo analizaremos
los datos en presencia del regulador. De este modo, se disminuye el riesgo de cometer
errores groseros en el calculo de ao.
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Los valores de cac obtenidos, Tabla 3.2, son ligeramente inferiores a la del colato
sodico para la que se han publicado valores de cac superiores a 0.010 M2>27. Esta
diferencia es debida a la presencia del grupo hidéfobo adamantilo que aumenta las
caracteristicas de surfactancia de la sal biliar de partida. El valor es incluso inferior al
de las sales dihidroxilicas (desoxicélato, ursodesoxicolato y quenodesoxicolato) cuyos
valores de cac se encuentran en el intervalo 2-6x10-3 M.

Tabla 3.2 - Parametros deducidos de los experimentos de tensiéon superficial para la agregacion y
adsorcion en la interfase aire-agua para AACH>CA en Tampén C/BC de Na 15 mM.

cac (mM) 106 T (mol -m-2)

Tampén C/BC 15 mM 0.7 1.78 93

Del andlisis del contorno de la cara hidrofoba de los cristales obtenidos en
acetona/agua, el area ocupada por la molécula es de 140-150 A2 por lo que el valor de
93 A2 es ligeramente inferior al esperado (vide supra)3 Por las razones apuntadas
anteriormente no haremos mayores especulaciones sobre el sistema.

3.2.1.4 ESTUDIO DE FLUORESCENCIA

Mediante la técnica de fluorescencia hemos determinado el valor de la cac para
este sistema asi como informacion acerca de la naturaleza de los agregados. Haremos
uso de la inclusién de una sonda fluorescente que, en nuestro caso, ha sido el pireno.

Se analiza la relacién entre las intensidades de los picos vibracionales 1 y 3 de la
sonda empleada. La relacion I/Is; es muy sensible a la polaridad del medio lo que
permitird deducir el cardcter mas o menos polar del microentorno donde el pireno se
encuentra incorporado. Asi, en la Tabla 3.3 se muestran los valores de la relaciéon de
intensidades en diferentes disolventes de distinta polaridad.

Tabla 3.3 - Relacion de intensidades de fluorescencia I;/I3 del pireno en distintos disolventes.

disolvente HO CH:CN CH;OH n-butanol clorobenceno hexano ciclohexano

I/1; 2 1.85 1.33 1.02 0.92 0.61 0.60

La Figura 3.3 muestra la representacion grafica obtenida experimentalmente para
la variacién de Iy/I; frente al logaritmo neperiano de la concentracion de surfactante y el
valor de cac determinado.

La relaciéon I/l toma valores proximos a 1.8 cuando la concentracion es baja,
(véanse la Tabla 3.3 y la Figura 3.3), condiciones en las que sélo existen mondmeros de
surfactante en la disolucién, o los agregados no son lo suficientemente grandes para
incorporar moléculas de pireno en su interior, por lo que el mismo se encuentra en el
medio acuoso polar. Por otra parte, a concentraciones més elevadas, cuando la
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interfase esta claramente saturada y existen agregados en el seno de la disolucién, la
relacion Iy/I3 toma valores que estdn proximos a 0.9, valores relativamente maés altos
que los obtenidos para el colato sédico 0.75.28 Atendiendo a los valores del pireno en
los diferentes disolventes, debemos de observar que a altas concentraciones éste se
encuentra en un medio més hidréfobo, menos polar como el que podrian formar los
agregados de derivado de sal biliar en su interior, valor entre el clorobenceno y el
n-butanol, pero que es un medio menos hidréfobo que el que forman los agregados del
colato de sodio.
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Fig.3.3 - Medidas de la relacién I;/I3 de la fluorescencia del pireno disuelto en disoluciones de AdCH>CA
en agua.

El punto de inflexién de la curva anterior corresponde a un valor de 1.2 mM, el
cual corresponde a la cac y es totalmente compatible con el determinado en agua
mediante las medidas de tensién superficial.

3.2.1.5 ESTUDIO DE DISPERSION DE LA LUZ

Mediante las técnicas estéticas y dinamicas de dispersion de luz laser, se puede
obtener una serie de informacién que nos sera util a la hora de estudiar el
comportamiento de las moléculas sintetizadas en disolucion.

Mediante la técnica de dindmica de dispersiéon de la luz podemos medimos la
fluctuacion de la intensidad para la obtencién de los radios hidrodinamicos, didmetros
efectivos a diferentes concentraciones. Mediante la técnica estatica de dispersion de la
luz medimos intensidades de luz dispersada a diferentes angulos, de la que podemos
obtener sobre la geometria de las moléculas o sus agregados en disolucién.

Para las medidas de dispersion de la luz se ha utilizado un instrumento de la casa
Brookhaven constituido de un correlador digital BI-2030AT con 136 canales y un
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goniometro BI-200SM. La fuente utilizada es un laser Uniphase en estado sélido
(modelo 4601) que opera a una longitud de onda de 532 nm.

Las muestras en estudio se filtran en primer lugar para eliminar impurezas no
deseadas, principalmente polvo, que pueden provocar una distorsiéon en la funcién de
correlacion. Para tal propésito se han utilizado unidades de filtracion (BIUU1).

El rayo laser se enfoca desde una lente a una celda inmersa en un bafio térmico que
contiene decalina termostatizada a la temperatura de 25,0+0,5 °C. La luz difundida
pasa a través de dos rendijas, y es enfocada desde una segunda lente sobre el
fotomultiplicador, que se encuentra situado sobre un brazo que permite la variacion
del angulo de medida entorno a la celda de la muestra. El dngulo de difusién se
selecciona rotando el brazo al angulo deseado. Tal rotacién se controla desde el
goniometro.

La luz difusa es transformada en impulsos eléctricos en el fotomultiplicador
conservando las fluctuaciones de la intensidad y por tanto las propiedades dinamicas
del sistema que estamos estudiando. La sefial se recoge en un intervalo de tiempo
(tiempo de muestreo) pequefio con respecto al tiempo de fluctuacién. La intensidad de
la luz difundida es registrada en cada uno de estos intervalos de tiempo, fluctuando en
torno a un valor medio de intensidad. Después de la amplificacion de la sefial, esta es
transmitida a un correlador que hace un analisis temporal de las fluctuaciones de la
intensidad, multiplicando el namero de fotones que llegan en dos intervalos de tiempo
sucesivos. Tal procedimiento se repite cerca de 100000 veces y se memoriza en el canal
j-ésimo del correlador (correspondiente a un valor elegido del intervalo de tiempo t) 2.

3.2.1.5.a - Medidas de dispersion de luz dinamica, (Dynamic Ligth Scattering, DLS).

Como ya comentamos con anterioridad, la radiaciéon que incide sobre la muestra es
dispersada por la interaccion de los electrones presentes en la misma (en esta técnica
s6lo se considerara el componente eléctrico). Los electrones vibran debido a la accién
del campo eléctrico oscilante que los convierte en dipolos oscilantes que re-emiten
radiacién.

La frecuencia de la radiacién es modificada a valores mas altos o mas bajos segin
el movimiento de los electrones, esta variaciéon de frecuencia va a depender de la
velocidad y direccion relativa al detector (efecto Doppler).

El movimiento aleatorio modifica las distancias que existen entre el detector y las
particulas difusoras, que van a ser interpretadas como una funcién del tiempo. En
consecuencia, la luz difundida puede interferir constructiva o destructivamente
dependiendo de la distancia que viaja hasta el detector. El resultado, es un valor medio
de la intensidad difundida que llega al detector, sobre el que se superponen una serie
de fluctuaciones.
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Los tiempos de relajacién o de decaimiento de las fluctuaciones estan relacionados
con las constantes de difusién, y en consecuencia, con los tamafios de las particulas. La
variacion de la intensidad con el tiempo, contiene informacién del movimiento
aleatorio o browmniano de las particulas y este puede ser usado para la medicién de
los coeficientes de difusiéon de las particulas. Asi pues, midiendo los tiempos de
difusion de las mismas, podemos determinar sus tamafos.

El coeficiente de difusién Dy esta relacionado de una manera sencilla con el tamafio
de la particula para las geometrias més simples como esferas, elipsoides, cilindros u
ovillos estadisticos. En la mayor parte de los casos, se asume que la forma de las
particulas es de tipo esférico, con lo que aplicando la relacién de Stokes-Einstein, se
puede obtener el didmetro hidrodindmico:

KeT Ec.3.5

D, =
3D,

Siendo kg la constante de Boltzmann, kz = 1.3807 - 10716 erg/K, T la temperatura
absoluta en Kelvin, 1 la viscosidad del medio y Dy el didmetro hidrodindmico de la
particula, que es una medida de la suma del diametro de la particula (o agregado) y la
capa eléctrica dipolar en la superficie de la particula (Figura 3.4). Esta ecuacion asume
que las particulas se mueven independientemente unas de otras.

Fig. 3.4 Representacion el concepto de radio hidrodindmico.”

En nuestro caso, el didmetro hidrodindmico debe ser muy similar al didmetro real
del agregado debido a que la capa eléctrica dipolar estd formada por especies de
tamafio mucho maés pequenas que las moléculas constituyentes del agregado.

En muchos casos, la polidispersidad de la muestra y que las particulas o agregados
no son totalmente esféricos generan desviaciones de los casos ideales, por lo que para
sistemas polidispersos, debemos de tener en cuenta diferentes situaciones con todos los
tamafios posibles, ya que cada particula o agregado contribuye con su propio
coeficiente de difusion. Por ello, se emplean diferentes métodos numéricos como el
CONTIN que nos permiten analizar muestras polidispersas.

* http:/ /www.fritsch-sizing.es/ index.php?id=990795&1L=5
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El didmetro efectivo es generalmente mds grande que otros que pueden ser
calculados como didmetros en masa, volumen, intensidad ponderada, etc., pero, en
algunos casos, en los que las particulas son més grandes que A/20, siendo A la longitud
de onda incidente en la muestra en nm, y la dispersion tiene una gran dependencia con
el angulo. Este didmetro efectivo es mdas pequefio que el didmetro ponderado en
volumen. Ello explica, que en muchos casos, que particulas de polvo y otras particulas
indeseadas, de mayor tamafio pueden distorsionar los resultados aunque estén en muy
pequenas proporciones en la disolucion.

AdCH,CNa:

En nuestro caso, se han preparado diferentes disoluciones de AdCH>CNa con
diferentes concentraciones que van de 20 mM a 5uM, en presencia de tampoén
carbonato/bicarbonato (C/BC) sédico 15 mM (pH=10), y se han realizado medidas de
dispersion de luz dindmica y se han obtenido los resultados mostrados en la Figura 3.5.

CnM) D _(m) R (um)

19.94 3.7+0.07 | 1.9£0.04
15.95 4.8+0.6 2.4+0.3
7.98 4.7+0.2 2.4+0.2

5 12.1+3.8 | 6.1%1.9
1.5 115+12 58+6
1 145431 73£16

0.50 180+17 90+9
0.25 188+1 94+1
0.12 200+6 10043
0.06 19110 96+5
0.0312 205+29 103£15
0.0156 210+19 10510
0.0078 244462 122+31

Fig. 3.5 Representacion del didametro efectivo mediante cumulantes y didmetro mediante CONTIN en
funcién de la concentracién de AACH>CNa en tampoén carbonato/bicarbonato de sodio 15 mM, pH 10.

Se han realizado medidas de las muestras antes y después de ser filtradas,
observando que el empleo del filtro de 15 y 30 nm no afectaba a la hora de los datos
obtenidos mediante cumulantes, mientras que con los métodos CONTIN y NNLS
(minimos cuadrados) obteniamos muestras polidispersas con didmetros entre 2.3-4 nm
y 130-180 nm de las mismas muestras, a 25°C. Debido a la aparicién de distribuciones
bimodales, se ha realizado también medidas a 45 °C no observandose cambios
significativos en los tamarfios determinados y comportamiento de las muestras.
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Se observa claramente que existe una region de transiciéon entre 0.6 y 5 mM, como
punto intermedio mediante esta técnica podriamos situar la cac en 2.8 mM que se
corresponderia al paso a la formacién de agregados de mayor a menor tamafio en
disolucién y que habiamos situado anteriormente en 0.7 mM, para este medio.

Se han realizado medidas en disoluciones de AACH>CNa a concentraciones mas
altas de las estudiadas anteriormente 10-60 mM, en agua, sin tampén C/BC y con
diferentes concentraciones de NaCl, (0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 M de NaCl), con la intencién de
variar la fuerza i6nica del medio y observar el comportamiento de nuestro compuesto.

Se encuentra que mientras un andlisis normal de los datos mediante cumulantes,
obtenemos una tnica distribucién con diametros efectivos que van entre 60-35 nm de
promedio y que varian ligeramente al aumentar la concentracién del compuesto. El
método CONTIN nos muestra una distribucién polidispersa con tamafios de particula
entre 3-7 nm y 149-190 nm. Debemos de tener en cuenta que la muestras con
concentracion de NaCl por encima de 0.3 M no eran solubles a la temperatura de
experimentacion y presentaban precipitados.

También se observa una ligera tendencia a estabilizar agregados o particulas de
mayor tamarfio al aumentar la fuerza iénica del medio (véase Tabla 3.4).

Se han preparado disoluciones de AdCH>CNa con diferentes concentraciones que
van de 20 mM a 15pM, en agua mili-Q, sin presencia de tampoén o sales a mayores y se
han realizado medidas de dispersion de luz dinamica, obteniendo los resultados
mostrados en la Figura 3.6.

Se observa que ante la ausencia de tampén, se producen los mismos fenémenos
que vefamos anteriormente, pero todo se desplaza hacia regiones superiores, con el
consecuente aumento del tamafio de los agregados y un sistema mas desestabilizado,
con mayores fluctuaciones, lo que entrafia una mayor dificultad a la hora de realizar las
medidas experimentales, resultando datos mas dispersos.
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Tabla 3.4 resumen de datos obtenidos DLS, para el AdCH>CNa en disolucién acuosa y con

diferentes concentraciones de NaCl en el medio, Poly indica polidispersidad, V e I, volumen e intensidad

medidos en funcién de los coeficientes de difusion D.

Sin NaCl
CONTIN
C(mM) a Cumulantes (1&D) CONTIN (V&D)
angulo 90°
defi (nm) | Poly | D(cm2s1) | d (nm) | d (nm) d (nm)
10 63.3 10.283 | 7.76E-08 | 3.6 167 2.1
20 56.7 0.359 | 8.65E-08 3.6 171 2.1
30 519 0362 | 9.46E-08 | 3.6 139 2.1
40 75.1 0.039 | 6.54E-08 3.5 100 2.1
60 50.5 0.33 | 9.73E-08 | 3.4 170 2.1
100 mM
CONTIN
Cumulantes (1&D) CONTIN (V&D)
defi (nm) | Poly | D(cm2s1) | d (nm) | d (nm) d (nm)
10 94.3 10.085| 5.20E-08 | 5.2 121 3.6
20 33.8 0.26 | 1.45E-07 5.3 165 3.4
30 35 0.233 | 1.40E-07 | 5.1 141 3.5
40 39.2 0.236 | 1.25E-07 5.2 182 3.5
60 54.3 10.263 | 9.04E-08 | 5.2 159 3.6
200 mM
CONTIN
Cumulantes (1&D) CONTIN (V&D)
deff (nm) | Poly | D(cm?s1) | d (nm) | d (nm) d (nm)
10 51 0.264 | 9.61E-08 5.8 176 4.1
20 35.8 0.247 | 1.37E-07 5.8 4.2
30 35.6 |0.254 | 1.38E-07 | 5.8 175 4.2
40 24.7 0.199 | 1.99E-07 5.9 167 4.2
60 34.1 0.246 | 1.44E-07 5.7 168 4.2
300 mM
CONTIN
Cumulantes (I&D) CONTIN (V&D)
deir (nm) | Poly | D(cm?s?) | d (nm) | d (nm) d (nm)
10 50.3 0.307 | 9.76E-08 6.9 161 5
20 36.1 0.247 | 1.36E-07 6.8 207 5.1
30 32.3 0.235 | 1.52E-07 7.2 191 5.1
40 25 0.2 1.96E-07 7.3 197 52
60 32.6 0.211 | 1.50E-07 6.8 5.3
400 mM
(precipitado)
CONTIN
Cumulantes (I&D) CONTIN (V&D)
des (nm) | Poly d (nm) | d (nm) d (nm)
10 113.2 | 0.076 | 4.33E-08 9 157 5
20 423 0.317 | 1.16E-07 9.1 168 5.8
30 46.7 10.099 | 1.05E-07 | 9.2 178 5
40 17.8 0.176 | 2.76E-07 9.4 260 5.2
60 39.7 0.14 | 1.24E-07 8.7 5.7
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c D Rh
eff
(mM) (nm) (nm)
20.01 | 11.5+4.8 | 5.8+2.4
16.01 | 12.3+10 615
8.89 39.7 19.9
4.45 | 105+27 | 5314
2.22 143 72
1.11 174 87
0.28 | 219+83 | 11042
0.14 | 224431 | 11216
0.07 | 186+12 | 1436
0.035 | 216430 | 108+15
0.018 | 254+40 | 127420

Fig. 3.6 Representacion del Didmetro efectivo mediante Cumulantes y Diametro mediante CONTIN en
funcién de la concentracién de AACH>CNa en Agua.

3.2.1.5.b -Medidas de dispersion de luz estaticas a 90°, (Static Ligth Scattering, SLS)

Mediante las medidas de dispersion de luz estatica, estudiaremos el promedio de
la intensidad de luz que es dispersada. Esta intensidad de luz que es difundida
elasticamente por nuestra muestra, va a depender del ntimero de moléculas por
unidad de volumen (concentracién) y de la polarizabilidad de la misma (o capacidad
de las moléculas para seguir la perturbacién del campo electromagnético), fenémeno
relacionado con su indice de refraccion.

En la practica se suele preferir expresar la intensidad difundida (I) de forma que
sea independiente de las condiciones experimentales, tales como la distancia de
observacién (r) y la intensidad del haz incidente (Ip). Para ello se utiliza en los
experimentos de difusiéon de luz la llamada relacion Rayleigh:

R, =— Ec.3.6

Asi podemos resumir las ecuaciones generales empleadas para tamafios de
particula mucho menores que A/20, lo que implica que estas ecuaciones sean
adecuadas para particulas o agregados cuyo tamafio sea inferior a 27 nm, por lo que
pueden ser aplicadas en la primera region de nuestros datos.

ITZ=$+2-A2(:+3-A3CZ+~-- Ec.3.7

En eta ecuacion K es una constante que engloba las caracteristicas Opticas del
sistema y en la que se incluye la variacion del indice de refraccién con la concentracion,
ARy la relacion de Rayleigh, M peso molecular del soluto, A> y As son el segundo y
tercer coeficientes del virial, ¢ es concentracion de soluto. En una disolucién diluida

pueden despreciarse los términos de desarrollo de virial superiores al segundo.
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M=i+2-A (c — ceqe) Ec.3.8
ARg M 2 cac 2t

Siendo cu, la concentracién de la disolucién en la regiéon de transicion. 6, el
angulo de medicién.
2
4% N2, dn
g = amtaclyy) cess
Ao'Na
En las que n es el indice de refraccién, Na nimero de Avogadro, A longitud de
onda del luz incidente en la muestra.

Taisotucion —Idi n2
ARQ — dlsolu_cton disolvente RT > 0 .seno 6 Ec.3.10
Ireferencia Nyeferencia

Como referencia hemos empleado tolueno, (Riolueno, 900=2,52 10> cm- a 532 nm;
Rbenzeno, 90°=8;51 106 cm a 633 nm).

Cuando el tamafio de las particulas o agregados de estudio es comparable a la
longitud de onda de la radiacién incidente, tendremos una expresiéon mas compleja,
que se describe a continuacion.

2,2
0

0
en la que ny, indice de refraccion del disolvente, <R ;> radio de giro cuadratico medio.

Este radio nos describe la forma en la cual el area transversal o una distribucién de
masa de sitda alrededor de su eje centroidal. Concretamente es el valor cuadratico
medio de distancia de los puntos de la seccion, o la distribucion de masa, respecto a un
eje que pasa por el centro de la molécula o el agregado.

Para obtener los datos de M, Ay y <R;>, deberiamos de hacer una doble

. Kc e .
extrapolacion. Por un lado —— a concentracién nula, obteniendo una recta de cuya
4

ordenada en origen podriamos obtener M y de cuya pendiente se obtendria (R?). La

extrapolacion a dngulo de observacion cero, permitiria la obtencién de M y A..

Debemos de puntualizar que todo esto es aproximado para disoluciones de
concentracion finita, debido a los efectos de interferencia entre las particulas, ya que
ahora las distancias entre las mismas cobran mayor relevancia en la intensidad de luz
dispersada. La correccién obliga a tener en cuenta un factor de estructura S(q,c),
resultando una ecuacién mas completa que resume las peculiaridades de la disolucién
cuando en esta hay particulas o agregados de gran tamafio y con una concentracion
relativamente alta:

AR, = KcMP(q)S(g, c) Ec.3.12
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P(q) es la funciéon de forma de la macromolécula, que relacionara la intensidad de
luz difundida realmente par la disoluciéon a un angulo determinado y la intensidad que
se observaria en ausencia de las interferencias intermoleculares a dngulo 0.

Antes de las medidas de dispersion de la luz se realiza una medida de la variacion
del indice de refraccién con la concentracion de la muestra de estudio para determinar
el incremento especifico del indice de refraccién, dn/dc, en el caso del AACH>CA en su
forma de sal sédica, a diferentes concentraciones en agua, con una concentracién de
15mM Carbonato/Bicarbonato S6dico. Se han obtenido los datos representados en la
Figura 3.7.

23003

0.00e+00
0o © fmg/mL) 130

Concentration (ma/mL) = 1.212+00
dnide (mL/g) = 1607601 + 1 8e13

Fig.3.7 - Representacioén de la variacion del indice de refraccion de la disolucién en funcién de la
concentracién para el AACH>CNa en tampon 15 mM Carbonato/Bicarbonato Sédico.
El valor obtenido para el incremento especifico del indice de refraccién para este
compuesto, dn/dc (mL/g) = 0.1607£0.0018, en agua el valor obtenido para dn/dc
(mL/g) =0.178+0.002 mL/g en agua.

Al representar la relacién de Rayleigh en funcion de la concentracion de la muestra
(Figura 3.8) se observa que por encima de 0.7 mM existe una region de transicion, a
partir de la cual predominan los agregados en el medio.

Para una variaciéon del indice de refraccién con respecto a la concentraciéon de:
dn/dc = 0.161+0.002 ml/g, realizando un ajuste lineal para la region de agregacion,
aplicando la ecuacién 3.8, obtenemos un valor de M=2x104, A>= 3.10x10-3, teniendo en
cuenta el peso molecular obtendremos un namero de agregacién Nagg de 33 moléculas.
Si realizamos el mismo ajuste sin tener en cuenta la cac, el resultado varia ligeramente
obteniendo un valor de M=1.67x10%, A>=2.80x103, con un nimero de agregacién de 28
moléculas.
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Fig. 3.8 Representacion del Didmetro efectivo y relacion de Rayleigh 90° en funcién de la Concentracién
AdCH,CNa en tampé6n Carbonato/Bicarbonato Sédico 15 mM.

Se ha realizado la misma estimacién, con una concentracion 20 mM de AdCH;CNa
y disolucién sin Tampon, C/BC 15 mM y diferentes concentraciones de NaCl, como ya
comentamos anteriormente, obteniéndose los resultados que se resumen en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. My, y Nagg obtenidos en la primera columna mediante la intensidad promedio a los
angulos 30°, 40°, 50°, 60°, 90°, 120°, 130°, 140° y 150°, comparando los obtenidos tnicamente considerando
la intensidad a 90° .

M. Nagg M Nagg
(g/ml) (g/ml)
sinNaCl 13224 22 16354 27
100mM 20677 34 23779 39
200mM 45889 76 47355 78

A partir de 0.2 M de NaCl en el medio, hemos observado la desestabilizaciéon del
sistema por lo que no ha sido posible realizar medidas experimentales coherentes a
partir de esta concentracion de sal.

Se ha intentado realizar una extrapolacién a &ngulo cero, para concentraciones por
encima de la cac obtenida, con medidas a 5, 10 y 20 mM para dngulos comprendidos
entre 30 y 150 °, pero de los datos obtenidos no se ha podido determinar un radio de
giro coherente. También se han realizado medidas de dispersiéon de la luz estéticas
para muestras del compuesto en agua mili-Q, sin ningtn tipo de tampén, ni NaCl,
Figura 3.9. De los datos obtenidos en agua vemos que con respecto a la muestra en
tampon se produce un desplazamiento de todas las regiones hacia concentraciones mas
altas, observando los mismos fenémenos tanto a altas como a bajas concentraciones,
aunque el sistema parece ser menos estable con mayores fluctuaciones.
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Fig. 3.9 Representacion del Didmetro efectivo y relacion de Rayleigh 90° en funcién de la Concentracién
AdCH,CNa en Agua.

3.2.1.6 DISPERSION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS - SMALL-ANGLE X RAY
SCATTERING)

Como hemos visto hasta el momento la difusiéon de luz se encuentra entre las
técnicas experimentales mas versatiles en el estudio de las propiedades de
macromoléculas o agregados moleculares. La dispersiéon de rayos X a bajo angulo, se
produce como efecto de la dispersion eldstica de los electrones (longitud de onda entre
0.1 y 0.2 nm) por la muestra que presenta particulas del tamafio de nm, la medida se
realiza a dngulos pequefios entre 0.1 y 10°. En este intervalo de medicion podemos
obtener informacién sobre la forma, el tamafio, distancias caracteristicas de materiales
parcialmente ordenados, en macromoléculas, agregados y heterogeneidades en la
muestra de estudio.

El vector de onda asociado a la radiacion dispersada cambiara en direccién pero
no en magnitud. De este modo, se define el vector de dispersiéon como la variacion en

. . . : 6
el vector de onda, cuyo médulo viene dado por la expresion. Q = |Ak| = 4771 - sen (E)’
en donde 6 es el angulo de la radiacion dispersada, A = longitud de onda incidente,
|Ak| médulo de la diferencia entre los vectores de radiacion dispersada e incidente.

La radiacion dispersada sufrird momentos de interferencia al igual que sucedia en
las técnicas anteriores, que vendran determinadas por el tamafio, distribucion y
naturaleza quimica de las particulas o agregados dispersantes en la muestra. De este
modo, la intensidad de la radiacion dispersada la podemos expresar, en términos
generales, como:

Ec.3.13

I1(Q) = N.- P(Q) - S(Q@)
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P(Q) se corresponde con el factor de forma de la particula que depende del
tamafio, forma y de la diferencia de la densidad electronica entre las particulas,
agregados, etc. 5(Q), factor estructural, depende de las relaciones estructurales entre
las particulas o agregados. N, es una constante que depende del sistema y nimero de
particulas en la disolucién.

Mediante SAXS se han realizado medidas de una disolucién de concentracién 20
mM en Tampoén Carbonato/Bicarbonato 15 mM, obteniéndose un Deff = 4 nm, un
Radio de giro, Ry, de 1.9+0.2 A, Distancia maxima ij en la particula, D, 50 A y la
intensidad a q=0, I(0), 0.783.

Debemos de tener en cuenta que de los datos cristalogréficos las distancias entre
los extremos mas alejados de la molécula de AACH,CA estirada se situaban cerca de
los 20A, con un ancho aproximado maximo inferior 5A, por lo que seria posible la
existencia de agregados de dos o tres unidades en la disolucién que coexisten con
agregados con mayor numero de moléculas. Segin veiamos anteriormente, los
agregados mayores podian estar formadas por un nimero de moléculas en el intervalo
22-33 segun las condiciones del medio, incluso llegando a agregarse cerca de 100
moléculas antes de originar la desestabilizacion del sistema, con la consecuente
aparicion de precipitados en las muestras.

3.2.1.7 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA (TEM)

Se han preparado diferentes disoluciones de AdCH>CNa con concentracién 20
mM, en Tampén Carbonato/Bicarbonato 15 mM. La Figura 3.10 muestra algunas
iméagenes tomadas mediante TEM. Durante la realizacién del experimento se observé
que al enfocar el haz de electrones se produce una destrucciéon de la muestra, por lo
que es dificil realizar la medicion.

o b

Fig. 3.10 Imdgenes TEM tomadas para una concentracion 20 mM de AdCH>CNa en Tampoén C/BC Na 15
mM. Escala de a) 500 nm y b) 200 nm respectivamente.

En agua y una concentracién 20 mM se observé un fenémeno similar al visto en la
muestra de tampén. En la Figura 3.11, se observan en la muestra agregados de diversas
formas y tamafios no demasiado homogéneos.
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Fig. 3.11 Imégenes TEM tomadas para una concentraciéon 20 mM de AdCH,;CNa en agua mili-Q. Escala de
500 nm.

A 0.1 mM, en presencia de tampoén Carbonato/Bicarbonato 15 mM, se han podido
observar agregados mas o menos esféricos bastante polidispersos, con los siguientes
tamafios medidos: didmetro experimental agregados pequefios 31+10 nm y estructuras
tipo vesiculares 127415 nm, del total de particulas analizadas 80 y 35 respectivamente.
Véanse las Figuras 3.12 y 3.13.

Soa

Fig. 3.12 Imégenes TEM tomadas para una concentracion 0.1 mM de AdCH>CNa en tampén C/BC 15
mM. Escala de 1 pm.

Fig. 3.13 Imagenes TEM analizadas para la concentracion 0.1 mM, aumentos entre 50 y 200 nm.

A la misma concentracién de 0,1 mM pero en agua, se ha observado un fenémeno
muy similar al anterior. Hay que decir que no observamos un aumento en el tamafio
medio de particula, como si observabamos en el caso de las medidas en disolucién. El
diametro experimental determinado fue de 33+11nm (N=151; Figura 3.14).
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Fig. 3.14 Iméagenes TEM tomadas para una concentracién 0.1 mM de AdCH>CNa en agua mili-Q. Escala
de1pm.

Se han tomado también imagenes de muestras a 1 mM y 10 mM de AdCH>CNa.
Para la concentraciéon de 1 mM se han encontrado estructuras o agregados esféricos con
dos poblaciones de tamafios de didmetros 67+17 y 113422 nm y estructuras vesiculares
de tamafios 38+15 nm de un total de 137 particulas analizadas. Para la muestra de
concentracion 10 mM se observan agregados esféricos de didmetros 37+15, 103+42 y
192445 nm, para un total de 115 particulas analizadas. También se observa un gran
namero de asociaciones cristalinas de diversos tamafios que van desde 30 nm a varias
micras. Debemos de decir que estamos en una zona de inestabilidad, por lo que es muy
probable que debido a la metodologia de preparacion de la muestras, asi como a las
concentraciones que se han utilizado, de lugar a la aparicion de diferentes estructuras
agregadas de diferentes tamafios como las que mostramos en las Figuras 3.15 y 3.16.

Fig. 3.15 - Imagenes TEM de concentracién 1 mM para el AACH>CNa en tampén C/BC 15 mM.

Fig. 3.16 - Imagenes TEM de concentracién 10 mM para el AACH>CNa en tampén C/BC 15 mM.
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Debemos de puntualizar que existe una gran divergencia entres las medidas
realizadas mediante microscopia y las otras técnicas vistas hasta el momento, hecho
que puede ser atribuible a que al preparar la muestra para medir en el microscopio,
evaporamos el disolvente, por lo que en este proceso estamos realizando una variaciéon
de la concentracién y condiciones de las muestras. Consecuentemente, el valor de las
concentraciones y las imagenes no guardan una relacion directa con las otras técnicas
instrumentales empleadas.

3.2.2. NbCH,CA - Acido [3B, 5a, 7a, 12a]-3[(Norbornano-2-acetil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico

3.2.2.1 SOLUBILIDAD Y PODER GELIFICANTE

Siguiendo el mismo procedimiento que con el compuesto anterior, para el
NDbCH:CA se han preparado diferentes muestras para realizar el experimento de
gelificacién. En la Tabla 3.6, se muestran los resultados de las pruebas realizadas sobre
este compuesto sintetizado en la presente tesis en los diferentes disolventes estudiados.

Tabla 3.6 - Las observaciones del estado se han realizado en el momento del calentamiento, justo después de

enfriar pasado unos 30 min., a las 24h y a los 7 dias del calentamiento. n=no soluble, s=soluble, p=precipitado, p.=
precipitado cristalino, g=gel, g(c)=gel turbio, g(e)=esferulitas de gel.

Disolvente . p-e. Estado antes calentar Estado al enfriar Estado a las 24h Estado a los 7 dias
disolvente(°C)
Benceno 80 n P p P
Tolueno 110.6 n p P P
p-Xileno 138 n p p P
m-xileno 138.5 n p P P
Ciclohexano 81 n p P P
Hexano 68 n P P P
n-Pentano 36 n P P P
2,2,4-Trimetilpentano 99 n p p P
Benzaldehido 179 S s s s
Acetofenona 202 s s g (W g ()
Clorobenceno 132 s g g (Tw) g (W
Anisol 155 s g Pe Pe
1-Pentanol 137 S s S S
1,4-Dioxano 101 s g 3(e) (e
2-Butanol 98 s s s s
2-Propanol 82 s S S s
Cloroformo 62 s s s s
Diclorometano 40 S P P P
Tetrahidrofurano 66 s S s s
Dimetilsulfoxido 189 s s s s

Como hemos visto en el capitulo 2 de la presente tesis, en algunos de los medios
organicos de estudio se han obtenido sistemas cristalinos del compuesto. En este caso,
se han obtenido monocristales en acetona, dimetilsulféxido, 2-butanol y 2-propanol,
debemos de destacar que estos disolventes nos podrian servir como vias de
purificacién en el caso de que los compuestos tuviesen interés desde el punto de vista
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industrial, al obtenerse el compuesto en la mayoria de los casos, con un alto grado de
pureza. También se ha observado la formacién de geles en acetofenona y clorobenceno
a las concentraciones de estudio y la generacion de esferulitas de gel en 1,4-dioxano.

Hemos observado que la molécula sintetizada es soluble en otros disolventes como
THEF, cloroformo, 1-pentanol y benzaldehido, en los cuales no se han obtenido
estructuras cristalinas, por lo menos con los métodos y concentraciones aplicadas.

En la Figura 3.17 se muestran dos imagenes de microscopio 6ptico del organogel
obtenido en clorobenceno.

Fig. 3.17 - Imagenes de microscopia optica de organogel de NbCH,CNa en clorobenceno.

También se muestran imégenes del microscopio 6ptico de las esferulitas obtenidas
en 1,4-dioxano (Figura 3.18).

Fig. 3.18 - Imdgenes de microscopia 6ptica de esferulitas de organogel de NbCH>CNa en 1,4-dioxano.

Imégenes obtenidas mediante microscopia cofocal, figura 3.19:

150 pm

Fig. 3.19 - Imdgenes de microscopia 6ptica cofocal, esferulitas de NbCH>CNa en 1,4-dioxano.
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3.2.2.2 ESTUDIO DE DENSIDAD

Se ha realizado un estudio de la densidad del NbCH>CNa en agua para
concentraciones entre 5 y 60 mM, para observar la estabilidad y variaciéon de la misma
con la concentraciéon, hemos observado que el compuesto presenta una buena
solubilidad en el rango de concentraciones estudiado a temperatura ambiente, 25 °C,
con un comportamiento ascendente en el cual la densidad aumenta al aumentar la
concentracion del compuesto, obteniéndose una tendencia lineal de la siguiente forma
p(g/ml) = 0.001 - C(mg/ml) + 1.002, con r2=0.99, muy similar a la obtenida para el
compuesto anteriormente estudiado.

3.2.2.3 ESTUDIO DE TENSION SUPERFICIAL.

Al igual que con el compuesto anterior se han realizado medidas de tension
superficial, para el analisis del NbCH>CA en su forma de sal sédica en agua mili-Q y en
buffer 15 mM de carbonato y bicarbonato sédico, con un pH = 10. Los resultados se
muestran en la Figura 3.20.

Fig.3.20 Representacion grafica de la tension superficial, y, frente al logaritmo neperiano de la
concentracién para NbCH>CA en agua a) y en disolucién tampén de carbonato/bicarbonato sédico de
concentracion total 15 mM b) a 25°C.

Representando los datos de tension superficial frente al In(C) y calculando la
pendiente, obtenemos los datos de la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 - Pardmetros deducidos de los experimentos de tension superficial para la agregacion y
adsorcion en la interfase aire-agua para NbCH>CA en Tampén C/BC de Na 15 mM.

Medio cac (mM) 106 T (mol -m2) a9 (A2)
Tampé6n C/BC 15 mM 7.4 1.56 107

Los valores de cac obtenidos, son ligeramente superiores a los del AACH>CA. Si lo
comparamos con el sal biliar de partida, observamos que es ligeramente inferior, por lo
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que la presencia del grupo hidéfobo norbornilo aumenta ligeramente las propiedades
surfactantes de estos derivados de sales biliares, situandose al nivel de otras sales
biliares naturales (vide supra).

Del anélisis del contorno de la cara hidréfoba de los cristales obtenidos
observamos que para el cristal obtenido en acetona/agua, el area ocupado por la
molécula es de 141 A2, mientras que en el disolvente de menor polaridad, 2-propanol,
esta tendria un area de unos 134 A2 (determinaciones realizadas mediante los
programas Mercury e Image J). La proximidad de los valores anteriores sugiere que la
molécula tendria una disposiciéon plana en la interfase aire-agua. Los comentarios
realizados en la introduccion del presente capitulo son aplicables a los valores aqui
recogidos por lo que no haremos comentarios adicionales.

3.2.2.4 ESTUDIO DE FLUORESCENCIA

La Figura 3.21 muestra la dependencia de la relacion I;/15 de la pireno utilizado
como sonda fluorescente.
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Fig.3.21 - Medidas de fluorescencia con una concentracion de pireno 7x10-¢ M para el NbCH>CNa.

El valor de la cac =3.4 mM, se aleja ligeramente del obtenido mediante tensién
superficial. Observamos que la relaciéon I;/I3 toma valores préoximos a 1.8 cuando la
concentracion es baja (véanse la Tabla 3.3 y la Figura 3.21) por lo que solo existen
mondmeros de surfactante en la disolucién o los agregados no son lo suficientemente
grandes para incorporar moléculas de pireno en su interior, por lo tanto, el pireno se

encuentra en el medio acuoso polar.

A concentraciones mas elevadas, por encima de la cac determinada, cuando la
interfase esta claramente saturada y existen agregados en el seno de la disolucién, la
relacién I;/I; toma valores que estan proximos a la unidad, valores relativamente mas
altos que los obtenidos para el colato sodico 0.75,28 pero ligeramente superiores a los
obtenidos para el AACH2CA, lo que era de esperar, ya que el grupo hidréfobo es

menor.
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Atendiendo a los valores del pireno en los diferentes disolventes, debemos de
observar que a altas concentraciones este se encuentra en un medio mas hidréfobo,
menos polar como el que podrian formar los agregados de derivado de sal biliar en su
interior, valor entre el n-butanol y el metanol, pero que es un medio menos hidréfobo
que el que forman los agregados del colato de sodio.

3.2.2.5 ESTUDIO DE DISPERSION DE LA LUZ.

Al igual que con el compuesto estudiado anteriormente hemos empleado las
técnicas estaticas y dindmicas de dispersion de luz laser, para obtener una serie de
informacion que nos serd ttil a la hora de estudiar el comportamiento del NbCH>CA
en disolucién.

3.2.2.5.a - Medidas de dispersion de luz dindmica, (Dynamic Ligth Scattering, DLS).

Se han preparado diferentes disoluciones de NbCH>CNa con diferentes
concentraciones que van de 20 mM a 10pM, en presencia de tampoén
carbonato/bicarbonato (C/BC) sdédico 15 mM y se han realizado medidas de
dispersién de luz dindmica. Los resultados se muestran en la Figura 3.22.

C(mm) D_(nm) (Rh)
250 ® = 9 nm
® e 20.4 5+0.6 | 2.5+0.3
- ¥ 16 5.3+0.1 | 2.7+0.1
200 + L] L]
. ° 13 5.7+0.8 | 2.9+0.4
bt 10.2 9.9+1.4 | 5%0.7
u e
= E N 2.6 249 125
s 1,3 256 128
a Regidn transicion / colgy 0.64 | 218+43 |109+22
¢ g : 0.32 20242 101+1
0.16 20745 104+3
0.08 223+9 | 11245
0.04 216+2 | 1081
: o : 0.02 216424 | 108+12
001 01 1 0.01 185+4 93+2
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Fig. 3.22 Representacion del didmetro efectivo (Cumulantes) y diametro (CONTIN) en funcién de la
concentraciéon de NbCH>CNa en tampén carbonato/bicarbonato de sodio 15 mM.

Se ha probado a realizar mediciones filtrando las muestras antes de ser medidas y
sin filtrar, observando que el empleo del filtro de 15 y 30 nm no afectaba a la hora de
los datos obtenidos mediante cumulantes, mientras que con los métodos CONTIN y
NNLS (minimos cuadrados) obteniamos muestras polidispersas con didmetros entre
2.8-6.5 nm y 119-220 nm de las mismas muestras, a 25°C. Estas pruebas fueron
realizadas para concentraciones entre 10, y 60 mM de NbCH>CNa con 15 mM de
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tampon C/BC de sodio, pH=10, debido a la aparicién de distribuciones bimodales,
midiendo a varios dngulos (50°, 90° y 150°).

Se observa claramente que existe una region de transicion entre 2.6 y 10.2 mM, que
se corresponderia como hemos observado con anterioridad con la cac, o el paso a la
formaciéon de agregados de mayor tamafio en disoluciéon que habiamos situado
anteriormente en 7 mM como cac mediante tension supetficial y 3.4 mM mediante
fluorescencia. Por esta técnica la cac para este compuesto se situaria a concentraciones
ligeramente superiores por ejemplo como punto medio se podria situar en 6.4 mM.

Se han realizado medidas de disoluciones de NbCH>CNa a concentraciones mas
altas de las estudiadas anteriormente, 10-60 mM, en agua y con diferentes
concentraciones de NaCl, (0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 M de NaCl), con la intencioén de variar la
fuerza iénica del medio y observar el comportamiento de nuestro compuesto. También
se ha variado el angulo a 50° 90° y 150°, para evitar posibles interferencias en las
medidas, efectos de forma de los agregados, etc.

Se observa que el andlisis normal de los datos mediante el método de cumulantes,
muestra una tnica distribuciéon con didmetros efectivos que van entre 65-40 nm de
promedio y que varian ligeramente al aumentar la concentracién de nuestro
compuesto, observando que se estabiliza a las concentraciones maés altas. En cambio, el
método de CONTIN muestra una distribucién polidispersa con tamarfios de particula
entre 3-7 nm y 119-220 nm. También debemos de tener en cuenta que la muestras con
concentracion de NaCl por encima de 0.3 M no eran solubles completamente a la
temperatura de experimentacién y presentaban precipitados en el medio.

Al aumentar la fuerza i6nica del medio, se observa una ligera tendencia a
estabilizar agregados o particulas de mayor tamafio, fenémenos ya descritos para el
AdCH:>CNa. En la Tabla 3.8, vemos un resumen de los datos obtenidos para las
diferentes concentraciones de estudio de NbCH>CNa en disolucién acuosa, medidas a
diferentes dngulos.

En la Tabla 3.9 vemos un resumen de los datos obtenidos para las diferentes
concentraciones de estudio de NbCH;CNa en disolucién acuosa con una concentracion
0.1 M de NaCl, medidas también a diferentes dngulos.

Como tendencia general podemos observar que la presencia de fuerza iénica en el
medio produce un aumento del tamafio de particula estabilizada, que se mantiene

practicamente constante a las concentraciones de estudio.

En la Tabla 3.10 vemos un resumen de los datos obtenidos para las diferentes
concentraciones de estudio de NbCH,CNa en disolucién acuosa con una concentracion
0.2 M de NaCl, medidas también a diferentes dngulos, observando un ligero aumento
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en el tamafio del agregado estabilizado, como sucedia en el caso anterior.

Tabla 3.8 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa, Poly , polidispersidad, V e I, volumen e intensidad
medidos en funcién de los coeficientes de difusion D.

. p Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)

Concentracwn.y Angulo de dur a
medida (nm) Poly d (nm) d (nm) (nm)

C=10mM, 50° 100.3 | 0.225 | 3.4 (24%) 166 2.1
90° 63.5 0.250 | 2.6 (32%) 119 1.2
150° 40.7 0.294 3 (41%) 107 1.2
C=20mM, 50° 92.7 0459 | 3.1 (18%) 190 2.3
90° 71.6 0.315 | 3.3 (23%) 135 2.1
150° 60.9 0.182 | 3.4 (41%) 123 2.2
C=30mM, 50° 53.3 0.388 | 2.5(50%) 162 1.8
90° 444 0.257 | 2.8 (40%) 186 15
150° 38.3 0.197 | 2.8 (51%) 105 1.6
C=40mM, 50° 74.9 0.219 | 3.2 (36%) 182 2.1
90° 44.9 0.299 | 2.9 (58%) 180 1.2
150° 332 0:245 | 3.5(71%) 105 2.2
C=60mM, 50° 57.6 0.358 | 2.4 (28%) 235 1.9
90° 43 0.236 | 2.4 (43%) 152 1.9
150° 273 0.216 | 3.5(81%) 101 2.1

Tabla 3.9 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa con 0.1 M de NaCl. Poly , polidispersidad, V e,
volumen e intensidad medidos en funcion de los coeficientes de difusiéon D.

C L Cumulantes CONTIN (I&D) CONTIN (V&D)
| oncentraaon.y d d
Angulo de medida e (Nm) Poly d (nm) (nm) (nm)
C=10mM, 50° 65.4 0.385 5 (31%) 216 25
90° 39.5 0.350 | 3.4 (32%) 139 2.3
150° 26 0.265 | 5.5 (49%) 125 4.4
C=20mM, 50° 70.3 0.270 | 4.5 (35%) 171 3.8
90° 375 0.297 | 4.6 (48%) 159 24
150° 28.5 0.237 | 4.8 (63%) 147 3.7
C=30mM, 50° 72.4 0.102 | 4.5 (47%) | 201 3.3
90° 26.9 0.248 | 4.5(73%) 136 3.8
150° 19 0.183 | 4.4 (74%) 128 3.2
C=40mM, 50° 120.4 0.048 | 3.4 (55%) 139 24
90° 25.7 0.217 | 4.3 (65%) 156 3.2
150° 26.4 0.123 3.9 3.7
C=60mM, 50° 180.3 0.085 | 4.1 (58%) 175 3.3
90° 31.1 0.209 | 4.1 (52%) 180 3.2
150° 21.1 0.169 | 3.3 (70%) 139 25

Al seguir aumentando la fuerza iénica del medio, mediante el incremento de la
concentracion de NaCl (0.3 M), observamos que los agregados estabilizados, no siguen
aumentando en tamafio, y a concentraciones superiores de NaCl se produce una
desestabilizacion del sistema con la presencia de agregados. En la Tabla 3.11 vemos un
resumen de los datos obtenidos.
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Tabla 3.10 Datos obtenidos DLS, para el NbCH,CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 200mM de NaCl, Poly , polidispersidad, Ve,
volumen e intensidad medidos en funcién de los coeficientes de difusién D.

C - Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)
| oncentracion y q
Angulo de medida et (NM) Poly d(nm) d (nm) (nm)
C=10mM, 50° 78.4 0.386 | 5.6 (29%) 242 2.9
90° 44.3 0.329 | 5.5 (43%) 170 3
150° 30.1 0.231 5 (58%) 134 2.8
C=20mM, 50° 131.7 0.046 | 5.4 (37%) 200 2.7
90° 45 0.234 5 (69%) 104 3.9
150° 24.9 0.225 | 5.4 (63%) 140 44
C=30mM, 50° 166.2 0.081 | 6.1 (52%) 204 4.8
90° 31.8 0.244 5 (62%) 181 4
150° 19.2 0.174 | 5.2 (72%) 144 3.8
C=40mM, 50° 74.5 0.178 | 5.7 (40%) 191 5.1
90° 48.3 0.070 | 4.9 (66%) 151 4.1
150° 16.1 0.154 3.9 3.7
C=60mM, 50° 88.8 0.164 | 4.9 (41%) 253 33
90° 36.3 0.246 5 (46%) 202 2.6
150° 23.3 0.206 | 4.9 (75%) 120 3.9

Tabla 3.11 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 300mM de NaCl, Poly , polidispersidad, Ve,
volumen e intensidad medidos en funcion de los coeficientes de difusion D.

C i Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)
) oncentracion 'y d
Angulo de medida desr (NM) Poly d(nm) d (nm) (nm)
C=10mM, 50° 101.5 0.092 | 5.7 (33%) 181 229
90° 44.8 0.311 | 5.9 (44%) 180 3.0
150° 28.9 0.245 | 5.8 (46%) 130 3.6
C=20mM, 50° 67.2 0.334 | 5.7 (19%) 291 4.1
90° 50 0.207 | 5.5 (50%) 160 2
150° 24.3 0.236 | 5.2 (59%) 148 3.6
C=30mM, 50° 110.1 0.062 | 5.8 (45%) 196 3.7
90° 32.8 0.253 | 5.7 (48%) 158 3.4
150° 27 0.154 | 4.9 (73%) 124 2.6
C=40mM, 50° 50.6 0.189 | 5.4 (54%) 233 4.3
90° 22.3 0.191 5 (66%) 158 3.5
150° 11.9 0.146 | 4.7 (68%) 137 35
C=60mM, 50° 83.4 0.213 | 55 (41%) 254 3.4
90° 43 0.211 | 5.4 (68%) 201 3.3
150° 26 0.183 | 4.9 (81%) 180 2.5

En la Tabla 3.12 vemos un resumen de los datos obtenidos para las diferentes
concentraciones de estudio de NbCH>CNa en disolucién acuosa con una concentracion
0.4 M de NaCl, medidas también a diferentes dngulos, observando la estabilizacion en
el tamafio del agregado, en donde las variaciones en promedio del tamafio son muy
pequenas.
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Tabla 3.12 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 400mM de NaCl, Poly , polidispersidad, Ve,
volumen e intensidad medidos en funcién de los coeficientes de difusién D.

Ie . Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)
| oncentracion y q
Angulo de medida defr (NM) Poly d(nm) d (nm) (hm)
C=10mM, 50° 146.4 0.107 5.9 (24%) 212 34
90° 59 0.302 5.9 (39%) 163 3.6
150° 39.4 0.206 5.4 (65%) 122 2.7
C=20mM, 50° 125.3 0.115 5.8 (30%) 178 3.5
90° 445 0.264 5.8 (49%) 201 2.1
150° 715 0.025 5.9 (63%) 125 34
C=30mM, 50° 128.4 0.179 6 (48%) 326 3.6
90° 43.7 0.287 5.9 (49%) 220 34
150° 27.7 0.217 4.6 4
C=40mM, 50° 59.7 0.240 6 (49%) 281 3.7
90° 30.2 0.200 6.4 (72%) 204 2.0
150° 10.9 0.173 6 (78%) 137 35
C=60mM, 50° 84 0.218 6.7 (34%) 306 21
90° 45.2 0.227 6.1 (50%) 182 34
150° 39.1 0.126 5.3 (85%) 182 2.7

Se han realizado ensayos filtrando muestras 60mM de NbCH>CNa en tampoén
15mM C/BC y 100 mM de NaCl. Se han filtrado con filtros de 450, 200 y 30 nm para
observar el efecto entre los didmetros pequenos y grande. Se ha visto que el tamafio de
agregado con valores de didmetros entre 4.5-5 nm y 163-200 nm, para la misma
concentracion de derivado biliar no presentan diferencias significativas tomando como
referencia las medidas a 90° y los valores obtenidos mediante CONTIN filtrando con
450 y 200 nm. Por lo tanto, el filtrado con este tipo de filtracion no afecta en gran
medida a la distribucién de tamafios en la muestra, debemos de considerar una
excepcion del filtro de 30 nm, para el cual vemos que al realizar el filtrado se estan
eliminando los agregados de mayor tamafio, véase datos en negrita de la Tabla 3.13.

Tabla 3.13 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM medido a diferentes
angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa con 100mM de NaCl y tampén C/BC de Na 15 mM, Poly,
polidispersidad, I, intensidad medida en funcién de los coeficientes de difusiéon D.

Concentracion, filtro Cumulantes CONTIN (1&D)
emp'ea%’egizggu'o e 1 gimom | Poly d (nm) d (nm)
C=60mM, 450 nm, 50° 90.9 0.204 5.7 (30%) 82
90° 51.2 0.168 4.7 (59%) 187
150° 30.7 0.179 4.9 (76) 163
C=60mM, 30 nm, 50° 4.2 0.214 3.9 --
90° 3.4 0.303 4.6 --
150° -- -- -- --
C=60mM, 200 nm, 50° 130.7 0,071 4.9 (31%) 199
90° 54.3 0,291 4.5 (47%) 158
150° 39.9 0,216 4.9 (59%) 164
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Se realizé la medicion a las 24h, para ver la estabilidad de las muestras y se
realizaron las mismas medidas de DLS, no observdndose una variacién significativa
del tamafio de particula, por lo que se puede concluir que el sistema bajo estas
condiciones es bastante estable (Tabla 3.14).

Tabla 3.14 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM medido a diferentes
angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa con 0.1 M de NaCl y tampén C/BC de Na 15 mM, pasadas
24h. Poly , polidispersidad, I, intensidad medida en funcién de los coeficientes de difusiéon D.

Concentracion, filtro Cumulantes CONTIN (1&D)
emp'ea‘r’ﬁeé’izggu"’ © | geem | Poly d (nm) d (nm)
C=60mM, 450 nm, 50° 40.7 0,255 5.1 (57%) 162
90° 66.7 0,287 4.9 (42%) 217
150° 222.4 0,135 6.2 (17%) 247
C=60mM, 30 nm, 50° 4.4 0,199
90° 4.1 0.273 5.2
150°
C=60mM, 200 nm, 50° 72.1 0.234 4.8 (44%) 224
90° 44.1 0.228 4.3 (63%) 154
150° 17.2 0.209 5.1 (77) 162

Se han preparado disoluciones de NbCH>CNa con diferentes concentraciones que
van de 20 mM a 80pM, en agua mili-Q, sin presencia de tampén o sales a mayores y se
han realizado medidas de dispersion de luz dinamica, obteniendo los resultados
mostrados en la Figura 3.23.
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Fig. 3.23 Representacion del Didmetro efectivo mediante Cumulantes y Diametro mediante CONTIN en

funcién de la concentracién de NbCH>CNa en Agua.

Se observa que ante la ausencia de tampén, se producen los mismos fenémenos
que veiamos anteriormente, pero todo se desplaza hacia regiones superiores. La region
de transicion empieza a unas concentraciones por encima de 5 mM, valor coherente si

211



tenemos en cuenta los valores de cac obtenidas por las otras técnicas. También
observamos que a concentraciones préximas a 20 mM el sistema ain permanece
inestable. Con un aumento de tamafio de agregados y un sistema méds desestabilizado,
existen mayores fluctuaciones lo que entrafia también una mayor dificultad a la hora
de realizar las mediciones.

3.2.2.5.b -Medidas de dispersion de luz estaticas a 90°, (Static Ligth Scattering, SLS).

Antes de las medidas de dispersion de la luz se realiza una medida de la variacién
del indice de refraccion con la concentracion de la muestra de estudio para determinar
el valor de (dn/dc). En el caso del NbdCH>CNa en su forma de sal sédica, a diferentes
concentraciones en agua, con una concentracion de 15mM Carbonato/Bicarbonato
Sédico, se han obtenido los datos representados en la Figura 3.24.

Fig.3.24 - Representacion de la variacién del indice de refraccién de la disolucion en funcién de la
concentracién para el NbCH>CNa en tampén 15 mM Carbonato/Bicarbonato Sédico.

El valor de la pendiente es de dn/dc (ml/g) = 0.1862+0.0056.

Al representar la relacién de Rayleigh en funcién de la concentracién de la muestra
(Figura 3.25) se observa que por encima de 5 mM encontramos una regién en la cual
predominan los agregados en el medio. También se observa una regién de transicion a
concentraciones mas bajas para luego estabilizarse con agregados de mayor tamafio
que pueden dar lugar a fenémenos de cristalizacién o precipitacion del sistema.

Para la concentracion de 60 mM se han realizado varios ensayos de SLS a
diferentes angulos para tratar de determinar My y los nimeros de agregacion
mediante la realizacion de una representacion de Debye. Los datos obtenidos se
resumen en la Tabla 3.15 y en la Figura 3.26.
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Fig. 3.25 Representacién del Diametro efectivo y relacion de Rayleigh 90° en funcién de la Concentracién
NbCH>CNa en tamp6n Carbonato/ Bicarbonato Sédico 15 mM.

Tabla 3.15 Datos obtenidos SLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM medido a diferentes
angulos con tampoén C/BC de Na 15 mM, siendo x2 chi-cuadrada reducida.

% Mw(g/mol)
pequeﬁa(Nag) (Nag)-corregido
50 32900£270 | 1130 | (1.463£0.007)10 58 31%(18) (3.6£0.5)x103 (6+1)
70 303604300 | 872 | (1.664+0.009)10 54
90 241304230 | 722 | (1.81440.011)10 43 39%(17) (2.9+0.4)x103 (5+1)
110 17510130 | 533 | (1.709+0.011) 10° 31
130 1437992 | 582 | (1.658+0.011)10° 25
150 1255465 | 547 | (1.64240.010)10 22 57%(13) (3.410.2)x103(6+0,4)

Si nos centramos en la poblacién de particulas pequefias obtenemos un My
promedio de 3.1x10%con un N,z promedio de 6 moléculas.

Se ha realizado el mismo procedimiento para las muestras con diferentes
concentraciones de NaCl, o de fuerza iénica. Al afiadir 0.10 M de NaCl, se obtienen los
datos mostrados en la Tabla 3.16 y en la Figura 3.27.
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Fig. 3.26 Representacion del Mw frente el angulo de medicién, para el NbCH>CNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM .

Tabla 3.16 Datos obtenidos SLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.1 M de NaCl.

Angulo °) M, (g/mol) Az (cm*mol/g?)  Na; % pequefia(Na) My (g/mol) (Nag)-corregido |
50 40020+170 344  (7.591:0017)-10° 71 45%(32) (9.9+0.4)x10° (18+1)
70 32760150 304  (7.890+0.036)-10° 58
9 27970:130 223 (7.273£0.043).10° 49 54%(26) (1.0£0.2)x10* (18+3)
110 253404120 174 (8.618+0.046)-10* 45
130 23223+97 184  (8.806+0.045)-10* 41
150 2101370 197 (8.547+0.039)-10* 37 71%(26) (1.1+0.1)x104 (20+2)
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Fig. 3.27 Representacién del Mw frente el angulo de medicién, para el NbCH>CNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na15 mM y 0.1 M de NaCl.
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Al igual que sucedia anteriormente ahora el M,, promedio obtenido es de 1.1x10*

con un N, promedio de 19 moléculas.

Se ha realizado el mismo procedimiento aumentando la concentracién de NaCl a
0.2 M, obteniendo los datos mostrados en la Tabla 3.17 y en la Figura 3.28.

Al igual que sucedia anteriormente ahora el Mw promedio obtenido es de 1.8x10*

con un Nag promedio de 31 moléculas.

Se ha realizado el mismo procedimiento aumentando la concentracion de NaCl a
0.3 M. Se obtienen los datos mostrados en la Tabla 3.18 y en la Figura 3.29.

Tabla 3.17 Datos obtenidos SLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.2 M de NaCl.

Angulo (°) M, (g/mol) 2 Az (cm3 mol/g2)  Nag | % pequefa(N.g) Muw(g/mol) (Nag)-corregido
50 40510+100 858  (2.569+0.013) 10+ 72 40%(29) (1.38+0.05)x10* (24+1)
70 38600+120 628  (3.657+0.018) 10+ 68
90 32120+100 433  (3.961+0.023) 10+ 57 57%(32) (2.0+0.3)x104 (35+5)
110 28340492 333 (4.144+0.026) 10+ 50
130 26453+79 337  (4.320£0.026) 10+ 47
150 25164164 450  (4.560+0.023) 10+ 44 54%(24) (1.5+0.1)x10¢ (27+2)
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Fig. 3.28 Representacion del M,, frente el &ngulo de medicién, para el NbCH>CNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.2 M de NaCl.

Tabla 3.17 Datos obtenidos SLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.3 M de NaCl.

Angulo (°) My (g/mol) X2 Az (cm3mol/g?) Nag % pequeiia(Nag) Muw(g/mol) (Nag)-corregido
50 1376404320 1380  (9.104+0.039) 105 243 38 (92) (3.4%0.5)x10 (60+9)
70 105940+310 631  (1.0219+0.006) 10+ 187
90 88560+280 440 (1.098+0.008) 10+ 157 52 (82) (3.7£0.2)x104 (66+4)
110 814004260 303 (1.155+£0.009) 10+ 144
130 75920+220 280 (1.1754£0.009) 104 134
150 71500£170 358  (1.178+0.007)10~ 126 65 (82) (3.520.1)x10* (62+2)
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Fig. 3.29 Representacién del Mw frente el dangulo de medicion, para el NbCH>CNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.3 M de NaCl.

Al igual que sucedia anteriormente ahora el M,, promedio obtenido es de 3.5x10*
con un Ng promedio de 63 moléculas.

Se ha realizado el mismo procedimiento aumentando la concentracién de NaCl a
400 mM, se obtienen los datos mostrados en la Tabla 3.19 y en la Figura 3.30.

Tabla 3.19 Datos obtenidos SLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampoén C/BC de Na 15 mM y 0.4 M de NaCl.

Angulo (°) My (g/mol) X2 Az (cm®mol/g?) N.g % pequeiia(Nz) Muw(g/mol) (Nag)-corregido

50 89010+190 2150  (2.582+0.006) 10+ 378 37% (140) (2.520.3)x10* (43+6)

70 647004150 1210  (2.803+0.009) 10+ 262

90 50090+130 718  (3.022+0.012) 10+ 205 52% (107) (2.240.1)x10¢ (39+2)

110 42130+100 612 (2.912#0.014)10+ 181

130 37778486 607  (2.881x0.014)10* 164

150 35491467 779  (2.952+0.012) 10~ 154 78% (120) (2.4+0.2)x10+ (42+3)
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Fig. 3.30 Representacion del Mw frente el &ngulo de medicién, para el NbCH>CNa con concentraciones de
60 mM con tampé6n C/BC de Na 15 mM y 400 mM de NaCl.
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Al igual que sucedia anteriormente ahora el Mw promedio obtenido es de 2.3x10*
con un Nag promedio de 41 moléculas. Debemos de tener en cuenta que a esta
concentracion de NaCl, empiezan a aparecer fenémenos de desestabilizaciéon del

sistema como la precipitacion.

Si representamos la variacion del coeficiente de virial (corregido) en funcién de la
concentracion de NaCl medido a 90°, observamos la tendencia que se muestra en la
Figura 3.31.

Se determinan los coeficientes de difusién para todas las concentraciones y todas
las fuerzas idénicas a 90° y se representa frente a la concentracién, obteniéndose la
Figura 3.32.

A partir del analisis lineal de los datos mediante la ecuaciéon Dy = Dy(1 + k- C +
-++), calculamos D, y k. Los valores obtenidos se resumen en la Tabla 3.20 y en la
Figura 3.33.

Se han realizado también medidas de dispersion de la luz estatica para muestras
del compuesto en agua mili-Q, sin ningtn tipo de tampén, ni NaCl, Figura 3.34. De los
datos obtenidos en agua vemos que con respecto a la muestra en tampoén se produce
un desplazamiento de todas las regiones hacia concentraciones mas altas, aunque se
observan los mismos fendmenos tanto a altas como a bajas concentraciones. El sistema
parece ser menos estable con mayores fluctuaciones del sistema.
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Fig. 3.31 Representacién de los coeficientes de virial obtenidos, A, frente a la concentracién de NaCl para
las muestras de NbCH,CNa descritas anteriormente.
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Fig. 3.32 Representacion de los coeficientes de difusion calculados frente a la concentraciéon de NbCH>CNa,
en funcién del la concentracién de NaCl.

Tabla 3.20 Coeficientes de Difusién obtenidos del ajuste lineal y constante k, de la pendiente del ajuste,
para NbCH>CNa a las diferentes concentraciones de NaCl.

(NacyM D, k|
0

(1.5740.05) 106 1.66x10-3
0.1 (0.974£0.02) 106 4.19x10-3
0.2 (0.9240.03) 106 1.57x10-3
0.3 (0.86+0.05) 106 1.82x10-3
0.4 (0.85+0.03) 106 -1,16x0-3
1.8x10° 4
1.6x10° %
~ 14x10°4
N
€
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Fig. 3.33 Representacion de los coeficientes de difusion calculados frente a la concentracion de de NaCl
para el NbCH>CNa.
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Fig. 3.34 Representacién del Diametro efectivo y relacién de Rayleigh 90° en funcién de la Concentracién
NbCH,CNa en Agua.

3.2.2.6 DISPERSION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS - SMALL-ANGLE X RAY
SCATTERING).

Se han realizado medidas de una disolucién de concentracién 20 mM en Tampén
Carbonato/Bicarbonato 15 mM, mediante la técnica indicada en el titulo. Los valores
de los parametros obtenidos son los siguientes: radio de giro, R;= 1.9£0.2 A, distancia
maxima ij en la particula, Dp, 56 A y la intensidad a q=0, I(0)= 0.799.

Cabe destacar que en este caso la intensidad I(0), (electrones?/A3), tiene una forma
un tanto extrafia, mostrando dos poblaciones al igual que nos sucedia cuando
realizdbamos las medidas de dispersion de la luz dinamica y estatica. La mas pequena
da un ntmero de agregacion muy pequefio que se corresponderia como méximo con la
presencia de unidades diméricas. Los datos experimentales se pueden observar en la
Figura 3.35. Debemos de tener en cuenta que de los datos cristalograficos las distancias
entre los extremos maés alejados de la molécula de NbCH>CA estirada se situaban cerca
de los 20A, con un ancho aproximado méximo inferior 5A, por lo que seria posible la
existencia de agregados de cinco o seis unidades en la disolucién que coexisten con
agregados con mayor numero de moléculas, segin veiamos anteriormente. Los
agregados mayores podian estar formadas por un nimero de moléculas que podria ir
de las 22 a las 60 segtin las condiciones del medio, incluso llegando a agregarse varios
cientos de moléculas al aumentar la fuerza iénica del medio, antes de originar la
desestabilizacion del sistema, con la consecuente aparicién de precipitados en las
muestras.
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Fig. 3.35 Representacion del intensidad de la radiacion dispersada el patrén de dispersion y los residuos, y
patrén de dispersion calculado [e2/ A3] frente a Q[A-l], y representacion del Factor de forma frente a la
distancia de todos los pares atomico ij en la molécula en A para una concentracién 20 mM de NbCH,CNa
en Tampén C/BC Na 15 mM.

Se han realizado también otras tres medidas, sobre muestras mas concentradas (60
mM) de NbCH>CNa en Tampén C/BC Na 15 mM, pH=10 en 10 mM de NaCl. Las
muestras fueron filtradas con diferentes filtros de 450 nm, 200 nm y 30 nm,
obteniéndose para las muestras filtradas con 450 nm y 200 nm, dobles distribuciones.
Las correspondiente al menor tamafio de particula presentaban valor del didmetro de
iguales 5.4 nm y 4.7 nm, respectivamente. Cuando la muestra era filtrada con el filtro
de 30 nm, se obtenia una tnica distribucién con el tamafio de particula de 5.2 nm.

3.2.2.7 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPiA DE TRANSMISION ELECTRONICA
(TEM).

Se han preparado diferentes disoluciones de NbCH>CNa con concentracion 20
mM, en Tampén Carbonato/Bicarbonato 15 mM. Obteniéndose los siguiente tamafios
experimentales medios 18+6nm (N=127; Figura 3.36).
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Fig. 3.36 Imégenes TEM tomadas para una concentracion 20 mM de NbCH>CNa en Tampén C/BC Na 15
mM. Escala de 200 y 500 nm.

Para una concentracion de partida de 20 mM en agua, se han obtenido las
imagenes mostradas en la Figura 3.37. Del analisis de las particulas (N=105) se ha
obtenido el valor de 16+£3nm para el tamafio experimental medio.

Fig. 3.37 Imagenes TEM tomadas para una concentracién 20 mM de NbCH>CNa en agua mili-Q. Escala de
500 nm.

Analogamente a 0.1 mM, tampén Carbonato/Bicarbonato 15 mM, se han
observado agregados cuasi-esféricos bastante polidispersos, con un tamafio medio de
33+11nm (N=151; Figura 3.38).

A la misma concentracién 0,1 mM pero en agua, se ha observado un fenémeno
muy similar al anterior, aunque se aprecia un ligero aumento en el tamafio medio de
particula (didmetro experimental: 41+16nm, N=80 Figura 3.39).
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Fig. 3.38 Imagenes TEM tomadas para una concentracién 0.1 mM de NbCH>CNa en tampén C/BC 15
mM. Escala de 1 pm.

Fig. 3.39 Iméagenes TEM tomadas para una concentracion 0.1 mM de AdCH>CNa en agua mili-Q. Escala de
1 pm.

3.2.3. AdSucCA - Acido [3B, 5B, 7a, 12a]-3[(N-Adamantan-1-il-succinamil)-amino]-
7-12-dihidroxicolan-24-ico.

3.2.3.1 SOLUBILIDAD Y PODER GELIFICANTE.

Siguiendo el mismo procedimiento que con los compuestos anteriores, para el
AdSucCA se han preparado diferentes muestras para realizar el experimento de
gelificacién. En la Tabla 3.21, se muestran los resultados de las pruebas realizadas sobre
este compuesto en los diferentes disolventes estudiados.
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Tabla 3.21 - Las observaciones del estado se han realizado en el momento del calentamiento, justo después de
enfriar pasado unos 30 min., a las 24h y a los 7 dias del calentamiento. n=no soluble, s=soluble, p=precipitado, (c)=
cristalino, g=gel, (t)=gel turbio, (-) poco.

Disolvente pe. (°C) Estado antes Estad.o al Estado a Estado’ a
calentar enfriar las 24h los 7 dias
Benceno 80 S(-) p(c) p p
Tolueno 110.6 S(-) p(c) p p
p-Xileno 138 S(-) p(c) p P
m-xileno 138.5 S(-) p(c) p p
Ciclohexano 81 n p(c) p(c) p(c)
Hexano 68 n p(c) p(c) p(c)
n-Pentano 36 n p(c) p(c) p(c)
2,2,4-Trimetilpentano 99 n p(c) p(c) p(c)
Benzaldehido 179 s s(c) s(c) p(c)
Acetofenona 202 S(-) s s p(c)
Clorobenceno 132 S(-) s s p
Anisol 155 s s(c) S p
1-Pentanol 137 S(-) s S(t) p
1,4-Dioxano 101 s(-) s S(t) p(c)
2-Butanol 98 s(-) s(t) S(t) p(c)
2-Propanol 82 s(-) s(t) escamas p(c)
Cloroformo 62 n s(t) s(t) p
Diclorometano 40 s(-) s(t) S()/p p
Tetrahidrofurano 66 s(-) s(t) S()/p p(c)
Dimetilsulféxido 189 s S(g) gel gel

A diferencia de los compuestos anteriores, durante la sintesis del presente
compuesto se ha observado que en el momento de la hidroélisis para la obtencién del
acido y la sal del compuesto, se produjo la gelificacion del sistema en agua, a pH
superiores a 7. Al acidificar el medio se produce la precipitacion del compuesto acido,
AdSucCA, mientras que su sal sédica en agua tiene un gran poder gelificante. Debido a
este comportamiento nos hemos centrado en la capacidad del compuesto sintetizado
para la formacién de hidrogeles.

Por otra parte observamos que para casi la totalidad de disolventes organicos
ensayados, el compuesto es practicamente insoluble, y solamente hemos conseguido
obtener organogeles en DMSO.

3.2.3.2 ESTUDIO DE LA TENSION SUPERFICIAL

Al igual que con los compuestos anteriores se han realizado medidas de tensién
superficial. Hemos empleado el AdSucCA en su forma de sal sédica en agua mili-Q ya
que el empleo de tampén 15 mM de C/BC nos conduce a la gelificacion del sistema.

En la Figura 3.40 se observan dos posibles puntos de inflexion que se han
encontrado al analizar la gréfica. Este comportamiento atipico no es el que se observa
normalmente para un surfactante convencional. Si a ello le ahadimos los comentarios
indicados al comienzo del presente capitulo, la prudencia sugiere no extraer
conclusiones potencialmente erréneas del analisis de tales datos mediante la isoterma
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de Gibbs. Sélo como orientaciéon indicaremos que del primer tramo de la gréfica se
extraeria un valor de g igual a 214 A2 y del segundo tramo un valor de 430 A2 Estos
valores son distantes del deducido a partir del contorno de la cara hidréfoba del cristal
obtenido ya que para el éster de metilo el area por la molécula es de 138 Az,
70
65

60 -

55

y (mMN/m)

50 ™

45

I L 4 4 WAm 4 A "————

Fig.3.40 - Representacion de los datos de tension superficial representando In(C) frente a la
Tension superficial para el AdSucCNa.

Los cambios de pendiente pueden ser debidos a una reestructuracion del sistema
como consecuencia del efecto de dilucién y a la formacién de hidrogeles u otros
fendmenos de reorganizacion del sistema (cristalizacion, precipitacién) ya que este
producto produce turbidez a bajas concentraciones, por lo que las muestras por encima
de ImM presentaban un aspecto turbio, lo que provoca incertidumbre en la validez de
los valores determinados mediante esta técnica.

3.2.3.3 ESTUDIO DE FLUORESCENCIA.

Siguiendo el procedimiento ya descrito, se ha realizado un estudio de la
dependencia de la relacion I1/I3 del pireno con la concentracién del surfactante. La
Figura 3.41 muestra la representacién grafica obtenida. A partir del punto de inflexiéon
puede estimarse el valor de 1.2 mM para la cac, valor préximo del al del punto de
inflexién de mayor concentracién observado en las medidas de tensién superficial. Sin
embargo, por las razones indicadas en el parrafo anterior, este valor de ser tomado con
precaucion.
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Fig.3.41 - Medidas de fluorescencia con una concentracion de pireno 7x10-¢ M para el AdSucCNa.

3.2.3.4 ESPECTROMETRIA DE DICROISMO CIRCULAR (CD).

La teoria de dicroismo circular fue desarrollada por Biot y Fresnel: un rayo de luz
polarizado en un plano puede considerarse formado por dos componentes polarizados
circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estdn en
fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio épticamente activo (es decir
que rota el plano de la luz polarizada), cada componente interactta de manera
diferente con los centros quirales de las moléculas presentes en el medio. Esta
interaccion induce un desfase y un cambio de magnitud en ambos componentes
polarizados circularmente, lo que provoca una rotacién del plano de polarizacién en
un angulo alfa. Mediante un espectro de dicroismo circular representaremos la
diferencia de los coeficientes de absorcion molar para la luz polarizada en ambas
direcciones frente a la longitud de onda. Los acidos biliares y sus derivados tienen
varios centros quirales, por lo que exhiben dicroismo circular. Es decir, la molécula
presentara coeficientes de absorcion diferentes para la luz polarizada circularmente a la
derecha y a la izquierda a cualquier longitud de onda, como ya se ha mencionado.

Las bandas observadas en los espectros de absorcién y de CD de macromoléculas
en disolucién corresponden principalmente a las transiciones electrénicas entre los
niveles vibracionales méas bajos y diversos niveles vibracionales en el primer estado
excitado. Una transicion electrénica se produce porque el campo eléctrico de la
radiacion, el magnético o ambos inducen a los electrones a un nuevo estado de energia.
El efecto del campo eléctrico es un reordenamiento lineal de los electrones llamado
“momento dipolar eléctrico de la transiciéon” y se denota por el vector p. La direccién
de p es la misma que la del dipolo de polarizacién, esto es la direccion en la cual los
electrones son empujados. El campo magnético induce un reordenamiento circular de
la densidad electrénica llamado “momento dipolar magnético de transicién, m”. En

una molécula sin centros quirales la redistribucién neta de electrones se da siempre en
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el plano, pudiendo ser lineal (p#0; m=0) o circular (p=0; m#0), pero también puede
darse que ambos momentos sean diferentes de 0 y en este caso el reordenamiento es en
una espiral. En una molécula quiral, el reordenamiento de electrones durante una
transicion es siempre helicoidal. Si la hélice formada por el movimiento de electrones
es hacia la derecha (dextrogira), es mas facilmente inducida por luz polarizada hacia la
izquierda, y se observa una sefial positiva de CD; mientras que si es hacia la izquierda
(levégira) , se induce mds facilmente por luz polarizada hacia la derecha, y la sefial es
negativa. Esto es debido a que el vector del campo eléctrico de la luz interactta con 1, y
simultdneamente el vector del campo magnético de la luz interactta con m. Para que
una transiciéon sea permitida en CD (para que una sustancia absorba en CD) debe
inducirse una circulacién helicoidal de corriente, es decir, que el producto escalar entre
los momentos dipolares sea distinto de cero. Esto es lo que se conoce como las reglas
de seleccién de CD.”

Este fenémeno es importante debido a que a menudo compuestos no quirales
ocupan cavidades quirales. Asi compuestos como los sintetizados en la presente tesis
pueden dar origen a cavidades en las que se puedan alojar otro tipo de moléculas como
hemos visto y corroborado en los andlisis de rayos X, del capitulo anterior. Estos
fenémenos son facilmente observables por este tipo de técnica. Asi Gdaniec y Polonski
han recogido experimentos en esta direccién para compuestos de inclusiéon de DCA y
CA (&cidos desoxicélico y &acido célico) con varias moléculas sin centros quirales
actuando como huéspedes, existiendo un mecanismo de reconocimiento quiral
dindmico en los compuestos de inclusion de DCA y CA 30, También este fenémeno es
seguido por dicroismo circular para moléculas no quirales que forman complejos con el
ADN, situdndose en entornos o alojamientos quirales dando senales en DC, lo que
confirma a menudo la interacciéon entre la molécula no quiral y el ADN,
proporcionando informacion de la posicion de la misma en el complejo con ADN 31,
Asimismo, esta técnica es empleada también en el seguimiento de desnaturalizacion de
proteinas como la apomioglobina, dcidos nucleicos y carbohidratos®2. Los espectros de
dicroismo en la regién del ultravioleta lejano, son asociados en el caso de las proteinas
principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoécidos entre si.

Para observar el comportamiento de nuestro compuesto debido a su tendencia a la
formacion de hidrogeles a alta concentracion, por encima de 5 mM, se ha preparado
una disolucién 20 mM de AdSucCNa en agua y en tampén C/BC de Na. Los
resultados obtenidos mediante DC se muestran en la Figura 3.42.

# http:/ /www.biologia.com.ar/files /seminarios/sem %20dicrosimo %20circular.pdf




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES

CAPITULO 3 ESTADOS DE AGREGACION EN SOLUCION DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO
250 -
200 —— Tampédn 15 mM
———agua

150

100 . I
@VN“W

50 |
04

-50 — e 7771
190 200 210 220 230 240 250 260 270

A (nm)

Fig.3.42 - Espectro de Dicroismo circular para el AdSucCNa para una concentracién 20 mM en agua, linea
roja, y en tampén C/BC 15 mM linea negra.

Se observa claramente que la sehal medida (considerada como la diferencia entre
las Abs (A) de la luz polarizada circularmente hacia la izquierda (I) y hacia la derecha
(D)) muestra una clara tendencia a desviar la luz hacia la izquierda o valores negativos
(levogira). Midiendo en toda la region que va del UV lejano 180-250 nm y parte del UV
cercano 250-350 nm, observamos que existe un maximo negativo a 213 nm. La
presencia de tampén provoca la formacién de un hidrogel con mayor consistencia,
produciéndose un reordenamiento molecular interno, dando lugar a un maximo
positivo en torno a los 211 nm que se debe en gran medida a un mayor ordenamiento
de las moléculas de AdSucCNa en el sistema.

Se ha realizado un ensayo consistente en variar la temperatura de la disolucién,
con una muestra menos concentrada de AdSucCNa 2 mM, en tampén C/BC de Na 15
mM. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 3.43.

Si comparamos el espectro obtenido a concentraciéon 2 mM, se observa que el
maximo se ha desplazado ligeramente hacia valores mas bajos (= 206 nm), al igual que
la intensidad total de la sefal, lo cual es de esperar al bajar la concentraciéon de la
muestra. Al aumentar la temperatura de la muestra hasta 55 °C, se observa que existe
una pérdida de ordenamiento del sistema debido, en gran medida, a un efecto del
aumento de la entropia del sistema y un aumento en la libertad de movimiento de las
moléculas en el mismo, consecuente con la pérdida del hidrogel hacia un estado mas
fluido.
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Fig.3.43 - Espectro de Dicroismo circular para el AdSucCNa para una concentracién 2 mM en tampoén
C/BC 15 mM, variacién con la temperatura, los asteriscos muestran los centros quirales de la molécula.

Para seguir conociendo el comportamiento de nuestro sistema hemos realizado
pequefias variaciones del pH, no observandose cambios significativos en el sistema a
valores de pH comprendidos en el intervalo 9 -12, como puede verse en la Figura 3.44.
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Fig.3.44 - Espectro de Dicroismo circular para el AdSucCNa para una concentracién 2 mM en tampon
C/BC 15 mM, variaciéon del pH entre 9-12.

Se han hecho algunos ensayos sobre el efecto del tampén en el sistema, para lo que
se prepararon muestras con diferentes concentraciones de tampén C/BC de Na, 1, 2, 5
y 15 mM, mostrando la Figura 3.45 los resultados obtenidos.
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Fig.3.45 - Espectro de Dicroismo circular para el AdSucCNa para una concentracién 2 mM en diferentes
concentraciones de tampén C/BC.

Se observa que el efecto del tampén acttia como efecto de relleno en el sistema y en
la formacion del gel. En la industria el tampén C/BC de Ca, por ejemplo, es empleado
como agente de relleno para el control de la viscosidad, la disminucién de
contracciones y coeficientes de extension térmica, en gran medida para alcanzar la
reduccién de los costes de produccion.

Observamos que a partir de 2 mM de tampén C/BC de Na, se comienza a alcanzar
una mayor ordenacién del sistema que va en aumento a medida que aumentamos la
concentraciéon de tampoén, como se muestra en la Figura 3.45.

Por dltimo hemos tratado de observa el efecto que tenia la adicion de NaCl y
NaOH en el sistema, en diferentes concentraciones, para observar si seguian las
tendencias observadas hasta el momento. Los datos obtenidos se muestran en la Figura
3.46. Se observa claramente que el efecto de aumentar la fuerza iénica del medio
mediante la adiciéon NaCl en concentraciones de 5 y 15 mM, es muy similar al obtenido
con el tampdn, aunque, a concentraciones iguales, el ordenamiento alcanzado en el

sistema es menor.

Por otro lado se observa que la presencia de NaOH en el medio, en
concentraciones de 2, 5 y 10 mM, tiene efecto en cuanto a alcanzar un cierto grado de
reordenamiento del sistema, que se estabiliza a las concentraciones de 5 y 10 mM,
alcanzando un pH bésico, pero sin alcanzar la estructura obtenida en presencia de

tampon en el medio.
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Fig.3.46 - Espectro de Dicroismo circular para el AdSucCNa para una concentraciéon 2 mM en Aguay
diferentes concentraciones de tampén C/BC, NaOH y NaCl.

Debido a su tendencia a la formacién de hidrogeles a alta concentracién, por
encima de 5 mM, se ha preparado una disolucién 20 mM de AdSucCNa en agua y en
tampoén C/BC de Na. Los resultados obtenidos mediante espectroscopia de absorciéon
se muestran en la Figura 3.47.
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Fig.3.47 - Espectro de Absorcion para el AdSucCNa para una concentracion 20 mM en agua, linea roja, y
en tampoén C/BC 15 mM linea negra.
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Se observa que para la muestra en tampoén se alcanza un maximo de absorcién en
torno a 205 nm, siendo la absorbancia mucho mayor para la muestra que presenta
tampon C/BC de Na en el medio. Para la muestra en Agua el maximo de absorbancia
se situaria sobre los 190 nm. Los resultados obtenidos, no tienen mayor significacion
estructural.

3.2.3.5 ESTUDIO DE CALORIMETRiA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Mediante esta técnica se han medido dos muestras 20 mM de AdSucCNa en
tampon C/BC de Na. Los resultados pueden observarse en las Figuras 3.48 y 3.49. Los
termograma corresponden al momento de preparacion de la muestra y transcurrido un
mes, ya que se habia observado la formacién de un cristal liquido que presenta

birrefringencia al ser visualizado mediante laminas polarizadoras.
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Fig.3.48 - Termograma de Calorimetria diferencial de barrido para el AdSucCNa para una concentracion
20 mM en tampén C/BC 15 mM, en el momento de la preparacién y pasado un mes.

Se observa que existen dos picos endotérmicos a 112°C y 100°C, correspondientes a
la deshidratacion del gel. Después de un mes se observan también dos picos
endotérmicos de deshidratacion que ahora se sittan a 110°C y 79 °C.

Se ha realizado el mismo experimento con una muestra 20 mM de AdSucCNa en
agua mili-Q. Los resultados pueden observarse en la Figura 3.49 en el momento de
preparacién de la misma y transcurrido un mes, ya que se observa también en este caso
la formaciéon de un cristal liquido que presenta birrefringencia a través de laminas
polarizadoras.

En este caso existen tres picos endotérmicos a 79°C, 105°C y un nuevo pico a 131 °C
que no habiamos presenciado hasta el momento, correspondientes a la deshidrataciéon
del gel. Transcurrido un mes se observan simplemente dos picos endotérmicos de
deshidratacién que ahora se sittan a 110°C y 80 °C, al igual que sucedia para la
muestra anterior. El pico a 80 °C suele corresponder con una fase esmética y colestérica
y el pico sobre 100 °C serfa correspondiente al fenémeno de deshidratacion de la
muestra
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Fig.3.49 - Termograma de Calorimetria diferencial de barrido para el AdSucCNa para una concentraciéon
20 mM en agua, en el momento de la preparaciéon y pasado un mes.

2.3.6 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA
(TEM).

Las muestras estudiadas mediante dicroismo circular fueron también analizadas

mediante TEM. Para ello, se han preparado las muestras siguiendo el mismo orden que
para DC.

Se ha realizado un ensayo, con una muestra de AdSucCNa 2 mM, variando la
temperatura a la cual se realizaba el ensayo, con presencia de tampén C/BC de Na 15
mM, a 25°C, 40°C y 60°C. La Figura 3.50 muestra una imagen representativa.

Fig.3.50 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en tampén C/BC 15 mM,
pH=10, variando la temperatura a) 25°C, b) 40°C y 60°C. Escala 500 nm.

Mientras que en la imagen a) existe un hidrogel con una configuracién tipica,
formada por fibras entrecruzadas formadas por moléculas del compuesto con unos
anchos de fibra de unos 15+3 nm, a medida que aumentamos la temperatura (imagen
b) se observa como la viscosidad del hidrogel va disminuyendo, se va haciendo mas
fluido, con su consecuente pérdida de espesor en el tamafio de fibra, conllevando la
pérdida de consistencia del gel. Por dltimo, la imagen c) corresponde a una
temperatura en la cual la estructura del gel se ha perdido casi por completo obteniendo

fibras mas pequefas y estrechas y una muestra mucho maés fluida que las dos
anteriores.
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Las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente en sus viales
herméticamente tapados. Transcurrido 1 mes volvieron a ser visualizadas mediante la
misma técnica. Se ha encontrado, que en este caso se producia un fenémeno de
cristalizacion de la muestra, que se puede observar en la Figura 3.51, con su
correspondiente cambio de comportamiento.

Sigue existiendo el hidrogel, pero con una menor consistencia, que se traduce
que al aumentar la temperatura se produce el cambio de la formacién de estructuras
fibrilares o tubulares a la aparicion de agregados de tipo globular a 60°C. También
destacamos la presencia de gran cantidad de estructuras cristalinas.

Fig.3.51 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en tampén C/BC 15 mM,
pH=10, variando la temperatura a) 25°C, b) 40°C y 60°C. Escala 500 nm.

Se ha realizado un ensayo, con una muestra de AdSucCNa 2 mM, variando el pH
en la zona entre 8-12, con presencia de tampén C/BC de Na 15 mM. La Figura 3.52
muestra una imagen representativa.
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Fig.3.52 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en tampén C/BC 15 mM,
variando el PH con NaOH y HCl a) pH=8, b) pH=10 y c) pH=12. Escala a) y b) de 500 nm, c) 1 pm.

Al igual que lo detectado mediante la técnica de DC, apenas se observan cambios
para las muestras entre pH 9-12, con la estructura de gel tipica ya vista, con presencia
de agregados esféricos y estructuras cristalinas en el medio del hidrogel. Sin embargo
para la muestra de pH=8, parece que esta estructura se ha destruido parcialmente,
apareciendo en este caso precipitados y pequefios agregados cuyo tamafio es 153 nm
de ancho y 200-350 nm de largo. (Estas diferencias pueden ser atribuidas a la
elaboracion de las muestras para la mediciéon mediante esta técnica).
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Pasado 1 mes, las imagenes obtenidas de las muestras se muestran en la Figura
3.53. En ella cabe destacar la apariciéon de cristales que aparecen para la muestra de
pH=8, asi como las fibras ya vistas para las muestras de pH=10y 12.

Fig.3.53 - Imédgenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en tampén C/BC 15 mM,
variando el PH con NaOH y HClI a) pH=8, b) pH=10 y pH=12. Escala a) y c) 1 pmy b) 500nm.

Siguiendo la misma metodologia hemos estudiado el efecto del tampoén en el
sistema, para lo que se prepararon muestras con concentraciones de tampén C/BC de
Na, 1, 2, 5 y 15 mM, comparandolas con una muestra en agua mili-Q sin tampén. En la
figura 3.54 se muestran imagenes representativas de los comportamientos obtenidos.

Fig.3.54 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en a) Agua mili-Q, b) C/BC1
mM, c) C/BC2mM, d) C/BC5mMy e) C/BC 15 mM. Escala 1 pm para todas ellas.

El hidrogel se vuelve més consistente a medida que aumenta el porcentaje de
tampoén, debido a la existencia de un mayor namero de fibras y un mayor
ordenamiento estructural interno, hecho consistente con lo observado mediante DC.
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La Figura 3.55 corresponde a imagenes obtenidas transcurrido un mes, pudiendo
detectarse que se produce una desestabilizacion del sistema, con la apariciéon en
muchos casos de precipitados cristalinos en forma de agujas o agregados cristalinos.

Fig.3.55 - Imagenes de microscopia TEM y SEM para muestras de AdSucCNa 2 mM en a) Agua mili-Q,
escala 1 pm, b) C/BC 1 mM, escala 500nm, 10 pm y 5 pm de izquierda a derecha y arriba hacia abajo c)
C/BC 2 mM, escala 5um, d) C/BC 5 mM, escala 2pm y e) C/BC 15 mM, escala 500 nm.

Por ultimo se han realizado un par de muestras con NaOH 15 mM y NaCl 15 mM
para ver el efecto que tenian tales pardmetros sobre las muestras. La Figura 3.56 resume
el comportamiento de las muestras en estos casos. En ambas imagenes cabe destacar la
presencia de cristales, posiblemente de NaCl y NaOH, presentes en un medio con
fibras y agregados de diferentes tamafos.

Fig.3.56 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM con a) 15 mM de NaCl, escala
2 pum y b) 15 mM de NaOH, escala 1 pm.

Se ha observado el mismo fendémeno anterior pasado un mes, mostrando un
ejemplo en la Figura 3.57.

235



Al haber observado que a concentraciones altas se formaban cristales liquidos
se han tomado imagenes mediante TEM y SEM de las muestras estudiadas mediante
DSC en tamp6n y agua. Las muestras sobre las que se ha realizado el estudio tenian
una concentracion 20 mM de AdSucCNa en 15 mM tampén C/BC de Na, tiempo cero,
en el cual se observaba la formacién de un hidrogel. En la Figura 3.58 se ven dos
imagenes SEM.

Fig.3.57 - Imagenes de microscopia TEM para muestras de AdSucCNa 2 mM con a) 15 mM de NaCl, escala
0,5nm y b) 15 mM de NaOH, escala 1 um.

Fig.3.58 - Imagenes de microscopia SEM red tridimensional de hidrogel para muestras de AdSucCNa 20
mM en Tampén C/BC Na 15 mM a) escala 50 pm y b) escala 10 pm.

Después de un mes se observa la formacién del cristal liquido, del cual también se
han obtenido imdgenes mediante microscopia TEM y SEM (Figura 3.59).

Fig.3.59 - Imagenes de la red tridimensional de Cristal Liquido para AdSucCNa 20 mM en Tampé6n C/BC
Na 15 mM pasado un mes a) escala 10 pm imagen SEM y b. Escala 2 pm imagen TEM.
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Se ha seguido el mismo el mismo procedimiento para las muestras en agua, para
una muestra 20 mM. En el momento de preparacion de la muestra, se han obtenidos
imagenes SEM (Figura 3.60) que evidencian una estructura tridimensional con fibras de
hidrogel. En este caso, son claramente menos compactas que en presencia del tampoén,
lo que es debido, en gran medida, al efecto de relleno que tiene el C/BC de Na en este
tipo de estructuras.

Fig.3.60 - Imagenes SEM de la red tridimensional de Cristal Liquido para AdSucCNa 20 mM en agua t=0,
a) escala 50 pm y b) escala 10 pum.

La Figura 3.61 muestra las imdgenes obtenidas después de un mes de preparacion
de la muestra.

Fig.3.61 - Imagenes de la red tridimensional de Cristal Liquido para AdSucCNa 20 mM en Tampén C/BC
Na 15 mM pasado un mes a) escala 10 pm imagen SEM y b) escala 2 pm imagen TEM.

Al igual que sucede anteriormente se observa que existe una red menos densa en
cuanto que en agua no existe el efecto de relleno que observamos en presencia tampoén.
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3.2.4 AdGlutCA - [3B, 5a, 7a, 12a]-3[(N-Adamantan-1-il-glutaramil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oico

3.2.4.1 SOLUBILIDAD Y PODER GELIFICANTE

Al igual que en los casos anteriores se han preparado diferentes muestras para
realizar el experimento de gelificacién. En la tabla 3.22, se muestran los resultados de
las pruebas realizadas sobre este compuesto en los diferentes disolventes estudiados.

Tabla 3.22 - Las observaciones del estado se han realizado en el momento del calentamiento, justo después de
enfriar pasado unos 30 min., a las 24h y a los 7 dias del calentamiento. n=no soluble, s=soluble, p=precipitado,
(-)=poco, (t)=turbio, (c)=cristalino.

Disolvente p-e. (°C) Estz(lil:ne:::es Estado al enfriar Esta;i:ha - Estaczl(;:slos 4
Benceno 80 n p(c) p p
Tolueno 110.6 n p(c) P P
p-Xileno 138 n p(c) p p
m-xileno 138.5 n p(c) P p

Ciclohexano 81 n p(c) p(c) p(c)
Hexano 68 n p(c) p P
n-Pentano 36 n p(c) p(c) p(c)
2,2,4-Trimetilpentano 99 n p(c) p P
Benzaldehido 179 s s(c) s(c) p(c)
Acetofenona 202 n s s p(c)
Clorobenceno 132 n S S P
Anisol 155 s s(c) S P
1-Pentanol 137 n s P P
1,4-Dioxano 101 s(-) s(t) p(c) p(c)
2-Butanol 98 s(-) s(t) p(c) p(c)
2-Propanol 82 s(-) s(t) S(t) P
Cloroformo 62 n s(t) s(t) p
Diclorometano 40 s(-) s(t) S(t) p
Tetrahidrofurano 66 s(-) s(t) S(t) P
Dimetilsulfoxido 189 s S(-) p p

Para este compuesto no logramos obtener monocristales, capaces de ser resuelto
mediante microscopia de rayos-X, pero si que se ha obtenido polvo cristalino, y agujas
que pueden servir como métodos de purificacién del compuesto si este tuviese algtin
interés a nivel industrial, comercial, etc.

Se observa también que a diferencia del AdSucCNa, este compuesto no tiene
poder gelificante en agua, aunque la diferencia entre las dos moléculas es simplemente
de un -CHo>- adicional en el AdGluCNa. Sin embargo, esta diferencia le proporciona a
la molécula un mayor grado de libertad en cuanto a rotacién y movimiento de la
cadena hidréfoba entorno a los dos enlaces amida, por lo que su solubilidad en
disolventes polares se ve incrementada.
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3.2.4.2 ESTUDIO DE DENSIDAD

Se ha realizado un estudio de la densidad del AdGIluCNa en agua para
concentraciones entre 10 y 60 mM, para observar la estabilidad y variacién de la misma
con la concentracién, hemos observado que el compuesto presenta una buena
solubilidad en el rango de concentraciones estudiado a temperatura ambiente, 25 °C,
con un comportamiento ascendente en el cual la densidad aumenta al aumentar la
concentracion del compuesto, obteniéndose una tendencia lineal de la siguiente forma
p(g/ml) = 0.0008 - C(mg/ml)) + 1.0001, con r2=0.999. La dependencia de la densidad
con la concentracién es muy similar a las obtenidas para los compuestos anteriormente
estudiados.

3.2.4.3 ESTUDIO DE TENSION SUPERFICIAL.

Al igual que con los compuestos anteriores se han realizado medidas de tensién
superficial. El AdGluCA fue empleado en su forma de sal s6dica en agua mili-Q y en
buffer 15 mM de carbonato y bicarbonato sédico, con un pH de 10. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.62.
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Fig.3.62 - Balanza de tensién superficial en agua y buffer 15 mM, respectivamente, para el
AdGluCNa

En la Figura 3.62 se resaltan posibles puntos de inflexion. Se observa que la
muestra en medio acuoso presenta una dindmica dificil de interpretar, posiblemente
debido a la ausencia de concentracién de sales inertes las cuales juegan un papel
importante a la hora de la estabilizacién del sistema.

En presencia de regulador el valor de cac = 0.51 mM es ligeramente inferior a los
correspondientes a los acidos biliares naturales y similar a los de otros derivados con
grupos hidréfobos en la posicion C3.

Tabla 3.23 - Parametros deducidos de los experimentos de tension superficial para la agregacion y
adsorcion en la interfase aire-agua para AdGluCNa en Agua y Tampén C/BC de Na 15 mM.

cac (mM) 10T (mol -m2)

| Tampoén C/BC 15 mM 0.51 1.26 132 |
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La Tabla 3.23 recoge el valor de ay =132 A2 obtenido en la disolucion con regulador
en estas mismas condiciones. Para esta molécula no se han obtenido datos
cristalograficos para poder realizar un estudio del area de la secciéon horizontal, pero
por analogia con éstos, el valor de 132 A2 sugiere que es muy probable que la
disposicién de la molécula en la interfase aire-agua en las condiciones de estudio sea
casi completamente paralela a la interfase. Recordemos que para los compuestos
anteriores hemos obtenido los valores AACH,CNa, 93 A2, NbCH,CNa, 107 A2 y
AdSucCNa(agua), 214 A2,

3.2.4.4 ESTUDIO DE FLUORESCENCIA

Mediante la técnica de fluorescencia determinaremos el valor de la cac para este
sistema, al igual que en los casos anteriores. La Figura 3.63 muestra la representaciéon
grafica de la relacion I; /15 obtenida a partir del espectro de fluorescencia del pireno. En
este caso, la caida de la intensidad es mas suave que para los compuestos anteriores lo
que sugiere la existencia de un intervalo de concentraciones mas amplio a las que
aparecen los agregados. El valor de la cac obtenido, corresponde al punto de inflexién
de la curva, es 2.2 mM, relativamente alejado del valor determinado por tensién
superficial.

T T T
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Fig.3.63 - Medidas de fluorescencia con una concentraciéon de pireno 7x10-¢ M para el AdGluCNa en
tampoén C/BC 15 mM.

La relacion I/I; toma valores proximos a 2 cuando la concentracién es baja (véanse
la Tabla 3.3 y la Figura 3.63), por lo que en estas condiciones sélo existen mondémeros
de surfactante en la disolucién o los agregados no son lo suficientemente grandes para
incorporar moléculas de pireno en su interior. Por lo tanto, el pireno se encuentra en el
medio acuoso polar.
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Por otra parte, a concentraciones més elevadas, por encima de la cac, cuando la
interfase esta claramente saturada y existen agregados en el seno de la disolucién, la
relacion Iy/I; toma valores que estan proximos a 1.1, valor relativamente mas alto que
los obtenidos para el colato sédico 0.75.28, y para el AdCH>CNa, 0.9. En definitiva, los
derivados NbCH>CNa y AdGlutCNa generan entornos muy similares para albergar el
pireno en su seno con relaciones I;/I; que situariamos entre el n-butanol y el metanol,
que es un medio menos hidréfobo que el que forman los agregados del colato de sodio
y de AdCH>CNa.

3.2.4.5 ESTUDIO DE DISPERSION DE LA LUZ.

Al igual que con los compuestos estudiados anteriormente hemos empleado las
técnicas estaticas y dindmicas de dispersion de luz laser, para obtener una serie de
informacién que nos seré ttil a la hora de estudiar el comportamiento del AdGluCNa en
disolucion.

3.2.4.5.a - Medidas de dispersion de luz dindmica, (Dynamic Ligth Scattering, DLS).

Se han preparado diferentes disoluciones de AdGluCNa con concentraciones
comprendidas entre 10 mM y 60 mM, en presencia de tampén carbonato/bicarbonato
(C/BC) sodico 15 mM y con diferentes concentraciones de NaCl (0.12, 0.2, 0.3, 0.4y 0.5
M). Un analisis de los datos mediante el método de cumulantes sugiere la existencia
de una distribucién de particulas cuyo diametro efectivo tiene un valor promedio de
52-82 nm y que varia ligeramente al aumentar la concentracién del compuesto,
estabilizandose a las concentraciones mas altas.

El método de CONTIN muestra una distribucién polidispersa con tamafios de
particula entre 2-3 nm y 153-235 nm. También vemos una ligera tendencia a estabilizar
los agregados o particulas de mayor tamafio al aumentar la fuerza iénica del medio,
estos fendmenos ya habian sido descritos para los compuestos anteriores.

En la Tabla 3.24, vemos un resumen de los datos obtenidos para las diferentes
concentraciones de estudio de AdGluCNa en disolucion acuosa, medidas a diferentes
angulos.
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Tabla 3.24 Datos obtenidos DLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa, Poly , polidispersidad, V e I, volumen e intensidad
medidos en funcién de los coeficientes de difusion D.

o Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)
Concentracié y Angulo de d
medicion efr (M) Poly d(nm) d (nm) (nm)
C=10mM, 50° 152 0.125 | 3.2(23%) 164 2.5
90° 82 0.195 2.7 (41%) 154 1.2
150° 37 0.311 2.9 (56%) 134 1.2
C=20mM, 50° 99.7 0.327 2.4 (23%) 247 1.7
90° 58.6 0.296 2.9 (53%) 235 1.2
150° 35.6 0.268 2.4 (64%) 105 1.6
C=30mM, 50° 53.3 0.388 2.5 (50%) 162 1.8
90° 44.4 0.257 2.8 (40%) 186 1.5
150° 38.3 0.197 2.8 (51%) 105 1.6
C=40mM, 50° 118 0.231 2.9 (29%) 240 1.6
90° 52.8 0.326 | 2.5 (51%) 207 1.2
150° 47.4 0.204 2.9 (55%) 135 1.6
C=60mM, 50° 154 0.061 2.3 (33%) 240 15
90° 67.6 0.086 2.2 (52%) 153 1.2
150° 26.7 0.262 2.3 (59%) 122 1.2

La Tabla 3.25 resume los datos obtenidos para las diferentes concentraciones de
estudio de AdGluCNa en disoluciéon acuosa con una concentracién 0.12 M de NaCl,
medidas también a diferentes dngulos.

Tabla 3.25 Datos obtenidos DLS, para el NbCH>CNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 0.12 M de NaCl, Poly , polidispersidad, V eI,
volumen e intensidad medidos en funcién de los coeficientes de difusién D.

Lk Cumulantes CONTIN (I1&D) CONTIN (V&D)
Concentracié y Angulo de d
medicion efr (NM) Poly d (nm) d (nm) (hm)
C=10mM, 50° 128 0.111 | 5.8(35%) 236 3.8
90° 50.7 0.250 | 5.6 (48%) 216 2.8
150° 237 0.238 | 4.8 (70%) 144 2.6
C=20mM, 50° 904 0.155 | 5.4 (46%) 252 3.7
90° 28.1 0.244 | 5.2 (62%) 182 3.7
150° 20.6 0.184 4.7 4.5
C=30mM, 50° 333.6 0.112 | 5.2 (38%) 196 2.8
90° 39.3 0.281 | 5.2(51%) 186 2.6
150° 21.6 0.131 2.8 2.7
C=40mM, 50° 56.9 0.280 | 3.3(28%) 299 2.7
90° 26.7 0.211 | 4.8 (70%) 183 34
150° 129 0.160 3.8 3.7
C=60mM, 50° 358 0.116 4.3 35
90° 184 0.163 | 4.4 (69%) 213 33
150° 6.1 0.150 | 4.3 (91%) 123 2.7

Como tendencia general podemos observar que la presencia de fuerza iénica en el
medio produce un aumento del tamafio de particula estabilizada, que se mantiene
préacticamente constante a las concentraciones de estudio. Esto se observa claramente
en los tamafios de la distribucién mas pequefia obtenida mediante el método CONTIN.

La Tabla 3.26 resume los datos obtenidos para las diferentes concentraciones de
estudio de AdGluCNa en disolucién acuosa con una concentraciéon 0.2 M de NadCl],
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medidas también a diferentes angulos. Se observa un muy pequefio aumento en el
tamafio del agregado estabilizado, aumento que es mucho menor que el observado en
el caso anterior.

Tabla 3.26 Datos obtenidos DLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa con 0.2 M de NaCl, Poly , polidispersidad, V e,
volumen e intensidad medidos en funcion de los coeficientes de difusion D.

ok Cumulantes CONTIN (I&D) CONTIN (V&D)
Concentracié y Angulo de d
medicion defr (M) Poly d(nm) d (nm) (nm)
C=10mM, 50° 67.8 0.444 5.4 (41%) 247 4.1
90° 44 0.262 6.6 (43%) 228 3.1
150° 26.6 0.208 5.6 (61%) 157 3
C=20mM, 50° 99.7 0.209 5.6 (39%) 288 4.3
90° 40.4 0.223 5.8 (49%) 224 4.1
150° 24.2 0.171 | 5.9 (72%) 180 3.7
C=30mM, 50° 163.2 0.161 5.4 (29%) 247 4.3
90° 65.2 0.268 | 5.6 (45%) 232 35
150° 40.3 0.240 | 5.6 (65%) 187 3.8
C=40mM, 50° 97.9 0.120 5.6 (52%) 292 4
90° 30.3 0.175 | 5.6 (73%) 213 2.8
150° 10 0.135 4.9 (88%) 98 2.6
C=60mM, 50° 198.3 0.072 2.9 2.8
90° 14.7 0.187 5 (77%) 191 3.5
150° 8.4 0.112 4.6 (92%) 82 2.7

Un aumento de la fuerza idnica del medio hasta 0.3 M de NaCl no conlleva un
aumento del tamafio. La Tabla 3.27 resume los datos obtenidos.

Tabla 3.27 Datos obtenidos DLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes angulos 50°, 90° y 150°, en disolucién acuosa con 0.3 M de NaCl, Poly , polidispersidad, V e,
volumen e intensidad medidos en funcién de los coeficientes de difusiéon D.

Lk Cumulantes CONTIN (I1&D) CONTIN (V&D)
Concentramo_ y Angulo de d d
medicion defr (NM) Poly d (nm) (hm) (nm)
C=10mM, 50° 157 0.080 6.4 (29%) 243 4.4
90° 57.7 0.204 6.3 (50%) 184 33
150° 30.9 0.207 6.3 (61%) 171 4.2
C=20mM, 50° 735 0.362 6 (37%) 296 5.1
90° 337 0.246 6.3 (59%) 206 4.5
150° 29.6 0.159 3.2 3.1
C=30mM, 50° 172.6 0.094 6 (32%) 306 5
90° 53.1 0.224 6.3 (42%) 267 4
150° 54.8 0.131 6.4 (72%) 179 4.9
C=40mM, 50° 76.3 0.113 5.9 (64%) 247 4.2
90° 24.2 0.180 5.6 (82%) 280 3
1500 9.5 0.125 5.8 (86%) 191 3.1
C=60mM, 50° 37.9 0.168 33 31
90° 15.7 0.168 4.9 (87%) 193 2.9
150° 8.1 0.120 5.9 (92%) 125 4.8

Se muestran en la Tabla 3.28 vemos un resumen de los datos obtenidos para las
diferentes concentraciones de estudio de AdGluCNa en disolucién acuosa con una
concentracion 400 mM de NaCl, medidas también a diferentes d&ngulos, observando la
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estabilizacion en el tamafo del agregado, en donde las variaciones en promedio del
tamafio son muy pequenas.

Tabla 3.28 Datos obtenidos DLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 400mM de NaCl, Poly , polidispersidad, VeI,
volumen e intensidad medidos en funcién de los coeficientes de difusiéon D.

CONTIN
Concentracié y Angulo Cumulantes CONTIN (1&D) (V&D)
de medicion dert (NM) Poly d (nm) d (nm) (ndm)
C=10mM, 50° 103 0.360 7 (29%) 309 4.9
90° 44.1 0.303 6.7 (47%) 185 4.5
1500 34.9 0.182 6.5 (75%) 135 4
C=20mM, 50° 190.7 0.041 7.4 6.8
90° 33.9 0.209 7.2 (63%) 244 4.5
1500 215 0.158 6.6 (84%) 104 54
C=30mM, 50° 114.5 0.164 8.3 (22%) 278 7.5
90° 47.4 0.114 7.5 (57%) 195 5.8
150° 19.6 0.185 5.3 5
C=40mM, 50° 85.4 0.064 6.6 (76%) 318 4.6
90° 24.6/24.1 | 0.168/0.159 8.6/3.8 (64%) 164 7.813.7
1500 9.9 0.129 6.6 (91%) 179 5
C=60mM, 50° 36.7 0.276 6 (70%) 224 4.9
90° 25.8 0.171 5.5 (77%) 173 3.1
150°0 9.4 0.121 6.5 (86%) 192 4.5

La Tabla 3.29 resume los datos obtenidos en presencia de 0.5 M de NaCl. De tales
valores se deduce que, en el intervalo 0.3-0.5 M de NaCl, el tamafio promedio de las
particulas se mantiene aproximadamente constante.

Tabla 3.29 Datos obtenidos DLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 10, 20, 30, 40, 60 mM medido a
diferentes dngulos 50° 90° y 150°, en disolucién acuosa con 500mM de NaCl, Poly , polidispersidad, Ve,
volumen e intensidad medidos en funcion de los coeficientes de difusion D.

L < Cumulantes CONTIN (1&D) CONTIN (V&D)
Concentracion y Angulo d
de medicion e (NM) Poly d(nm) d (nm) (nm)
C=10mM, 50° 188.2 0.056 10 (20%) 217 10.2
90° 52.3 0.300 7 (36%) 174 4.7
150° 41.9 0.139 6.9 (73%) 107 5
C=20mM, 50° 123.9 0.112 6.9 (36%) 254 5.3
90° 32.3 0.267 6.7 (57%) 173 4.9
150° 18 0.198 7.2 (75%) 146 4.7
C=30mM, 50° 168.3 0.080 10.2 (33%) 321 9.2
90° 32.8 0.197 6.6 (66%) 207 3.9
150° 15.6 0.178 7.3 (80%) 195 5.3
C=40mM, 50° 56.4 0.167 8.7 (41%) 259 7.5
90° 23.2 0.182 4.6 4.5
150° 9.2 0.130 6.5 (93%) 91 5
C=60mM, 50° 230.1 0.074 4.9 4.8
90° 29.7 0.136 6.6 (79%) 153 5
150° 11.2 0.116 8.7 (85%) 165 7.2




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 3 ESTADOS DE AGREGACION EN SOLUCION DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

3.2.4.5.b Medidas de dispersion de luz estdticas a 90°, (Static Ligth Scattering, SLS).

Antes de las medidas de dispersion de la luz se realiza una medida de la variacién
del indice de refraccién con la concentracién de la muestra de estudio para determinar
el valor (dn/dc). En el caso del AdGIuCA, en su forma de sal sodica, en presencia de
una concentracion de 15mM Carbonato/Bicarbonato Sédico, se obtiene el valor de
(dn/dc) = 0.1481+0.0075 mL/g.

Para la concentracion de 60 mM se han realizado varios ensayos de SLS a
diferentes 4ngulos para tratar de determinar My y los ntmeros de agregaciéon
mediante la realizacion de una representacion de Debye. Los datos obtenidos se
resumen en la Tabla 3.30 y la Figura 3.64.

Tabla 3.30 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM medido a diferentes
angulos con tampoén C/BC de Na 15 mM, siendo x2 chi-cuadrada reducida.

Angulo (°) Muw (g/mol) ha A: (cm® mol/g?) % pequeiia(Nag) Mu(g/mol) (Nag)-corregido
50 37360+300 689 (2.539+0.052) 10+ 55 32 (18) (3+0.6)x10* (47+9)
70 335304300 392 (1.13940.007) 103 50
90 300304290 226 (1.334+0.008) 10 44 46 (20) (1.9£0.2)x10# (28+3)
110 270204240 194 (1.438+0.008) 10 40
130 22950+180 182 (1.455+0.009) 10 34
150 216904140 192 (1.527+0.007) 10-3 32 57 (18) (1.2+0.1)x10* (17+1)
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Fig. 3.64 Representacion del Mw frente el &ngulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampé6n C/BC de Na 15 mM .

Si nos centramos en la poblacion de particulas pequefias proximas al 50%
obtenemos un My promedio de 1.5x104 con un Nag promedio de 23 moléculas.

Se ha realizado el mismo procedimiento para las muestras con diferentes
concentraciones de NaCl, o de fuerza iénica. Para el caso de 0.12 M de NaCl, se
obtienen los datos mostrados en la Tabla 3.31 y en la Figura 3.65. Los valores
resultantes son: My, = 3.3x10* y N,z =49 moléculas.
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Tabla 3.31 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.12 M de NaCl

Angulo (°) M. (g/mol) 2 A (cm? mol/g?) Nag | % pequeiia(Nag) M (g/mol) (Nag)-corregido
50 1226504950 3630 (1.227+0.010) 10+ 181 49 (89) (1.8+0.5)x104 (28+8)
70 92710+660 2020 (4.638+0.019) 10+ 137
90 76530+530 1660 (5.168+0.022) 10+ 113 60 (68) (2.8+0.3)x104 (41+4)
110 64700+400 1230 (5.128+0.023) 10+ 96
130 58680+310 1290 (5.213+0.022) 10+ 87
150 54870+230 1800 (5.281+0.018) 10+ 81 92 (75) (3.9+0.7)x104 (58+10)
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Fig. 3.65 Representacion del Mw frente el angulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 120 mM de NaCl.

Se ha realizado el mismo procedimiento aumentando la concentracién de NaCl a
0.2 M. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.32 y en la Figura 3.66. Los
valores resultantes son: My (promedio)= 3.0x10* y un Nag (promedio)= 44 moléculas.

Tabla 3.32 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 200 mM de NaCl.

Angulo (°) M., (g/mol) X2 A; (cm3 mol/g?) Nag % pequeiia(Nag) Muw(g/mol) (Nag)-corregido
50 311300+3100 19300 (2.448+0.008) 104 181 52 (94) (3.0£0.2)x10¢ (44+3)
70 200600+1900 9260 (3.223+0.012) 10+ 137
90 132500+950 6030 (3.558+0.014) 10+ 113 57 (64) (2.840.2)x104 (41+3)
110 103290+650 4270 (3.814+0.015) 10+ 96
130 948504530 4770 (3.930+0.014) 10+ 87
150 84800+360 5750 (4.020+£0.012) 10+ 81 76 (62) (3.240.3)x10% (47+4)




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAP{TULO 3 ESTADOS DE AGREGACION EN SOLUCION DE DERIVADOS DE ACIDO COLICO

140000 —m— Mw (g/mol)

] —e— Mw corregida (g/mol)
120000

100000

80000 -] \

n
60000 T

S

Mw (g/mol)

40000
20000

T T T 1
40 60 80 100 120 140 160
Angulo (°)

Fig. 3.66 Representacién del Mw frente el angulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.2 M de NaCl.

Anéalogamente, la Tabla 3.33 y la Figura 3.67 recogen los datos obtenidos en
presencia de NaCl a 0.3 M. Los valores promedio obtenidos son: My = 3.7x10* y Nyg =
54 moléculas.

Tabla 3.33 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.3 M de NaCl.

50 2657001500 15400 (2.215+0.006) 10 393 52 (204) (3.1+0.1)x10% (45+2)
70 175040960 5890 (2.798+0.008) 10+ 259
90 126440620 3370 (3.023+0.010) 10+ 187 64 (120) (3.7+0.2)x10* (543)
110 1048702480 2600 (3.12020.010) 10+ 155
130 91590360 2730 (3.0730.010) 10+ 135
150 82630250 3130 (3.048+0.009) 10~ 122 82 (100) (4.4+0.5)x104 (64:8)
300000 - —m— Mw (g/mol)
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250000
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150000 —
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Fig. 3.67 Representacién del Mw frente el angulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.3 M de NaCl.

La Tabla 3.34 y la Figura 3.68 recogen los datos correspondientes a NaCl 0.4 M.
Ahora los valores promedio son: My, =4.9x10* y Nag = 73 moléculas.

Tabla 3.34 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.4 M de NaCl.

Angulo (°) M, (g/mol) X2 A: (cm® mol/g?) Nag | % pequefa(Nag) Muw(g/mol) (Nag)-corregido

50 213580+770 8620 (1.895+0.004) 10+ 316 59 (186) (4+1)x10 (62+15)
70 148130560 2980 (2.343+0.006) 104 219
90 115860+460 1620 (2.617+0.008) 104 171 62 (106) (4.240.4)x104 (63+6)
110 102130+390 1280 (2.71540.009) 10+ 151
130 92950+320 1480 (2.758+0.009) 104 137
150 873304240 1720 (2.787+0.007) 10+ 129 87 (110) (6.4+0.9)x10* (95+13)
250000 —n— Mw (g/mol)
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Fig. 3.68 Representacion del Mw frente el angulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.4 M de NaCl.

Para finalizar, se ha aumentado la concentracion de NaCl hasta 0.5 M, habiéndose
obtenido los datos mostrados en la Tabla 3.35 y en la Figura 3.69. Los valores promedio
son: My, = 4.3x10* y N,g = 64 moléculas.

Tabla 3.35 Datos obtenidos SLS, para el AdGluCNa con concentraciones de 60 mM, medido a diferentes
angulos con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.5 M de NaCl.

Angulo (°) My (g/mol) X2 A: (cm?® mol/g?) Nag % pequeiia(Nag) Mu(g/mol) (Nag)-corregido

50 320200+1300 10800 (1.791+0.004) 10+ 473 59 (186) (3.1£0.4)x10* (46+6)
70 194640+790 2600 (2.274+0.005) 10+ 288
90 134220+520 936 (2.439+0.007) 104 198 62 (106) (4.0£0.5)x10¢ (59+7)
110 110860+390 637 (2.386+0.008) 10+ 164
130 96890+300 756 (2.297+0.007) 104 143

150 90700+230 1000 (2.311£0.006) 10—+ 134 87 (110) (5.9£0.3)x10¢ (87+5)
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Fig. 3.69 Representacion del Mw frente el angulo de medicién, para el AdGluCNa con concentraciones de
60 mM con tampén C/BC de Na 15 mM y 0.5 M de NaCl.

Al representar la variacion del coeficiente de virial (corregido) en funcién de la
concentracion de NaCl medido a 90°, observamos la tendencia que se muestra en la
Figura 3.70.

a
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8,0x10™

A

4,0x10" 4 T~a—— ] .
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[NaCl] (mM)

Fig. 3.70 Representacion de los coeficientes de virial obtenidos, A, frente a la concentracion de NaCl para
las muestras de AdGluCNa descritas anteriormente.

Se determinaron los coeficientes de difusiéon para todas las concentraciones y todas
las fuerzas iénicas a 90°. Al representarlos frente a la concentracién, se obtiene la Figura
3.71. Se observa que al aumentar la fuerza iénica disminuye D.
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Fig. 3.71 Representacién de los coeficientes de difusion calculados frente a la concentracion de AdGIuCA,
en funcién del la concentracién de NaCl.

A partir de 0.3 M de NaCl, podemos observar como existe una cierta estabilizacién
del coeficiente de difusion.

Del ajuste lineal D7 = Do(1 + k - C + +++) calculamos D, Y k. Los datos resultantes
se resumen en la Tabla 3.36 y en la Figura 3.72.

Tabla 3.36 Coeficientes de Difusién obtenidos del ajuste lineal y constante k, de la pendiente del
ajuste, para AdGluCNa a las diferentes concentraciones de NaCl.

[NaCl] D, k
0 (1.39+0.03) 106~ 10.110°
100 (1.01£0.03) 10¢ 2,50 103
200 (0.76£0.03) 10¢  5.10103
300 (0.73£0.02) 106  3.87 103
400 (0.66£0.05) 10¢  3.62 103
500  (0.71+0.01)10° 1.03103
1.6x10° 4
1.4x10° E
1.2x10°
£ 1.0x10°
[
8.0x107
— .
6.0x10"
0 100 200 300 400 500
[NacCl] (mM)

Fig. 3.72 Representacién de los coeficientes de difusién calculados frente a la concentracién de NaCl para el
AdGluCNa.
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3.2.4.6 DISPERSION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS - SMALL-ANGLE X RAY
SCATTERING)

Se han realizado medidas mediante SAXS a una disoluciéon de concentraciéon 20
mM en Tampén Carbonato/Bicarbonato 15 mM, obteniéndose un radio de giro, Ry, de
1.6940.1 A, distancia méxima ij en la particula, D, 96.31 A y la intensidad a q=0, 1(0) =
0.783. Los datos experimentales obtenidos se pueden observar en la Figura 3.73.
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Fig. 3.73 Representacion del Intensidad de la radiacién dispersada el patrén de dispersién y los residuos, y
patrén de dispersion calculado [e2/ A3] frente a Q[A-l], y representacioén del Factor de forma frente a la
Distancia de todos los pares atomico ij en la molécula en A para una concentracion 20 mM de AdGluCNa
en Tampoén C/BC Na 15 mM.

3.2.4.7 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA
(TEM)

Se han preparado diferentes disoluciones de AdGluCNa con concentracién 0.1
mM, en Tampoén Carbonato/Bicarbonato 15mM.

Del analisis de las imagenes se obtienen el siguiente tamafo experimental medios:
didmetro= 38+11nm, (N=116), Figura 3.74.
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Fig. 3.74 Imdgenes TEM tomadas para una concentracién 0.1 mM de AdGluCNa en Tampén C/BC Na 15
mM. Escala de 1 pm.

Las imagenes de la Figura 3.75 corresponden a una concentracion 20 mM en
Tampoén C/BC Na 15 mM. El tamafio experimental resultante es: didmetro = 22+8nm,
(N=104).

Fig. 3.75 Imagenes TEM tomadas para una concentracién 20 mM de AdGluCNa en tampén C/BC de Na,
escala de 500 nm.
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3.3 COMENTARIOS ADICIONALES

Hemos observado que el AACH>CA es capaz de formar organogeles en diferentes
compuestos como acetofenona y clorobenceno, mientras que el NbCH>CA, amplia esta
capacidad al anisol y formaba esferulitas de gel en dioxano. También debemos de
destacar que ninguno de ellos formaba hidrogeles en las concentraciones de estudio.
Sin embargo, el AdSucCA representa una excepcién ya que se comporta como un buen
agente gelificante en agua. Este comportamiento se debe en gran medida a la
incorporaciéon de un enlace amida entre el grupo adamantilo y el otro grupo amida que
lo une al nicleo del esteroide. Sin embargo, al incorporar un grupo metileno adicional,
que separa los dos grupos amida, se pierde esta capacidad gelificante, en gran medida,
por lo que no influye tanto el tamafio del grupo hidrofébico terminal en esta
propiedad, como la limitacién de los grados de libertad de dicho grupo.

Por otro lado, se observa que los datos de drea por molécula aumenta segun la
siguiente secuencia AACH,CA < NbCH,CA < AdGluCA mientras que la tendencia de
la energia libre en la interfase aire/agua es inversa.

La concentracion de agregacion critica estudiada mediante fluorescencia y tension
superficial muestra la relevancia de la incorporacién del grupo hidréfobo en la
molécula de partida. Observando que el empleo del norbornilo daba unos valores
mayores de cac comparado con los otros tres compuestos estudiados. Por otra parte
una mayor separaciéon del grupo hidréfobo del nicleo esteroideo y su mayor
movilidad parece que genera una disminucién en el valor de cac obtenida.

Si observamos los tamafios de particulas o de agregados que han sido estudiados
en los diferentes medios y condiciones, observamos que existe una capacidad clara de
estabilizar agregados de mayor tamafio al ir aumentando la fuerza iénica del medio,
pasando de los 2-4 nm a los 6-10 nm, segtn el compuesto analizado, mientras que el
tamafio aproximado de agregado estd muy préoximo entre ellos, como muestran los
datos de dispersion de la luz dinamica, y la técnica de SAXs.

También se ha observado que en el caso particular del AdSucCA, tiene capacidad
de formar cristales liquidos, y mediante la variacion de la fuerza iénica del medio, es
posible invertir la luz polarizada absorbida por la muestra variando ésta de dextrégira
a levogira y viceversa.

Mediante la técnica de TEM y SEM y debido al bajo contraste y al procesado de las
muestras, se observa que los tamafios de particulas medidos son bastante méas grandes
que los observados por otras técnicas y bastante préximos entre si, para los diferentes
compuestos estudiados.
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Derivado de Acido Célico con Tioles. Resinas epoxi y Nanoparticulas
de Au. Mezclas Cataniénicas.

Este capitulo tiene dos apartados diferenciados. En primer lugar, trata sobre la sintesis de
derivados de dcido célico incorporando a su estructura grupos tioles y que fue realizada para la
obtencion de mnuevos derivados para su posterior aplicacion en la estabilizacion de
nanoparticulas de Au, habiendo caracterizado su tamario y su forma. Estos compuestos tienen
potenciales aplicaciones en el mundo de la biomedicina y biotecnologia. Como extension a este
apartado se han resumido dos trabajos que se han desarrollado hacia el final de la presente tesis a
modo de exploracion de nuevas lineas de investigacion sobre la union de resinas epoxi,
nanoparticulas metdlicas y diferentes técnicas de curado, haciendo uso de técnicas estadisticas
para el diserio de experimentos y ahondando en el estudio de algunas de las propiedades de los
nanocomposites obtenidos.

En segundo lugar, en este capitulo también se estudiaran tres compuestos sintetizados
derivados del dcido colico por la posicion, 24 dando origen a dos especies di-anionica y di-
cationica, para analizar los sistemas catanionicos generados. Por iltimo y debido a las
caracteristicas potenciales que pueden presentar las moléculas como agentes captadores de
metales, se propone y sintetiza una tercera molécula derivada de las anteriores. Estos derivados,
en conjunto o por separado, empleadas como agentes de complejacion de metales, pueden tener
diferentes tipos de aplicaciones de cardicter industrial y farmacologico.

Siempre es bueno que el conocimiento sea compartido.

(Alberto Espinosa - El mundo Amarillo)

La sintesis y comportamiento de los tensioactivos cataniénicos han sido publicados en

Langmuir, 29(40), 09/2013
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CAPITULO 4 DERIVADO DE AC CON TIOLES, NPs DE Au Y RESINAS EPOXI

4.1 DERIVADOS DE ACIDO COLICO CON TIOLES

4.1.1 NANOPARTICULAS DE ORO

En los altimos afios, las nanoparticulas han cobrado gran interés en la industria de
los polimeros. Se tratan de particulas con dimensiones inferiores a los 100 nm que
provienen de diferentes materiales, siendo los mas comunes los metales y sus 6xidos,
los materiales cerdmicos y los silicatos.! Las nanoparticulas que integran los coloides
metalicos suelen ser nanoparticulas de metales como Au, Ag, Fe y Cu, en suspension
en un disolvente dado.

Los coloides metalicos se conocen desde hace mucho tiempo: en la antigtiedad, los
coloides de oro se empleaban como sustancias colorantes en la fabricacién de vidrios.
Desde Faraday se conocen las propiedades 6pticas especiales de las suspensiones de
nanoparticulas metdlicas, las cuales posefan un color diferente segin el método de
fabricaciéon. El mecanismo preciso para dicha coloraciéon fue propuesto por G. Mie
quien mostr6 que los colores de los coloides metalicos, considerados como
suspensiones de particulas esféricas, eran una consecuencia conjunta de la absorcion y
difusién de la luz. En los tltimos tiempos las técnicas de fabricacion y modificaciéon de
coloides metalicos o semiconductores se han desarrollado extraordinariamente con el
fin de obtener particulas con morfologias y propiedades adecuadas para ser empleadas
en dispositivos nanoscépicos con aplicaciones diversas: dispositivos electrénicos,
6pticos, espectroscopicos, etc. El control de la forma y el tamafio de la nanoparticula
obtenida es importante ya que las propiedades optoelectronicas que de ellas deriven
dependen intimamente estos pardmetros.

A la hora de preparar coloides metalicos, se debe prestar especial atencion a la
estabilizacion de los mismos mediante diferentes medios o agentes protectores ya que
las particulas coloidales en suspension tienden a precipitar con el tiempo. En el
presente capitulo, emplearemos las moléculas sintetizadas como agente protectores y
determinaremos la forma y tamafio de las nanoparticulas asi estabilizadas.

Existen referencias bibliogréficas desde principios del siglo XX, describiendo la
sintesis de nanoparticulas en agua. Asi, en 1917, Neeta y col.2 describieron la sintesis
de particulas coloidales de oro estabilizadas con octadecanotiol, describiendo la
posibilidad de la realizacion de transferencias de fases entre una fase acuosa y otra
orgénica, empleando ciclodextrinas.

En 1985, Turkenvich publicé una revision, en dos partes, con unas 53 referencias
bibliograficas, referidas a la sintesis, estructura y morfologia de los sistemas coloidales
de oro.># Entre otros aspectos, destacé la reduccién de sal de oro con citrato de sodio a
100 °C, para la obtencién de una disolucion estable de nanoparticulas de Au de 20 nm
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de didmetro. También present6 el proceso de formacién de las nanoparticulas como un
proceso en tres etapas, nucleacion, crecimiento y coagulacién, describiendo cada uno
de ellos por separado.

En la segunda parte analiz6 la relacién existente entre la coloracion de la
disolucion de oro coloidal y el tamafio de particula mediante el estudio de las bandas
de absorciéon de las disoluciones obtenidas, analizando mas profundamente los
procesos de crecimiento y nucleacién. Asi mismo, analiz6 la importancia de las
soluciones coloidales de platino, y aleaciones de platino-oro en cuanto a las
propiedades cataliticas.*

En 1996 Fricker y col. presentaron una revisiéon bibliogréfica en la que trata de
establecer los usos médicos de los compuestos de oro, desde el punto de vista de su
uso en el pasado, el presente y sus aplicaciones futuras. Destacaron el uso de complejos
de oro en el siglo XX, en el tratamiento de artritis reumatoide, analizando su uso en la
interaccién con las proteinas, interacciéon en la transcripcién genética, asi como el uso
de complejos de oro con actividades antitumorales y antimicrobianas.

En 1999, Link y col.5 estudiaron el comportamiento de los espectros de absorcion
UV-VIS de las nanoparticulas de Au esféricas y cilindricas, en funcién de su tamano,
asi como la posibilidad de formar particulas esféricas a partir de las cilindricas
mediante la irradiacién con laser a una longitud de onda determinada.

Un afio més tarde, Schimdbaur® publicé una revisiéon bibliografica de unos 100
articulos aproximadamente, dando relevancia al término “aurophilicity”. Este término,
fue introducido en 1989 para describir los fenémenos de la quimica estructural del oro
que no podian ser descritos mediante los conceptos de la quimica de enlace
convencional y que hace especial el comportamiento del Au en comparacién con el de
otros elementos como el cobre, plata, platino y mercurio. Simultaineamente, Shipway y
col.” presentaron una nueva revision bibliografica de unos 287 articulos, sobre las
aplicaciones de las nanoparticulas en los campos de la electrénica, 6ptica y como
sensores, destacando su interés desde el punto de vista de la nanotecnologia y
nanoingenieria, describiendo diferentes métodos de sintesis y fijacion de las
nanoparticulas a diferentes sustratos.

En el afio 2001, Tetsu Yonezawa y col. dieron cuenta de la estabilizacién de
nanoparticulas de Au con un nuevo ligando disulfuro, empleando NaBH; para la
preparacioén de las nanoparticulas. Las nanoparticulas resultantes tenian un tamafio de
unos 2 nm estables y su polidispersidad era baja. La metodologia de sintesis seguida
fue la desarrollada por Brust y col.8 Debido a su simplicidad y buenos resultados en
cuanto a tamafio de particula y polidisperisidad, esta es la técnica que sigamos
nosotros en el presente trabajo.
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En el ano 2002, Paulini y col.® publicaron un articulo sobre el efecto de ligandos
ramificados en la estructura y estabilidad de monocapas de nanoparticulas de oro,
destacando su gran aplicabilidad en dispositivos y materiales, sintetizan
nanoparticulas de Au, con grupos funcionales amida en la monocapa variando los
grupos funcionales terminales, destacando las fuerzas de los enlaces de hidrégenos
intramonocapa en torno al ndcleo de Au. Esto es interesante desde el punto de vista de
la presente tesis, ya que nuestras moléculas modificadas van a presentar grupos amida
que podrian interactuar de la misma forma, dandole una mayor estabilidad a la
nanoparticula (véase la Figura 4.1.)
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Fig. 4.1. Enlaces de hidrégeno entre los grupos amida de la monocapa de la nanoparticula de oro. 9

En 2004, Daniel y col.’0 realizaron un amplio estudio bibliografico a través de 665
publicaciones. Detallaron diferentes métodos sintéticos para la formaciéon vy
estabilizacion de las nanoparticulas de Au y presentaron una descripcion
pormenorizada de los métodos fisicos para la sintesis de nanoparticulas tales como:
fotoquimica (UV, IR-cercano), radiolisis, termolisis y ultrasonidos. También
describieron la sintesis de nanoparticulas bimetélicas de Au con Ag, Pd, Pt, TiO, Fe,
Zn, Cu, ZrO,, CdS, Fe;Os y Eu. Asi mismo, describieron la sintesis de polimeros con
nanoparticulas de Au, destacando principalmente dos modos de formacién del
compuesto nanoparticula-polimero. El primero consiste en la sintesis in situ de las
nanoparticulas en la matriz polimérica mediante la reducciéon de la sal metalica
disuelta en la matriz o por evaporaciéon del metal en la superficie del caliente. El
segundo, menos empleado, consiste en la polimerizacién de la matriz en torno a las
nanoparticulas. Seguiremos este método al intentar introducir nuestras nanoparticulas
estabilizadas con sal biliar en el seno de un polimero tipo resina epoxidica. También
recogieron el empleo de dendrimeros tipo PAMAM con nanoparticulas de Au, para su
empleo como sensores, asi como el empleo de otro tipo de sustratos, silica, etc...
Adicionalmente, describieron las propiedades fisicas de las nanoparticulas de oro, las
caracteristicas de sus espectros de absorcion visible, fluorescencia, electroquimica y
propiedades electronicas de las mismas y, entre muchas otras, destacaron sus
aplicaciones en el campo de la biologia, la catalisis y en la 6ptica no lineal.
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Los autores destacaron que aunque el oro se presenta como un elemento inerte, la
reactividad de los ntcleos de oro que conforman las nanoparticulas tienen ttiles
aplicaciones en catalisis incluso a baja temperatura. La extraordinaria variedad de
estructuras, propiedades y aplicaciones, asi como la posibilidad de combinacién de las
nanoparticulas de oro con otras moléculas motivan un gran interés desde el punto de
vista interdisciplinar al involucrar diferentes aspectos de la quimica, fisica, biologia y
medicina.0

En 2005, Bhargava y col. describieron la sintesis y caracterizaciéon de
nanoparticulas de Au formadas mediante la reduccién de la sal de Au empleando
diferentes  aminoacidos como  L-tirosina,  glicil-L-tirosina 'y  L-arginina,
caracterizandolas mediante el empleo de SAXs y HRTEM. En este mismo afio,
Jurvilliers y col.’? describieron la obtencién de nanoparticulas de oro a gran escala
mediante una nueva técnica en un solo paso mediante la reducciéon de AuBrs con ¢-
BuOLi activado con LiH en dioxano, obteniendo nanoparticulas con baja
polidispersidad.

4.1.2 DERIVADOS DE SALES BILIARES CON NANOPARTICULAS
METALICAS

En los ultimos afos se han incorporado modificaciones a las sales biliares o se han
empleado conjugados de las mismas incorporando grupos tioles en sus estructuras,
para estudiar su comportamiento en la estabilizacion de nanoparticulas, asi como sus
posibles aplicaciones en diversos campos.

En 2006 Bhat y Maitra®® y col. describieron la sintesis de una serie de tioles
anfifilicos como agentes para estabilizar las nanoparticulas de oro. Destacan que los
grupos hidroxilo de los esteroides pueden adjuntar grupos activos para el empleo de
funciones especificas como catalisis, trasferencia de energia, sensores, etc. Emplearon
derivados de sales biliares obtenidos por transformacién de su posiciéon 24 en un grupo
tiol y también un trimero del acido célico como agente gelificante, destacando su
empleo como un medio excelente para la estabilizacion estructural de las
nanoparticulas, presentdndolo como un método novedoso para la obtenciéon de este
tipo de materiales compuestos. Es la primera referencia bibiografica en la que
encontramos el empleo de los derivados de acidos biliares para la estabilizaciéon de
nanoparticulas de oro.

En 2008, Kolehmainen y col. ™ describieron que el concepto del empleo de los
acidos biliares y sus conjugados en la nanociencia como una idea novedosa la cual abre
fascinantes campos, desarrollando en este articulo la estabilizaciéon de nanoparticulas
metdlicas mediante el empleo de un derivado tiol del &cido litocélico mediante la
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incorporacion de L-cisteina etil éster mediante un enlace amida por la posiciéon 24 del
acido biliar.

Cuatro afios mas tarde, Maitra y col.,’> describieron la formacién de hidrogeles
mediante el empleo de colato de sodio en presencia de diferentes iones metalicos como
Ca*2, Cu*?, Co*2, Zn*2, Cd*2, Hg*?2 and Ag*. Algunos de los hidrogeles obtenidos han
sido empleados para la sintesis de materiales hibridos con nanoparticulas de oro y de
plata, destacando las posibles aplicaciones de estos materiales hibridos nanoparticula-

gel.

En 2013 Rodriguez y col.1¢ describen la formacién de complejos de nanoparticulas
de Au, con bisursodeoxicolato(etielndiamina)-platino(Il), [Pt(UDC)z(en)], PtU,
aludiendo a metodologias y trabajos anteriores del grupo.l718 y estudian la actividad
citotoxica contra las células de osteosarcoma MG63.

En este mismo afio Maitra y col.l? presentaron una nueva familia de dimeros de
derivados de acidos biliares unidos mediante enlaces éter, formando organogeles en
diferentes disolventes aromaticos. Realizando estudios reolégicos de los mismos.
También han empleado las nanofibras en los organogeles para la incorporacion y
generaciéon de nanoparticulas de oro de diferentes tamafos y formas dando lugar a
nuevos materiales hibridos gel-nanoparticula.

4.1.3 PROPIEDADES OPTICAS DE LOS COLOIDES METALICOS

En general, los coloides poseen unas propiedades 6pticas derivadas del tamafio de
las nanoparticulas en suspensioén y, en particular, los coloides metélicos presentan unas
propiedades 6pticas especificas derivadas de su naturaleza metalica. Sin embargo, en
muchos casos, pueden diferir de las de los metales a nivel macroscépico. En la
realidad, las nanoparticulas metdlicas pueden ser consideradas como un estado
intermedio entre un simple d4tomo y el material a escala macroscopica.

Las propiedades de los materiales macroscopicos miniaturizados difieren en
muchos aspectos de los materiales de origen, siendo una caracteristica importante el
hecho de que sus niveles electrénicos sean discretos, lo que da lugar a la manifestacion
de efectos cudnticos. Entre estos efectos estd el de los plasmones, nombre que reciben
las oscilaciones colectivas de los electrones libres existentes en los metales, las cuales
llevan asociadas niveles energéticos tales que las transiciones electrénicas entre las
mismas dan lugar a la extincion de una parte de la luz incidente, dando lugar a un
efecto de coloracion en estos sistemas. Cuando las particulas metélicas son de pequefio
tamarfio en relaciéon con la longitud de onda, la absorcién predomina sobre la difusion.
La energia de los plasmones depende de la naturaleza del metal asi como de la
morfologia y tamafio de la nanoparticula.
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414 PROPIEDADES ELECTRICAS DE LAS SUPERFICIES DE
NANOPARTICULAS METALICAS.

Un aspecto importante a tener en cuenta en la estabilidad de los coloides
metalicos, son sus propiedades superficiales, las cuales son de gran importancia con
vistas a aplicaciones posteriores.

Las nanoparticulas metélicas presentan una interfase con cargas positivas,
resultantes de un defecto de electrones en los dtomos de la superficie que pasan al
medio que las circundan. Esta carga es neutralizada por iones negativos, normalmente
procedentes de las sales empleadas en la preparaciéon del coloide. Se forma entonces
una doble capa eléctrica que da lugar a la llamada capa de Stern (Figura 4.2), integrada
por iones rigidamente unidos a la superficie del metal. A continuacién se encuentra la
capa de difusién, en la que los iones presentan mayor movilidad.

Metal Disolusion

&
$o
O

i

=

Capa de Stem Capa de Difusion Disolucion

Fig. 4.2. Distribucién de iones sobre la superficie de la nanoparticula metalica y curva de potencial eléctrico
(¥) en funcién de la distancia a la superficie.

Como consecuencia de la distribucion de cargas positivas y negativas sobre la
superficie, la particula presenta una carga neta negativa. La carga residual del metal en
su superficie es una propiedad importante que asegura la estabilidad de la particula en
suspension. El potencial eléctrico en la superficie es dificil de determinar. Sin embargo
es mas facil determinar el potencial en la interfase entre la capa de Stern y la de
difusién, que es el potencial Z. Este potencial es mas empleado, ya que su valor
depende en buena parte de las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas, tales
como la movilidad, difusibidad y estabilidad.

La estabilidad de estos sistemas estd gobernada por un balance de las fuerzas
atractivas tipo van der Waals y las repulsivas electroestéticas entre nanoparticulas. Las
fuerzas electroestaticas de repulsion entre particulas dependen de la distancia segin
1/12 mientras que las fuerzas de atraccion son mucho mas débiles ya que depende de
1/r6, siendo r la distancia entre particulas. Las particulas tienen que vencer un
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potencial maximo para poder aproximarse lo suficiente como para adherirse y/o
agregarse. La barrera energética depende del potencial Z de las nanoparticulas.

La reducciéon del potencial Z puede inducirse mediante la adsorcién de una
molécula neutra sobre el metal, o bien por la neutralizacién de la carga residual de la
particula, lo que da lugar a una reduccién en la barrera de potencial y se produce la
agregacion de las particulas.?0

4.1.5. PROPIEDADES QUIMICAS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS

El area superficial de las nanoparticulas se incrementa con el descenso de su
tamafio. Asi una particula de 1 nm de didmetro tendré el 100% de sus atomos en la
superficie, una particula de 10 nm, tendria tnicamente en torno al 15% de sus atomos
en la superficie. En consecuencia una nanoparticula pequefia con una alta area

superficial serd méas reactiva.

Ademas, el cambio cualitativo en la estructura electréonica produce un
confinamiento cudantico, lo que les proporcionara unas propiedades cataliticas
inusuales a estas particulas, totalmente distinto del material s6lido macroscépico.2t

4.1.6. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.6.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE AU

Una de las partes fundamentales de este capitulo consiste en la formacién de las
nanoparticulas de Au que posteriormente seran caracterizadas y estabilizadas con los
derivados de sal biliar que hemos sintetizado. Para ello es fundamental conocer la
sintesis y las caracteristicas de las nanoparticulas de Au que trataremos de estabilizar.
Aunque brevemente (ya que las publicaciones citadas no constituyen mdas que una
pequefia parte de las innumerables publicaciones y trabajos desarrollados en los
ultimos afios sobre las nanoparticulas metalicas), hemos visto en la Introduccién las
rutas de sintesis y sus aplicaciones.

Para el desarrollo de este capitulo nos centramos en dos de las rutas mas
empleadas para la obtencién de nanoparticulas de Au, rutas ampliamente estudiadas y
de las que trataremos de reproducir algunos de los trabajos bibliograficos a la hora de
escoger el mejor método sintético desde el punto de vista de la calidad de
nanoparticula obtenida y su tamafio. Las dos rutas seran la reducciéon de sal de Au
mediante (i) citrato sédico y (ii) borohidruro sédico, para luego adaptar las condiciones
para la estabilizacién con nuestras moléculas.

Para ello la primera ruta estudiada se describe a continuacion.
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4.1.6.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE AU CON CITRATO DE SODIO

Para la sintesis de nanoparticulas de Au con citrato en agua seguiremos el
siguiente procedimiento descrito por Liu et al.22 Se vierte 1 ml de una disolucién en
agua 5 mM de HAuCly sobre 18 ml de agua, obteniendo 19 ml de una disolucion de
HAuCls (0,26 mM); se calienta hasta ebullicion (Tabla 4.1) y se afiade el volumen
correspondiente de una disoluciéon 19,4 mM de citrato de sodio en funcién de la
relacion reductor/oro que escojamos. Continuamos calentando hasta que el cambio de
color, a purpura claro, sea evidente. Transcurridos unos 15 minutos a ebullicién, se
deja enfriar a temperatura ambiente. Tratando de caracterizar Las nanoparticulas
obtenidas se caracterizan mediante UV-VIS (Figura 4.3) y microscopia TEM (Figura
4.4).

Tabla. 4.1. Disoluciones preparadas, absorbancia maxima obtenida de los espectros UV-VIS, didmetro
medio obtenido en funcién del namero de particulas estudiadas y naimero medio de d4tomos de oro
calculados por nanoparticula de Au sintetizada.

V (ml)
disolucion Relacion Abs (D) diametro n°
citrato Citrato/  maxima medio (nm) particulas
sodico Au (nm) medidas
19,4mM

10N/ Nimero
medio de atomos
de oro por
nanoparticula

V (ml)
disolucion
HAuCI4 0,26
mM

19 2 8 524 15+1 152 10+2
19 4 16 527 17+2 159 15,245
19 6 24 525 2143 160 29+12
19 8 31 522 20+2 154 257
24
22—-
20—-
18-
16-
14—-
gal b
N 104
8
6
4]
2]
o-,.II —— ——— ————
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Relacion molar reductor / Au
Fig. 4.3. Diametros de nanoparticula obtenidos mediante microscopia TEM en funcién de la relacion
reductor/sal de oro empleada.
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Fig. 4.4. Imagenes TEM para las diferentes muestras elaboradas relacion citrato/ Au:
a)2,b)4,¢)8,d) 16, e) 24, f) 31. Escala a) y b) lpm; c), d), e), y f) 0.5 pm.

La Figura 4.3 muestra una clara tendencia general a aumentar el tamafio de las
nanoparticulas a medida que vamos aumentando la relacion citrato/ Au, asi como su

polidispersidad.
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El namero medio de atomos de oro por nanoparticula puede ser calculado
mediante el andlisis de las micrografias de TEM, obteniéndose los datos mostrados en
la tabla anterior. Usando el software Image], se determina el didmetro medio del
nucleo de las particulas (D, nm), asumiendo la forma esférica y una estructura fcc. El
nimero medio de atomos de oro (N) para este tipo de nanoesferas es calculado
mediante la ecuacién 4.1.

N3
N =ZE2 . N, =30,89602 - D? Ec.4.1

Siendo p la densidad para el oro fcc (19,3 g/cm’) y M (= 196,967 g/mol) la masa
atémica del oro y Na el nimero de Avogadro.

La concentracion molar de la disoluciéon de nanoparticulas, consideradas esféricas,
se puede determinar dividiendo el ntimero total de d&tomos de oro (Nrtowl, equivalente a
la cantidad inicial de sal de oro ahadida a la disolucién de reaccién) entre el namero
medio de atomos de oro por nanoesfera o nanoparticula (N) como muestra la ecuaciéon
4.2.

= Motal Ec.4.2.
NV-Ny
Siendo V el volumen de la disolucién de la reacciéon en (litros) y Na el ntimero de
Avogadro. Se asume que la reduccion de Au(lll) a atomos de Au es del 100%. La
concentracion de las disoluciones diluidas puede ser calculada a partir de esta
concentracion inicial de acuerdo con la concentracion relativa (Tabla 4.2).

Tabla. 4.2. Concentracién molar de nanoparticulas calculadas para cada una de las disoluciones obtenidas.

10“N: Nimero medio  10*°(C) Concentracién molar de

ml?eidéi?(z;rr?q) de 4tomos dg 0ro por nanoparticulas en la disolucion
nanoparticula (mol de nanoparticulas Au / L)
13+1 6.8+2 3749
13+1 6.8+2 368
15+1 10+2 2315
17x2 15+5 1445
21+3 29+1) 0.7+0.3
20+2 25+7 0.740.2

La absortividad molar (¢) en el maximo puede ser determinado mediante la ley
de Lambert-Beer, A=¢-b-C, siendo A = la absorbancia medida para cada
concentracion y b el camino 6ptico (1 cm).
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Se ha empleado el método de dilucién-extracciéon? para la determinacién de
dichas absortividades para las concentraciones y relaciones que se muestran en la
Tabla 4.3.

Tabla. 4.3. Absortividades molares calculadas en cada una de las disoluciones elaboradas en funcién de las

relaciones de reductor empleado.

Citrato/Au = 2. A= 529nm Citrato/Au = 4. A = 520nm Citrato/Au = 8. A = 524nm
10°C; (Au) Absorbancia 10°C; (Au) Absorbancia 10°C; (Au) Absorbancia
37 0.958 3.6 0.914 23 0.741
3.0 0.766 291 0.736 1.8 0.591
24 0.615 2.33 0.593 1.44 0.468
1.9 0.493 1.86 0.475 1.16 0.371
1.5 0.395 1.49 0.38 0.924 0.298
1.2 0.315 1.19 0.304 0.739 0.239
Citrato/Au = 16. A = 527nm Citrato/Au = 24. A = 525nm Citrato/Au = 31. A = 522 nm
10°C; (Au) Absorbancia 10°C; (Au) Absorbancia 10°C; (Au) Absorbancia
14 0.52 0.69 0.718 0.74 0.603
1.13 0.411 0.552 0.564 0.592 0.483
0.906 0.329 0.442 0.456 0.474 0.365
0.724 0.265 0.354 0.363 0.379 0.296
0.58 0.214 0.283 0.291 0.303 0.239
0.464 0.172 0.226 0.236 0.6 0.195

Ci representa la concentracion de Au en la disolucién final, para la relacién de
citrato s6dico/ Au correspondiente, A la longitud de onda maxima a la cual han sido
medida las absorbancias para cada muestra mediante UV-VIS.

Se han obtenido representaciones similares a las mostradas en la Figura 4.5 para
cada una de las diferentes relaciones citrato/Au. Esta figura recoge un ejemplo de
espectro de absorciéon UV-Vis para la muestra CiAuNPs-2, nanoparticulas estabilizadas
con citrato sédico. También se muestra el ajuste lineal de la curva absorbancia-
concentracion para la misma muestra, obteniéndose para todas ellas coeficientes de
correlacion muy préximos a 1, obteniéndose un buen ajuste lineal de los datos
experimentales para todas las muestras de nanoparticulas. La Tabla 4.4 recoge las
absortividades molares obtenidas.

Otro hecho importante es que el aumento del tamafio del nicleo de las
nanoparticulas produce un crecimiento del valor de las absortividades molares segin
la ecuacion (In € =k In D + a), por lo que el crecimiento es exponencial (Figura 4.6). El
coeficiente de correlacion es igual a 0.927. Este hecho esta de acuerdo con la teoria de
Mie y el estudio recogido por El-Sayed y col.>24
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Fig. 4.5. Espectros UV-VIS para la muestra CiAuNPs-2 a las diferentes concentraciones y representacion

del ajuste lineal de los maximos de la absorbancia.

Tabla. 4.4. Absortividades molares calculadas en cada una de las disoluciones elaboradas en funcion de las
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relaciones de reductor empleado, la constante dieléctrica del agua a 25°C es de 78.4.

Concentracion inicial

Didmetro NPs.

lem-l -8
Muestra (104 mol Au /L) o & (M1em?) x10
CiAuNPs-2 2.53 13+1 2.56+0.02
CiAuNPs-4 247 131 2.54+0.004
CiAuNPs-8 2.35 15+1 3.24+0.01
CiAuNPs-16 2.15 1712 3.67+0.02
CiAuNPs-24 1.98 21+3 10.32+0.04
CiAuNPs-31 1.83 20+2 8.02+0.08
1 Data: Datal_BG
20.8 - Model: Line
_ Equation: y = A + B*x n
Weighting:
20.6 - y No weighting
1 Chir2/DoF =0.03284
20.4 RR2 = 092727
—_ 1 A 12.14073 +1.08643
.g 20.2 - B 2.77916 +0.38916
S ]
5 2004
§ ]
E 19.8
19.6 4
19.4 4
192 T T T T T 1
25 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1

In (Didmetro de nanoparticulas nm)

Fig. 4.6. Representacion de In(e) frente al In(D).
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Los valores de k =2.78 y a = 12.4 obtenidos se aproximan a los publicados por Liu y
col. (3.32 y 10.8), asi como a los recogidos por El-Sayed y col. (2.75 y 11.7 para los
estudios experimentales y 3.36 y 8.1 para los célculos tedricos).

4.1.6.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE AU CON BOROHIDRURO DE Na.

En este caso, el agente reductor para la sintesis de nanoparticulas de Au en agua es
el borohidruro de sodio. Para ello, seguimos el mismo procedimiento descrito
anteriormente, afladiendo 1 ml de una disolucién acuosa 5 mM de HAuClysobre 18 ml
de agua, obteniendo 19 ml de una disolucién de HAuCly (0,26 mM) a temperatura
ambiente y mantenida bajo continua agitacion. Se afiaden los ml correspondientes, gota
a gota, de una disoluciéon 19,4 mM de borohidruro de sodio segin las cantidades
recogidas en la Tabla 4.5, y continuamos agitando hasta que el cambio de color (a
purpura) sea evidente, transcurrida una hora. Se realizaron medidas de UV-VIS y
microscopia TEM.

Tabla. 4.5. Disoluciones preparadas, absorbancia méxima obtenida de los espectros UV-VIS, didmetro

medio obtenido en funcién del niimero de particulas estudiadas y ntiimero medio de dtomos de oro

calculados por nanoparticula de Au sintentizada, asi como las estructuras obtenidas en cada caso.

BHAuNPs-2 0.5 2 530 Agregacion
BHAuNPs-4 1 4 521 11+£2 154 (4£2)x104
BHAuNPs-8 2 8 524 5+1 156 (3£2)x10%
BHAuNPs-16 4 16 518 Estructuras vermiformes
BHAuNPs-24 6 24 521 Estructuras vermiformes
BHAuNPs-31 8 31 513 Estructuras vermiformes

La Figura 4.7 recoge algunas imdgenes TEM obtenidas para cada una de las
muestras que se han elaborado. En comparacién con el método anterior es posible
obtener nanoparticulas de menor tamano, pero la estabilidad de las mismas es mucho
peor que en el caso del citrato, obteniéndose, en los casos extremos de relaciones
reductor/sal, estructuras vermiformes o agregados de nanoparticulas como
observamos en la tabla anterior y en las imagenes TEM.

Siguiendo la misma metodologia anterior determinamos la concentracién molar de
nanoparticulas en la disoluciéon. Como anteriormente, asumimos que la reduccién de
Au(Ill) a a&tomos de Au es del 100%. La concentracion de las disoluciones diluidas,

pueden ser calculadas a partir de esta concentracion inicial de acuerdo con la
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concentracion relativa, para los dos casos en los cuales obtuvimos nanoparticulas de
tipo esférico (Tabla 4.6).
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Fig. 4.7. Iméagenes TEM para las diferentes muestras elaboradas relacién citrato/ Au: a) 2, b) 4, c) 8, d) 16, )
24, f) 31.
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Tabla. 4.6. Concentracién molar de nanoparticulas calculadas a partir de los datos experimentales.

. (N) Numero medio de (C) Concentracién molar de
Diametro : ) ] iy
edte ) atomos de oro por nanoparticulas en la disolucién

nanoparticula (mol de nanoparticulas Au / L
1142 (4.122)x104 (6+3)x10-
5+1 (3.9+2)x104 (6+4)x108

Determinaremos la absortividad molar siguiendo la ley de Lambert-Beer y
empleando el método de dilucién-extraccién. Los datos de absorbancia obtenidos se
muestran en la Tabla 4.7.

Tabla. 4.7. Absorbancias obtenidas en funcién de las relaciones de reductor,

Borohidruro/Au = 4. A = 521nm Borohidruro/Au = 8. A = 524nm

GCi (Au)x109 Absorbancia G (Au)x108 Absorbancia
6.0 0.6136 6.1 0.6590
438 0.4956 49 0.5318
3.8 0.3996 3.9 0.4307
3.1 0.3193 3.1 0.3459
25 0.2566 25 0.2794
2.0 0.2051 2.0 0.2232

Ci representa la concentracion de Au en la disolucién final; para la relacion de
borohidruro s6dico/ Au correspondiente y A la longitud de onda maxima a la cual han
sido medida la absortividad molar. Se han obtenido representaciones similares a las
mostradas en la Figura 4.7 para cada una de las diferentes relaciones borohidruro/Au.
En ella se muestra un ejemplo de espectro de absorcion UV-Vis para la muestra
BHAuNPs-8, nanoparticulas estabilizadas con borohidruro sédico y la representaciéon
correspondiente ley de Lambert-Beer. Las absortividades molares obtenidas se recogen
en la Tabla 4.8.

Al igual que sucedia con el citrato observamos que el aumento del tamafio del
nicleo de las nanoparticulas produce un crecimiento significativo del valor de las
absortividades molares, aunque en este caso, debido a la ausencia de datos
intermedios, simplemente podremos analizar dicha tendencia de crecimiento. A pesar
de tener s6lo dos puntos y no poder verificar la linealidad exigida, hemos estimado los
valores de k y a , iguales a 1.7 y 15.0 respectivamente. Estos valores estan mas alejados
de los determinados Liu y col. y por El-Sayed y col. ya citados, asi como de los
obtenidos mediante el método anterior, esto es, mediante la reduccién con citrato. Esto
puede ser debido en parte a la escasez de concentraciones a las cuales pudieron ser
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determinados los correspondientes valores, pero sobre todo a los procesos de
asociacion de las nanoparticulas detectados mediante TEM.

elacién Borohidruro/Au = §

0.7 o

0.6

0.5

Absorbancia
o
R

0.3

0.2

0.1

0.0

T T T T T
400 500 600 700 800

Relaci” n Citrato/au = 8

0.6 Equation: y = B*x

Chir2/DoF = 8.5827E-6
R'2=0.09974

B = 10575933.60702484872.07685
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Fig. 4.7. Espectros UV-VIS para la muestra BHAuNPs-8 a las diferentes concentraciones empleando el

método de dilucion extraccién y representacion de la absorbancia vs concentracion.

Tabla. 4.8. Absortividades molares en cada una de las disoluciones elaboradas en funcion de las relaciones

de reductor empleado. La constante dieléctrica del agua a 25°C es de 78.4.

Concentracion inicial Diametro NDPs.
(104 mol Au /L) D(nm)
BHAuNPs-4 247 11+2 1.03+0.004
BHAuNPs-8 2.35 5+1 0.11+0.001

En definitiva, hemos observado pues que empleando citrato obteniamos
disoluciones mas estables para un rango de concentraciones mdas amplio. Esto es en
parte debido al papel de estabilizaciéon de las nanoparticulas que proporciona el citrato,
mientras que en el caso del borohidruro se consiguen tamafnos de nanoparticulas mas
pequenos al ser un mejor agente reductor, actuando a temperatura ambiente, sin
necesidad de elevar la temperatura de la disolucién, pero el rango de concentraciones y
de relaciones reductor/sal es menor. Para los estudios posteriores hemos elegido este
altimo reductor ya que nos ofrece la posibilidad de alcanzar nanoparticulas de menor
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tamafio y para aumentar la estabilidad del sistema trataremos de emplear alguna de las

moléculas que sintetizaremos a continuacién.
4.1.7. DERIVADOS DE ACIDO COLICO CON GRUPOS TIOL
4.1.7.1. DIMERO DE BIS(MERCATOETILAMINA)BIS(COLATOSODICO) DE AEDT

Siguiendo la ruta sintética que se describe en el Apéndice A de Sintesis, hemos
sido capaces de sintetizar el dimero de 4cido célico con un puente de unién de AEDT
modificado con mercaptoetilamina para ahadir dos grupos tioles que nos permitan la
interaccién con las nanoparticulas de Au. La molécula sintetizada en su forma 4cida, se
muestra en la Figura 4.8.

Fig. 4.8. Dimero de Acido Célico con puente AEDT y mercaptoetilamina con dos grupos tioles.

Con este dimero se ha realizado un estudio de gelificacion tipico en diferentes
disolventes organicos en su forma 4cida. No se han obtenidos cristales del mismo. Se
ha observado que presenta solubilidad en disolventes como: 1-pentanol, 2-butanol, 2-
propanol, tetrahidrofurano, dimetilsulféxido y parcialmente en 1,4-dioxano. En el resto
de disolventes organicos ensayados, la solubilidad fue escasa o inexistente en las
condiciones de experimentacion desarrolladas y que ya fueron descritas en el capitulo
3.

La incorporacién de los grupos tiol a la molécula permite tener dos grupos muy
activos para la estabilizacion de las nanoparticulas de Au. También presenta otra serie
de grupos que pueden también participar en dichos procesos como son los grupos
hidroxilo del ntcleo esteroideo que se han mantenido intactos en el proceso sintético,
asi como los dos grupos carboxilicos terminales, que permiten que sea una molécula
con una buena solubilidad en agua aunque dependiente del pH de la disolucién.
Debemos destacar que la presencia de dos grupos tiol en la molécula también presenta
la posibilidad de formar puentes disulfuros.
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4.1.7.2. SINTESIS DEL COMPUESTO: [3B, 5A, 7A, 12A]-3[(TIOGLICOIL)-AMINO]-7-
12-DIHIDROXICOLAN-24-OATO DE SODIO, TioGlyCNa.

Hemos sido capaces de sintetizar el glicolato de acido célico con un grupo tiol, que
permite la interacciéon con las nanoparticulas de Au. La molécula sintetizada se
muestra en la Figura 4.9. Ver apéndice A de sintesis.

Fig. 4.9. Esquema de la molécula TioglyCA sintetizada.

4.1.7.3. SINTESIS DEL COMPUESTO: [3B, 5A, 7A, 12A]-3[(MERCAPTOPROPANOIL)-
AMINOI]-7-12-DIHIDROXICOLAN-24-OATO DE SODIO, MerProCNa.

Siguiendo la misma ruta sintética anterior, hemos sido capaces de sintetizar el
mercaptopropanoato de acido célico con un grupo tiol que permite la interaccién con
las nanoparticulas de Au. La molécula sintetizada se muestra en la Figura 4.10.

OH

| ‘
/\)X\N
HS’ 4

Fig. 4.10. Esquema de la molécula TioglyCA sintetizada realizada mediante Chemdraw.

41.74. SINTESIS DEL COMPUESTO: [3B, 5A, 7A, 12A]-3[(N-(TERT-
BUTOXICARBONIL)-S-TRITIL-L-CISTEINIL)-AMINO]-7-12-DIHIDROXICOLAN-24-
OATO DE SODIO, BOC-Cys-TrtCNa.

Siguiendo la misma ruta sintética de los compuestos anteriores, hemos sido
capaces de sintetizar la molécula protegida. Se ha conseguido la resolucién cristalina
del producto al salir de la columna cromatogréfica, durante la fase de desprotecciéon
del grupo BOC y trifenilo asi como del éster de metilo de la sal biliar. Se han empleado
diferentes rutas pero hemos tenido problemas con la aparicién de subproductos que no
nos han permitido la obtencion de un producto de buena calidad (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Imagen del cristal obtenido para el BOC-Cys-TrtCOOMe.

4.1.8. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE AU CON LOS DERIVADOS DE
SAL BILIAR

Una vez hemos obtenido los compuestos deseados, tratamos de sintetizar las
nanoparticulas de Au y estabilizarlas mediante el recubrimiento con las sales biliares
modificadas.

Para la sintesis y estabilizacion de las nanoparticulas de Au, como hemos
comentado anteriormente, emplearemos como reductor el NaBH,, con la relacién sal
de Au/reductor intermedia entre aquellas que nos han proporcionado mejores
resultados en el primer apartado. Para la estabilizacién de dichas nanoparticulas se ha
probado con diferentes relaciones molares de sal de Au/dimero de sal biliar, siendo las
relaciones probadas las siguientes: 1:1 y 2:1. Mediante TEM se estudiaron las particulas
obtenidas.

1- Nanoparticulas de Au, con relacién molar 1:1 sal de Au/dimero.

Para dicha sintesis hemos cogido 1 ml de una disolucién acuosa de 5 mM de
HAuCls sobre 18 ml de Agua mili-Q, obteniendo 19 ml de una disolucién
acuosa de HAuCly (0,26 mM). Aftiadimos 5,96 mg de dimero en su forma de sal
sodica, con una relaciéon molar sal de Au/ditiol de 1:1 y se deja aprox. 1 h en
agitacion observando un cambio en la coloracién de amarillo a lila (rosa claro),
indicativo de que el dimero ya ha actuado en parte como reductor.
Posteriormente se afiaden 1,5 ml NaBH4 (19,4 mM) en MeOH. Se deja en
agitacion durante 2 h mas y filtramos a través de un filtro de 45 pm.

La Figura 4.12 recoge algunas imdgenes obtenidas mediante microscopia TEM.
Se observa que el tamafio obtenido es muy similar al de nanoparticulas cuando
usdbamos el citrato s6dico como agente reductor, hecho atribuible a que, al
igual que el citrato, el dimero actta como reductor y estabilizador de las
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nanoparticulas de Au generadas. Queda evidente que el dimero biliar
interacciona con la sal de Au reduciendo y estabilizando dichas nanoparticulas.

2- Nanoparticulas de Au, con relaciéon molar 2:1de sal de Au/dimero.

Siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito, se adicionan ahora
2,98 mg del dimero (en forma de sal) en agua. Se observa que, en este caso,
antes de afiadir el NaBHs no ha habido cambio de coloracién, por lo que es de
suponer que no existe suficiente cantidad de dimero para generar la reduccion
de la sal de oro. Una vez adicionado el borohidruro se deja en agitaciéon durante
2 h maés y filtramos a través de un filtro de 45 um. La disolucién obtenida se
estudia mediante micrografia TEM obteniendo las imagenes que se muestran en
la Figura 4.13.

Fig. 4.12. Nanoparticulas estabilizadas con Dimero de sal biliar con relacién molar 1:1. Didmetro medio

14+2 nm. (N=165 nanoparticulas analizadas, didmetros maximo y minimo: 21lnm y 9 nm).

Fig. 4.13. Nanoparticulas estabilizadas con Dimero de sal biliar con relacién molar 2:1, diametro medio 61

nm (N=164 nanoparticulas analizadas, didmetro maximo 10 nm y minimos de 4 nm).

En vista a los resultados hasta aqui comentados, se decidi6 realizar un ensayo sin
la adicién de reductor, para lo cual se siguieron los procedimientos anteriormente
descritos y se obtuvieron imagenes TEM.

3- Manteniendo una relacién molar 2:1 de sal de Au/dimero, se mantiene la
disolucién en agitacion durante tres horas sin afiadir ningin reductor. Las
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imagenes muestran que existe bastante agregaciéon y una mayor heterogeneidad
(Figura 4.14). Sin filtrar la disolucion presenta una coloracién amarilla.

4- Manteniendo una relacién molar 4:1 de sal de Au/dimero, hemos obtenido una
disolucién de color violaceo muy claro, con un espectro de absorcién con una
banda con un méximo en 612 nm, indicativo de que la reduccién no se ha
producido en la direcciéon que deseamos con tamafios de nanoparticulas
relativamente mas grandes y mas polidispersos, en torno a los 10 nm.

Fig. 4.14. Nanoparticulas estabilizadas con Dimero de sal biliar con relacién molar 2:1, didmetro medio 9+1

nm (N=121, dimensiones maxima y minima: 12 y 6 nm).

5- A partir de una disolucién preparada como lo indicado en el punto anterior, se
obtuvieron imagenes TEM de las disoluciones pero sin filtrarlas para tratar de
determinar la influencia del filtrado en la disolucién. Los resultados obtenidos
fueron similares a los del punto 3, por lo que podemos concluir que el filtrado
no influye en exceso en el tamafio y distribucién de nanoparticulas obtenidas
(Figura 4.15).

Fig. 4.15. Nanoparticulas estabilizadas con Dimero de sal biliar con relacién molar 2:1, didmetro medio 7+1
nm (N=201, dimensiones maxima y minima: 11 y 4 nm).

6- Siguiendo los procedimientos descritos pero con una mayor cantidad de
reductor, ahadiendo 2 ml NaBH4 (19,4 mM) en MeOH, en la que se deberia de
obtener el tamafio de particula minimo, se observa que la polidispersidad de la
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disolucién ha aumentado ligeramente asi como el tamafio de particula (Figura
4.16).

Hemos visto que la sal biliar interactiia con la sal de Au para ayudar en la
reducciéon de la misma para la obtencién de las nanoparticulas y que el dimero biliar
mediante sus grupos tioles, ayuda a proporcionar una mayor estabilidad a las
nanoparticulas al unirse a su superficie.

Fig. 4.16. Nanoparticulas estabilizadas con Dimero de sal biliar con relacién molar 2:1, didmetro medio 7+2

nm (N=246, dimensiones maxima y minima: 13 y 2 nm).

Con respecto a la estabilidad de las particulas con el tiempo, podemos indicar que
se obtuvieron imagenes TEM de las disoluciones mas representativas con sal biliar
transcurridos 4 meses desde su preparacion y no se observaron cambios significativos
en las muestras.

La Figura 4.17 muestra el proceso cinético de formacioén de las nanoparticulas,
habiendo preparado las disoluciones como ya se ha indicado en presencia de sal de Au,
borohidruro sédico y 4cido mercaptopropanoico. Se observa que a medida que avanza
la reaccién, disminuye la banda asociada a los grupos C-SH, asi como la banda
asociada a la sal de oro, Au*’. A la disminucién de las bandas anteriores, hay que
asociarle la aparicion de la banda plasmoénica asociada a la formacién de las
nanoparticulas de Au (directamente asociada a la coloraciéon de la disolucién), que
variard segtn el tamafio y forma de las mismas.

Se ha realizado una comparativa entre los espectros de UV-VIS de las muestras de
nanoparticulas obtenidas para una muestra de TioGlyCNa con relacién molar
Au:TioGlyCNa, 2:1, Au:MerProCNa 2:1 y Au:DimCNa 2:1 y 1:1. Los espectros de
absorcion vis-UV se muestran en la Figura 4.18.

Para las muestras probadas, el menor tamafo se ha obtenido cuando se emplea el
TioglyCNa como protector, con un tamafio de particulas proximo a los 3 nm, mientras
que para el MerProCNa, el tamafio obtenido es muy similar al obtenido cuando se
empleaba sé6lo el acido mercaptopropanoico como agente protector. Al emplear el
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acido tioglicolico, las muestras obtenidas presentaban un tamafio mayor, préoximo a 6
nm. Por dltimo, la banda en 562 nm obtenida en presencia del dimero, confirma el
tamafio de nanoparticula estabilizada obtenida mediante TEM (6 nm).

Fig. 4.17. Seguimiento de la formacién de nanoparticulas mediante espectroscopia UV-VIS, para una

muestra de sal de Au, borohidruro sédico y dcido mercaptopropanoico seguida durante 24 h.

114 —— Au-MerProCNa 2:1 (Ab__ = 552 nm)
10 — Au-TioGlyCNa 2:1 (Ab__= 530 nm)
0.9 — Au-sin tiol (Ab__ = 575 nm)
08 ~ Au-DimerCNa 2:1 (Ab__ = 562 nm)
074 ~— Au-DimerCNa 4:1 (Ab__ =612 nm)
0.6

© |

S5 054
0.4
0.3
02
0.1
0.0
01l 4+ 77—+
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Fig. 4.18. Espectros de absorcion vis-UV y longitud de onda para el valor maximo de absorbancia, para
disoluciones de Nanoparticulas de Au con los derivados de &cido colico sintetizados, con las siguientes
relaciones molares Au:TioGlyCNa, 2:1, Au:MerProCNa 2:1 y Au:DimCNa 2:1y 1:1.
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4.2 NANOCOMPOSITES EPOXI CON NANOPARTICULAS DE ORO.

Durante la elaboracién de este trabajo exploratorio, se establecieron los siguientes
objetivos de partida:

- Optimizacion del método de curado convencional (en estufa) del sistema
Epoxifendurecedor (BADGE/m-XDA) mediante el empleo del diserio de experimentos.

- Estudio de la sintesis de nanoparticulas de oro, con diferentes grupos de proteccion.

- Fabricacion de Nanocomposites (combinacion de las resinas espoxi/endurecedor y
nanoparticulas de Oro como agentes de relleno), asi como su estudio cinético.

Como prepolimero epoxidico se eligié el BADGE(n=0) (Figura 4.19), por ser un
compuesto ampliamente utilizado (construccion, electrénica, aeronattica, adhesivos...)
sobre el que se han realizado numerosos estudios. Ademads, es un compuesto muy
versatil y es objetivo de otra de las lineas de investigacion del grupo.

o CH, CHs ,/D
i Hz H= Hz | Hz
H:c—\cH—c‘—u +—©—D—C‘—E:—C'—D T_Q_D_C__ﬁ_\w:
CHy OH CHx
n
BADGE

Figura 4.19. Ejemplo de resina derivada del BADGE(n=0): diglicil éter de Bisfenol A.

Como agente reticulante se ha elegido también una amina alifatica con un grupo
fenilo como es la m-XDA o metaxililenediamina. El resultado de la reacciéon es un
polimero termoestable.

Para producir el curado y originar la red tridimensional con un grado de
entrecruzamiento adecuado necesitamos un aporte calorifico a la reaccion, siendo el
tiempo y la temperatura las variables que fundamentalmente afectan al proceso de
curado. La variacién de estos factores permite obtener redes mas o menos
entrecruzadas, con propiedades diferentes. Para el estudio del efecto de estas variables
se recurri6 al disefio estadistico de experimentos, por lo que como primer paso se
investigo la optimizacion de las mismas.

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas de curado, y conocida la sintesis de
nanoparticulas de Au mediante el empleo de diferentes agentes estabilizadores, se ha
intentado obtener el tamafio de nanoparticula méas pequefio y més estable, para su
posterior incorporacion a la red polimérica.

Por ultimo tratamos la preparacion y curado de los nanocomposites y el estudio
cinético del proceso de curado mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)
aplicando diferentes modelos cinéticos.
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4.2.1 OPTIMIZACION DEL METODO DE CURADO

Para la optimizacion del método de curado se ha recurrido al disefio de
experimentos que consiste en la estimaciéon de los efectos que tienen diferentes
variables simultdneamente y que afectan directamente al sistema. Esto permitié
modificar intencionadamente las variables para obtener los cambios deseados en el
producto final. Como ya hemos adelantado, las variables que hay que tener en cuenta
son la temperatura y tiempo de precurado y la temperatura y tiempo de curado.

Podemos definir un disefio factorial completo?> como aquel en el que medimos
todas las condiciones posibles de los niveles elegidos de los factores o variables del
sistema. Ello representa la antitesis de lo que seria la aproximacién clasica en donde la
respuesta se investiga para cada variable, mientras que el resto de las variables se
mantienen constantes. En el disefio factorial encontraremos dos razones de peso para
su utilizacion en aquellos experimentos en los que la respuesta depende del nivel o
valor de las variables de estudio:

i) Bl disefio factorial ayuda a detectar y estimar cualquier
interaccion que el estudio de una variable independiente no puede
hacer.

ii) Si los efectos de las variables son aditivos, el diseno factorial
requiere menos medidas experimentales que la aproximacion clasica
para proporcionar la misma precision.

El primer paso hacia la determinaciéon de los factores y las interacciones que
afectan de manera importante a la respuesta se podra hacer utilizando un experimento
factorial en el que cada variable tenga dos niveles, conocidos habitualmente como alto y
bajo, minimo y mdximo, + o -, etc. La eleccién exacta de estos niveles se determina
principalmente por la experiencia y el conocimiento del grupo y las restricciones fisicas
del sistema. Los niveles o valores de las variables de los que depende la respuesta de
nuestro sistema, que serd el valor de la temperatura de transicién vitrea, Tg, de la
resina epoxi sintetizada, se elegirdn con vistas a maximizar la respuesta, mediante la
optimizacion de los niveles de factor 6ptimos.

Se ha realizado un disefio factorial en 4 bloques, 24, para estudiar los efectos de las
cuatro variables mediante 16 experimentos. El disefio fue ejecutado en 4 bloques en
dias diferentes para evitar los posibles efectos de esta variable. El orden de los
experimentos ha sido aleatorio, lo que lo protegera contra los efectos de variables
ocultas. Para el disefio se hizo uso del programa Statgraphics Plus 5.1 para Windows.

Las variables o factores experimentales definidos son: temperatura de precurado
(Temp. Prec.), el tiempo de pre-curado (t. Prec.), temperatura de curado (Temp. Cur.) y
tiempo de curado (¢t Cur.). Como hemos adelantado, la variable de respuesta
comentado serd la temperatura de transicion vitrea, Tg, obtenida mediante DSC, y/o la
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Tg mdxima calculada a partir de la conversién alcanzada obtenida del andlisis IR de las
muestras de resina curada. Los extremos o niveles maximo y minimo escogidos para las
diferentes variables fueron los siguientes: Temp. Prec. 25°Cy45°C, t Prec. 12 hy
48 h, Temp. Cur. 90 °C y 130 °C y t Cur. 0.5h y 3 h, los cuales fueron escogidos en
funcion de la experiencia del grupo en la elaboracién y manejo de este tipo de sistemas.

El valor de Tg (DSC) 123°C mas alto fue obtenido para Temp. Prec. 45 °C, t Prec. 48
h, Temp. Cur. 130 °C y t Cur. 0.5h (Figura 4.20). Por otro lado el valor més bajo de
reticulacion con una Tg (DSC) de 91°C se obtuvo para las condiciones de Temp. Prec. 45
°C, t Prec. 12 h, Temp. Cur. 130 °C y t Cur. 0.5h.

o T T T ;
100 1o 150 130 120 150
€10 0omn Temperature (°C)

Figura 4.20. Termograma para la determinacion de la Tg, mediante la medida en el punto de inflexién de la curva.

4.2.2 OPTIMIZACION SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE AU.

Para la sintesis de nanoparticulas de Au, se recurrié al borohidruro de sodio con
una relacion molar agente reductor/sal de Au igual a 6, que corresponde al menor
tamarfio de particula.

Como agentes protectores/estabilizantes de las nanoparticulas se emplearon el
acido mercaptopropanoico, el &cido tioglicélico, la 2-mercaptoetilamina y el 2-
tiolpropano. Se ha seguido la reaccion mediante UV-VIS, comprobando que el 4cido
mercaptopropanoico era el compuesto con el que conseguiamos el menor tamafio de
particula 4.3+0.9 nm (M27; véase la Figura 4.21), mayor homogeneidad y mayor
estabilidad en el tiempo, para la relacion reductor/sal de oro indicada. El maximo en el
espectro de absorbancia correspondi6 a 552 nm.

Figura 4.21.Nanoparticulas obtenidas con diferentes relaciones molares borohidruro/Au M26=4, M27=6 y M28=8
con dcido mercaptopropanoico como agente protector.
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4.2.3 FABRICACION DEL NANOCOMPOSITE

Una vez que hemos estudiado el comportamiento de los diferentes sistemas por
separado, se ha mezclado la resina epoxi, con la disolucién de nanoparticula
optimizada en el punto anterior, para su curado en las condiciones que alcanzdbamos
una mayor Tg. Los que se resumen en la Tabla 4.8. Los mejores resultados han sido
obtenidos siguiendo el siguiente procedimiento: durante 1 hora aproximadamente se
mantienen en agitacion 2 g de BADGE n=0 con 2 ml (1:1) y 4 ml (1:2) de disolucién M27
a 70 °C para que se evapore todo el metanol. Transcurrido este periodo de tiempo, se
redujo la temperatura a 50 °C y se afiadi6 el agente entrecruzante (0.4 ml de m-XDA),
en continua agitaciéon. Por altimo se introdujo la resina en los moldes cilindricos de
vidrio para su posterior ciclo de curado de 48 h a 45 °Cy %2h a 130 °C. La resina curada
obtenida mantuvo el aspecto de la disolucion original de la nanoparticula y se realizé
su estudio mediante DSC y espectroscopia IR. Determinamos de los datos
experimentales la temperatura de transiciéon vitrea del sistema y la conversion
mediante DSC.

Tabla 4.8.Nanocomposites de resina epoxi (DGEBA/m-XDA): referencia y con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de Au.

. Prec. (°C) t. Prec. (h)

122 (blanco sin
nanoparticula)

40 30 120 10 122 (relacién 1:1)

118 (relacion 1:2)

Se observa que al duplicar la concentracién de disolucién de nanoparticula en la
resina, la Tg desciende ligeramente (de 121 °C a 118 °C), y que cuando adicionamos
s6lo 2 ml de disolucion de nanoparticulas M27 la Tg no varia.

4.2.4 AJUSTE CINETICO

Una vez que hemos obtenido el sistema deseado, a partir de experimentos DSC
isotérmicos y dindmicos, calculamos la conversiéon del sistema frente al tiempo, asi
como su variacion, permitiendo la estimacién de los parametros cinéticos de la reaccion
de curado.

Al aplicar el modelo semiempirico propuesto por Chern and Polheim?6, ecuacién
de orden n, Ecuacién 4.3, hemos observado que el modelo no se ajusta a los datos
experimentales obtenidos.

da

= k- (1— a) Ec. 4.3

Siendo n, el orden de reaccién; a, la conversion y ki constante de reaccién de orden
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Se ha evaluado el modelo cinético de Sourour y Kamal?” que mezcla los modelos
de reacciéon de orden n y el modelo autocatalitico en una tnica ecuacion, habiendo
observado que este modelo es adecuado y se ajusta bien a los datos experimentales,
resultando un orden de reaccion global de 2. Ecuacién 4.4.

L=k tky @™ (1-a)" Ec. 4.4
Siendo kj, la constante de reaccién del modelo cinético autocatalitico; m, orden de
reaccion para las reacciones autocataliticas.

Del anélisis se obtuvieron las constantes de las dos reacciones. Evaluando un
modelo puramente autocatalitico262629, ecuacion 4.5, obtenemos también un orden de
reaccion de 2 y un ajuste adecuado de los datos experimentales, cuando no
empleabamos nanoparticulas de Au.

‘;—‘: = (ky - a™) - (1 — a)™ Ec. 45

También se ha empleado un modelo semiempirico propuesto por Chern y
Polheim?¢ que tiene en cuenta el volumen libre, ecuaciones 4.6. El método ha sido
utilizado por numerosos autores?-32 para estudiar la velocidad de reaccién controlada

por la difusién.

1
1+elAr-(a—ac]

F(a) = y Z—‘Z =(ky +ky-a™) (1 —a)" F(a) Ec. 46

(&)
dt/teérico
da 4

Considerando F(a) = @
at/ experimental

Obteniéndose los valores de conversion critica ac = 0.99 y A1 =104 para un ajuste
con un R?=0.97

Por ultimo si se realiza un ajuste global teniendo en cuenta todos los factores el
orden de reacciéon global (m+n) obtenido sigue siendo de 2. Ecuacién 4.7.

1

da -
a (ki +ky-a™)-(1—a)"- 1+elA1-(a-ac]

Ec. 4.7

Como resultado de aplicar todos los modelos a la resina con nanoparticula en su
interior, hemos obtenido que al aumentar la cantidad de nanoparticulas se modifica el
modelo cinético que controla el mecanismo de reacciéon. Ademads se observa que la
cinética quimica controla todo el mecanismo de reaccién, no apareciendo en todo el
proceso el control por difusiéon. Obteniéndose un orden de reaccién global de 1, en
presencia de nanoparticula.

286



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 4 DERIVADO DE AC CON TIOLES, NPs DE Au Y RESINAS EPOXI

4.3 ESTUDIO DE LOS SISTEMAS BADGE(N=0) / M-XDA Y BADGE(N=0)/
M-XDA /NANOPARTICULAS DE ORO MEDIANTE ANALISIS
DIELECTRICO.

A la hora de proyectar este trabajo, habiamos establecido los siguientes objetivos
de partida:

- Puesta a punto del Analizador Dieléctrico, calibracién y funcionamiento.

- Estudio de las propiedades dieléctricas (permitividad, factor de pérdida y
conductividad i6nica), para el material nanocompuesto formado por el sistema
BADGE n=0/m-XDA /Nanoparticula de Au.

- Comparativa entre un curado rdpido y uno convencional o lento.

- Estudio del efecto de la variaciéon de la frecuencia y temperatura en las
propiedades del material curado.

4.3.1 ANALISIS DIELECTRICO.

El Analisis Dieléctrico (DEA) mide los cambios en las propiedades de un polimero
como respuesta a la aplicacion de un campo eléctrico periédico (variable con el
tiempo). Complementa perfectamente las otras técnicas de analisis térmico
identificando las transiciones en las propiedades eléctricas del material.3® Esta técnica
es capaz de detectar propiedades dieléctricas (permitividad, factor de perdida y
conductividad iénica) y fendémenos tales como la transicién vitrea, transiciones
secundarias, fenémenos reolégicos como minimos de viscosidad, polimerizacion y
entrecruzamiento y relajaciones dipolares.3*

Frente a las demas técnicas, una de sus principales ventajas es que cubre un rango
de frecuencias de trabajo mucho mdas amplio y, sobre todo, cabe destacar su extrema
sensibilidad a los pequefios cambios que se producen en las propiedades de los
materiales, transiciones que a veces no se pueden detectar con otras técnicas.’> En
especial, el DEA complementa muy bien el Analisis Dinamomecanico (DMA) en la
caracterizacion de los movimientos internos en los polimeros. Ambos tipos de
experimentos son capaces de detectar relajaciones viscoelasticas en las que se observa
normalmente la misma relaciéon entre la frecuencia y la temperatura. Sin embargo, es
necesario recalcar que solamente las relajaciones que implican reorientaciones de los
dipolos bajo un campo oscilante pueden ser observadas mediante el analisis dieléctrico.
El analisis dieléctrico es una de las pocas técnicas capaces de seguir la transformacién
completa de un polimero termoestable, desde el paso de una resina de alto peso
molecular a un sélido (red de peso molecular infinito). 34

Una de las maneras de realizar las medidas dieléctricas consiste en situar una
muestra del material que va a ser estudiado entre dos electrodos de oro, entre los
cuales se aplica un voltaje dependiente del tiempo, y se mide la corriente resultante. El
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voltaje aplicado produce un campo eléctrico en la muestra y, en respuesta a dicho
voltaje, la muestra puede polarizarse eléctricamente e incluso conducir cargas libres
desde un electrodo al otro. La relacién entre el voltaje aplicado y la corriente producida
es lo que se conoce como admitancia.

El campo creado al aplicar un voltaje sinusoidal polariza la muestra, produciendo
una oscilacién también sinusoidal de los dipolos moleculares con la misma frecuencia
que éste, pero desfasada un dngulo 0. El dngulo de desfase se mide comparando el
voltaje aplicado con la corriente medida.? La interpretacién de las medidas dieléctricas
supone que el comportamiento de la muestra puede ser representado por una
admitancia lineal e independiente del tiempo.?” Si una muestra tiene un
comportamiento lineal, la intensidad depende proporcionalmente de la magnitud del
voltaje aplicado. Todas las experiencias dieléctricas dejan de ser fiables para campos
eléctricos del orden de 106 V/cm.

Para campos eléctricos cuyos valores estan 5 o 6 6rdenes de magnitud por debajo
de dicho valor. Coln y Senturia3 han demostrado que no existen efectos no lineales
para resinas epoxi en estado liquido antes del proceso de curado. Nuestras medidas se
han realizado con valores del campo eléctrico de pocos voltios y por lo tanto podemos
suponer que el comportamiento de la muestra puede considerarse lineal.3”

Sin embargo, para la condicién de invarianza temporal, debemos decir que,
estrictamente hablando, la admitancia medida es dependiente del tiempo. A pesar de
ello, los modelos usados suponen la no dependencia temporal. La justificacion de ello
radica en el hecho de que las propiedades de la muestra no varian significantemente
durante el intervalo requerido para realizar una tinica medida.

La admitancia esta directamente relacionada con dos caracteristicas fundamentales
de un material - conductancia (1/R) y capacitancia (C) - en funcién del tiempo,
temperatura y frecuencia. La naturaleza capacitiva de un material est4 relacionada con
la habilidad de éste para almacenar energia eléctrica y la naturaleza conductiva es la
habilidad para transferir carga. Ademds, estas propiedades eléctricas, de gran
importancia en si mismas, estan directamente relacionadas con la actividad molecular
(cinética quimica, reologia y movilidad molecular). La capacitancia y la conductancia
se calculan utilizando las ecuaciones 4.8 y 4.9:

C(F) — Imedida Sene Ec.4.8
Vaplicada 27Zf
1/ R(m—0Ohm) =Mc056’ Ec.4.9
aplicada

siendo R= resistencia (Q), I= corriente (A), V= tension (V), f= frecuencia aplicada (Hz),
0= desplazamiento del dngulo de fase entre el voltaje y la intensidad.
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Los datos experimentales se presentan en términos de la constante dieléctrica
compleja, € = € - ie”, siendo, €, es la permitividad real, y €’ es el factor de pérdidas,
ambas referidas a e que es la permitividad absoluta en el vacio (8.85x1012 F/m). La
disipacion se expresa como tan 6 = £/ €, siendo 0 es el angulo de fase entre el voltaje
de entrada y la corriente de salida. Los valores de la permitividad real ¢ y de la
imaginaria ¢’ pueden ser determinados experimentalmente mientras que los de la
conductividad iénica o y los del factor de disipaciéon tan 6 deben ser calculados.
Obviamente, ¢, €’ y tan 6 son adimensionales mientras que la conductividad iénica se
mide en (pohm/cm). ¢ es proporcional a la capacitancia y ¢ es proporcional a la
conductancia. La conductividad o es obtenida a partir de la medida de ”.

La permitividad € y el factor de perdidas €’ proporcionan informacioén sobre el
movimiento molecular. € es una medida del alineamiento de los dipolos, mientras que
¢ representa la energia que se necesita para alinear los dipolos y mover los iones, por
lo que estas magnitudes tienen dos aportaciones bien diferenciadas (Figura 4.22):

¢ = (permitividad debida a los dipolos inducidos) + (permitividad debida a la
alineacion de los dipolos).

¢ = (factor de pérdidas de energia durante la orientacion del dipolo) + (factor de
pérdidas de energia debidas a la transmisién iénica)

Figura 4.22. Orientacién de los dipolos bajo la accién de un campo eléctrico.

En los electrodos de lamina paralela como los empleados en este proyecto, € y €”
pueden calcularse mediante las ecuaciones:

. c-d

&= Ec.4.10
& A

" d

E=—"—"T"—T"""" Ec.4.11
R-A-24 - g,

A = érea de la plataforma del electrodo, d = espacio de la lamina, y f = frecuencia (Hz).

En el dominio de temperaturas, y dependiendo del tipo de transicién, son
frecuentemente utilizadas las ecuaciones de Arrhenius Ec. 4.12 y Vogel Ec. 4.13%
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_Ea
w=w,-e" Ec. 4.12
-B
o=Ae'™ Ec. 4.13

@o es un parametro pre-exponencial, E, es la energia de activaciéon aparente del
proceso, A y B son pardmetros experimentales, y Ty es la llamada temperatura de
Voge] 4041

Teniendo en cuenta que las magnitudes medidas mediante el andlisis dieléctrico
son €, €’ y tan & con respecto a la frecuencia y a la temperatura, podemos encontrar
una ecuacion formalmente idéntica a la de Arrhenius, Ec. 4.14:

-E,
f="f-ef Ec.4.14

f es la frecuencia constante a la que se realiza cada uno de los experimentos, f; es un
factor constante de la Ley de Arrhenius. La linealizacién de esta ultima ecuaciéon
permite obtener la energia de activacion del sistema.

4.3.2 FABRICACION DEL NANOCOMPOSITE.

En este trabajo se ha empleado la disolucién de nanoparticula de Au, optimizada
en los apartados anteriores con dcido mercaptoacético como agente estabilizador de las
nanoparticulas. Siguiendo el procediomiento ya descrito anteriormente se han
realizado los nanocomposites, mezclando la resina epoxi y la nanoparticula para la
obtencién, esta vez, de laminas de nanocomposite que fueron curadas mediante dos
ciclos diferentes.

Uno de ellos, el convencional de 48 h a 45 °C y %2 h a 130 °C optimizado en los
apartados anteriores y otro, el curado rapido que es de 20 min a 40°C y de 2 h y 30 min
a 103°C.* Una vez curadas las resinas y desmoldadas se han cortado probetas de
2.5x2.5 cm y 0.5 mm de espesor para su estudio y medicion en el equipo de DEA.
Figura 4.23.

Se obtiene que la diferencia entre el curado rapido (Tg113°C) y el curado
optimizado (T3115°C) es de apenas 2 °C, siendo inferior para el curado rapido como
era de esperar, aunque la diferencia es poco significativa.

Por otro lado observamos que las placas con nanoparticulas tienen una T, del
orden de unos 10 °C inferiores a los obtenidos para las muestras sin nanoparticulas
(Tg,106-103°C), también debemos de puntualizar que los valores obtenidos en el curado
de placas es ligeramente inferior (=7 °C) a los obtenidos en los apartados anteriores.
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Teniendo en cuenta que las condiciones experimentales de Temperaturas de
curado y precurado,a si como los tiempos de curado y precurado, en el caso del curado
convencional eran los mismo que los empleados en el apartado 4.2.1, podemos atribuir
estas diferencias al cambio sobre el tipo de probetas empleadas, que anteriormente
eran cilindricas y ahora se han realizado en placas, para llevar a cabo su analisis
dieléctrico, por lo que observamos que la geometria de la muestra durante el curado, lo
que se traduce en la transferencia de calor en el seno de la muestra, afecta ligeramente
a la reticulacion del sistema.

0.45

106.25°C

103.47°C())

Heat Flow (W/g)

T T T
60 80 100 120 140
Ex0 Down Temperature (°C) Universal 1 V3.9A TA Instruments

Figura 4.23. Termograma para la determinacion de la Tg, mediante la medida en el punto de inflexién de la curva.

4.3.3 ANALISIS DIELECTRICO DE LAS MUESTRAS.

Algunos materiales muestran multiples procesos de relajacion, que se refieren a los
procesos de relajacién a altas y bajas frecuencias®? o a los procesos de relajacion a
distintas temperaturas para una sola frecuencia. Las relajaciones estdn asociadas
generalmente con la temperatura de transicién vitrea (Tg) del material y es producida
por movimientos cooperativos de las cadenas, también conocidas como transiciones
alfa (@). En algunos casos se estudian otras relajaciones como las relajaciones £ que
aparecen a rangos de temperaturas de -160 a 25 °C, asociadas a movimientos de cadena
laterales de la red tridimensional.

Se realizaron determinaciones de los parametros descritos anteriormente (¢’, €”,
tan & y o en funcioén de la temperatura y las frecuencias aplicadas. Para ello se han
dividido cada uno de los parametros objeto de estudio en bajas frecuencias (0.5 a
2000Hz) y altas frecuencias (2000 a 100000Hz) para una mejor compresiéon de los
fenémenos que aqui se pretenden explicar. A frecuencias bajas podemos ver que es
comun para la permitividad que no se observe el fenémeno completo hasta alcanzar
frecuencias de 1000 o 2000Hz hecho por el cual se ha establecido en este punto la
divisién de altas y bajas frecuencias.
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Del analisis dieléctrico se observa que los blancos empleados sin nanoparticulas
pero por dos métodos de curado diferentes, que diferenciamos entre un método rapido
y uno convencional, la muestra mas entrecruzada con una Tg mds alta (curado
convencional) tiene unas peores propiedades conductivas que la otra alcanzando
maximos de conductividad ionica a temperaturas ligeramente superiores. En el caso de
las muestras con nanoparticulas las tendencias se invierte. Figuras 4.24.

2000 Hz

2000 Hz

100000 Hz

uuuuu

lonic Conductivity (pmholcm)
lonic Conductivity (pmho/cm)

15004

100000 Hz

100 150 200
Temperature (°C)

Figura 4.24. Representacion de la o(conductividad ionica) en funcion de la temperatura para los sistemas de dos
métodos de curado, muestra 1 (curado ripido - color negro) y muestra 2 (curado convencional - color rojo). (BADGE
+ m-XDA + nanoparticula de oro) a) bajas frecuencias de 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 40; 60; 100; 300; 1000 y 2000Hz. b)
altas.frecuencias de 2000; 5000; 7500; 10000; 20000; 50000; 70000 y 100000Hz.
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4.4 MEZCLAS CATANIONICAS.

4.4.1 INTRODUCCION

Las vesiculas estan habitualmente constituidas por sustancias anfifilas con una
doble cadena hidréfoba como pueden ser los fosfolipidos. Sin embargo, en estos
altimos afios se ha abierto una gran linea de trabajo al poder demostrar la posibilidad
de formar vesiculas de surfactantes con una tnica cadena, bajo condiciones favorables.
Este es el caso de las mezclas de surfactantes aniénicos y catiénicos, cuyas asociaciones
mediante la interaccién de sus cabezas polares pueden mimetizar el tipo de estructuras
encontradas en los fosfolipidos.*3

Las mezclas de surfactantes catanionicos son obtenidas mediante la interaccién de
un surfactante anionico y otro catiénico en agua, sin la extracciéon de los contraiones
inorganicos. Este tipo de mezclas pueden ser preparadas empleando diferentes
relaciones entre ambos compuestos. Con una relacién equimolar ambos componentes y
la eliminacién de los contraiones inorgénicos del sistema, se obtiene una nueva familia
de surfactantes conocidos con el nombre de surfactantes catanionicos.

Desde principios de los 90, el interés en los sistemas mixtos de surfactantes
aument6 paulatinamente. El desarrollo en un principio se centraba principalmente en
tratar de describir las micelas mixtas y la coexistencia de dos tipos de micelas, una rica
en uno de los surfactantes y otra rica en el otro, y la mezcla de surfactantes aniénicos y
catiénicos formaban sistemas en los cuales aparecian estructuras como vesiculas u
otras estructuras mas complejas.*

La principal diferencia entre un surfactante cataniénico y las mezclas de
surfactantes cataniénicos es que en los primeros los surfactantes no tienen carga
mientras que las mezclas pueden estar cargadas (positiva, negativamente) o sin carga,
dependiendo de la composicion del sistema. Ademas, en estos tltimos estan presentes
sales disueltas. Estas diferencias pueden producir grandes variaciones en la estabilidad
del sistema dando lugar a una tinica fase o propiedades de agregacion en agua.*

A lo largo de los dltimos afios este tipo de sistemas han despertado un gran interés
debido a su gran sinergismo y a las propiedades interfaciales que presentan. Mediante
cambios en la relacién y cantidad total de surfactantes es posible producir variaciones
en el entorno de agregaciones a bajas y altas concentraciones, lo que les proporciona a
estos sistemas un amplio rango de posibilidades de trabajo. Estos sistemas son capaces
de adoptar una gran diversidad de morfologias de agregaciéon como micelas grandes
(discos*47, tubos, etc.), vesiculas estables®$, cristales liquidos ctibicos, hexagonales,
etc??, hélices y tubos® o fases laminares, lo que los hace muy interesantes desde el
punto de vista de la quimica supramolecular.5! También han sido empleados para la
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formacién de films estables en combinacién con polimeros, con un alto grado de
ordenamiento y gran robustez, mediante la combinacién de estos con agentes de
entrecruzamiento para la fijacién de la estructura.?

En el afio 2000, Marques y col.53 publicaron uno de los primeros trabajos en los
cuales se estudia una mezcla catanionica entre una sal biliar, el taurodesoxicolato de
sodio, y el bromuro de didodecil-dimetilamonio (DDAB). Estudiaron el diagrama de
fases de la mezcla y la obtencién de regiones en las que se encontré la presencia de
micelas, vesiculas, cristales liquidos y fases dispersas.

Un afio mas tarde, Tondre y col. publicaron una revision de los diferentes sistemas
vesiculares que habian sido descritos hasta el momento en la bibliografia, discutiendo
sobre el potencial de estos sistemas para su uso como sistemas de liberacion de
sustancias?5* y principios activos.5

En 2006, Vincekovic y col. 56 al estudiar las interacciones en agua de mezclas de
colato de sodio y cloruros de alquilamonio con 12, 14 y 16 &tomos de carbono en la
cadena alquilica, observaron una variedad de estructuras dependientes de la relaciéon
entre las especies y la concentracién de los surfactantes empleados. Asi describieron la
obtencién de micelas esféricas, alargadas, vesiculas y bicapas, estructuras helicoidales,
tubulares simples y complejas.

Por su parte, Jiang y col. 57 estudiaron la transiciéon vesicula-micela en sistemas de
surfactantes catanionicos mediante la adiciéon de colato de sodio o desoxicolato de
sodio. Destacaron que las interacciones estéricas entre las sales biliares y los
surfactantes catationicos juegan un papel importante en estos sistemas, destacando las
caracteristicas de estructura anfifilica y la gran drea superficial de las sales biliares
como factores determinantes en el proceso de transicion vesicula-micela.

Con anterioridad, Tomasic y col. habian resuelto cristales de dcido célico combinados
con derivados de n-alquilamonio (n= 10, 12, 14, 16), constituyendo esto un sistema
catanionico. Uno de los compuestos manifiesta una nueva ordenacién en bicapas de
acido célico (Figura 4.25), entre las que se incluye el n-alquilamonio como huésped en
las zonas hidrofébicas existentes entre las mismas.58

Fig. 4.25 Ejemplo de mezcla cataniénica de acido célico y alquilamonio.
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En 2010 Lui y col. ° estudiaron la influencia del 4cido cdlico en la transicion de
fases, comportamiento reolégico, y microestructuras de mezclas de surfactantes
catanionicos libres de sales o contraiones como mecanismo para una mejor compresion
de las membranas bioldgicas y los efectos de los biosurfactantes en las transiciones de
fases de los surfactantes. Este mismo estudio lo extendieron al acido desoxicdlico.®® Por
su parte, Fernindez-Leyes y col. estudian el efecto de dos sales biliares, desoxicolato de
sodio y el deshidrocolato de sodio en las propiedades termodindmicas de monocapas
adsorbidas de mezclas catanionicas con bromuro de didodecildimetil amonio.¢!

En 2012 Bhattacharjee y col.®? estudiaron la evoluciéon estructura de mezclas de
cloruro de cetilpiridinio y desoxicolato sédico, destacando sus posibles aplicaciones
farmacetticas. Asimismo, Manna y col.%? realizaron estudios de mezclas catanionicas de
bromuro de alquiltrimetilamonio y colato de sodio y desoxicolato de sodio, destacando
sus posibles aplicaciones en la liberacién controlada de farmacos, sintesis de
nanoparticulas, entre otras aplicaciones.

La anterior revision bibliografica muestra que, debido a sus potenciales
aplicaciones en diferentes campos como la industria farmacoldgica, nanotecnologia,
etc., se ha ido incrementando el interés por el estudio de diferentes especies biliares en
mezclas cataniénicas

Con estos precedentes, sintetizamos dos derivados del 4cido célico por su posicion
24 (Figura 4.26) que pueden dar origen a dos especies di-anionica y di-cationica, con el
fin de estudiar los posibles sistemas cataniénicos obtenidos mediante la combinacién

o} / 0\
o o NH NH,
o} N
H
0 NH NH»

HO™ “OH

de ambos. Ver Apéndice A de Sintesis.

Ho™”

Fig. 4.26 Compuestos sintentizados identificados como IDH (compuesto 4cido) e IDEDA
(compuesto basico).

A partir de las anteriores, se ha sintetizado un nuevo compuesto (denominado
abreviadamente IDEDAC; Figura 4.27) que combina el poder gelificante del IDEDA
con la capacidad quelatante que podria proporcionarnos los gupos amido y hidroxi
presentes en las moléculas disefiadas. Ver Apéndice A de Sintesis.
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Fig. 4.27. Compuesto sintentizado identificado como IDEDAC.

Como precedentes de la atencion anterior, podermos citar el trabajo de Anelli y
col.¢4, quienes publicaron una patente en la que se describe la preparaciéon de complejos
de gadolinio con tres derivados del acido célico para su empleo como agentes de
contraste en el diagnostico de resonancia magnética de imagen (MRI).

Algo mas tarde, de Haen y col.% desarrollan una patente en la cual se describen la
formaciéon y aplicacion de quelatos con acidos biliares modificados para la
complejaciéon con iones metdlicos de diversa indole, la presente patente se extiende a
los derivados de los &cidos célico, quenodesoxicélico, desoxicélico, ursodesoxicélico y
litocolico. Las modificaciones afectaban las posiciones 3 y 24, mediante diferentes tipos
de enlaces con moléculas que actiian como agentes quelantes para diferentes iones
metélicos entre los que destacan Fe*2, Fe*3, Cu*2, Cr*3, Gd*2, Eu*3, Mn*2, entre otros,
también se han empleado con radio is6topos como el 5'Cr, 159Gd, ¢’Ga, entre otros. Los
autores destacaron el empleo de estos compuestos como agentes quelatantes de iones
metélicos paramagnéticos para ser empleados como agentes de contrate en la
Resonancia Magnética de Imagen (MRI).

4.4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.2.1 SOLUBILIDAD Y PODER GELIFICANTE

Se ha llevado a cabo el experimento de gelificacion tipico ya descrito en el capitulo
anterior. En la Tabla 4.9 se muestran los resultados de las pruebas realizadas sobre el
IDH en los diferentes disolventes estudiados.

Tabla 4.9 - Estudio de gelificacién del IDH en diferentes disolventes. Las observaciones del estado se han
realizado en el momento del calentamiento, justo después de enfriar pasado unos 30 min., a las 24h y a los 7 dias del
calentamiento. n=no soluble, s=soluble,(c) formacion de cristales.

Disolvente p.e. (2C) Estado antes Estad? al  Estadoalas Estadcf alos7
calentar enfriar 24h dias

Benceno 80 n n n n
Tolueno 110.6 s s s s
p-Xileno 138 n n n n
m-xileno 138.5 S S s S
Ciclohexano 81 n n n n
Hexano 68 n n n n
n-Pentano 36 S S s S
2,2,4-Trimetilpentano 99 n n n n

296



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES

CAPITULO 4 MEZCLAS CATANIONICAS
Benzaldehido 179 S S s S
Acetofenona 202 s S s s
Clorobenceno 132 n n n n

Anisol 155 n n n n
1-Pentanol 137 S S s s
1,4-Dioxano 101 S S S S

2-Butanol 98 s S s s (c)
2-Propanol 82 s s s s
Cloroformo 62 S S s s
Diclorometano 40 n n n n
Tetrahidrofurano 66 S S s S

Dimetilsulféxido 189 s s s s (c)

Este compuesto es bastante soluble en un amplio abanico de disolventes organicos.
Algunos, como el DMSO o el 2-butanol, podrian ser buenos para la purificaciéon y
cristalizacién del mismo, ya que aunque no han sido obtenido buenos monocristales
para su resolucién mediante Rayos-X, si se ha comprobado que se formaban agujas y
otro tipo de estructuras cristalinas, lo que permitiria su purificacion mediante
recristalizacion.

La solubilidad de la sal sédica del IDH, que denominaremos como ID2Na, es
buena en agua a concentraciones por debajo de 60 mM.

A diferencia del anterior, el IDEDA se comporta de un modo similar al AdSucCA,
en el cual la incorporacion del residuo succinilo mediante un enlace amida en este caso
y en el caso del AdSucCA con dos enlaces amida, cambia radicalmente el
comportamiento de la molécula. En el caso del IDEDA, en su forma de sal que
denominaremos IDEDA2C(], tiene un gran poder para la formacién de hidrogeles y no
se consigue una buena solubilidad en los disolventes orgénicos estudiados.

4.4.2.2 ESTUDIO DE TENSION SUPERFICIAL

Al igual que en el capitulo anterior, se han realizado medidas de tension
superficial empleando el método de Wihelmy. Para el andlisis del IDH, lo hemos
empleado en su forma de sal sédica en agua mili-Q y en tampén C/BC de Na 15mM,
obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 4.28. El valor que se deduce
para la cac del ID2Na es 5.47 mM
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v (MN/m)

Fig.4.28 Balanza de tension superficial del ID2Na en regulador tampén carbonato/bicarbonato de
sodio 15 mM.

Se ha realizado un ajuste lineal y de la aplicacion de la isoterma de Gibbs se
obtienen los resultados mostrados en la Tabla 4.10. El valor del drea por molécula en la
interfase es de 112 A2 compatible con su estructura molecular si el derivado se dispone
paralelamente en la interfase aire-agua.

Tabla 4.10 - Parametros deducidos de los experimentos de tensiéon superficial para la agregacion y

adsorcion en la interfase aire-agua del ID-2Na*en regulador tampoén carbonato/bicarbonato de sodio 15
mM.

cac (mM) 106 T (mol -m2)

Tampon C/BC 15 mM 5.47 1.49 112

Hemos empleado el IDEDA en su forma de sal de cloruro. en agua mili-Q,
obteniéndose los resultados de la Figura 4.29, observandose un comportamiento
complejo, quiza esperable para estos compuestos sin fuerza iénica en el medio.

¥ (mN/m)

Fig.4.29 Balanza de tensién superficial en agua para el IDEDA2CI.

Se ha intentado seguir el mismo procedimiento con una disolucién 20 mM de
IDEDA*2Cl- en tampoén carbonato/bicarbonato de sodio 15 mM, pero, en estas
condiciones, se forma una fase viscosa, que presentaba birrefringencia la paso de la luz
por ldminas polarizadas, representativo de un cristal liquido.

Se han realizado también un par de pruebas del comportamiento de una
concentracion 20mM de ID2Na en agua mili-Q y tampon fosfato /hidrégenofosfato de
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sodio 15 mM observandose una buena solubilidad del compuesto en el medio. Sin
embargo realizando la misma prueba con una disolucién 20 mM de IDEDA2C] en agua
mili-Q y tampoén fosfato/hidrégenofosfato de sodio 15 mM se ha obtenido una fase
coloidal blanca. También se han realizado pruebas con concentraciones 10 y 2 mM de
tampén y se encuentra que para esta ultima se formaban esferas de gel en la
disolucion.

4.4.2.3 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIiA DE TRANSMISION ELECTRONICA (TEM).

Para realizar un estudio preliminar del comportamiento de ambos compuestos
como mezclas cataniénicas en agua mili-Q, se decidi6 preparar las disoluciones que se
resumen en la Tabla 4.11.

La muestra M7 es puramente cataniénica ya que se parte del IDH y del IDEDA
mezclados con relacién molar 1:1 de concentraciéon 0.8 mM en agua mili-Q. Para El
resto de las muestras se han preparado a partir de las sales de ambos productos,
existiendo en el medio, iones Na* y Cl. También se ha realizado la misma muestra
partiendo de las sales para observar los cambios con la presencia de fuerza iénica en el
medio.

A modo de resumen, debemos de destacar que para las muestras de concentacién
1 mM se han encontrado estructuras en forma de espiral para las tres muestras, con
mezcla de espirales cortas y largas para la muestra M3, con mayor proporcién de
ID2Na. Por otro lado al aumentar la concentraciéon a 2 mM observamos que las
muestras adquieren una estructura mas propia de gel.

Tabla 4.11 - Muestras preparadas para el estudio TEM de las mezclas cataniénicas de IDH e IDEDA.

Relacion molar
ID2Na:IDEDA2CI

Concentracion

M1 1mM 1:1
M2 1mM 1:3
M3 1mM 3:1
M4 2mM 1:1
M5 3mM 1:3
M6 4 mM 3:1
M7 0.8 mM 1:1
M8 1mM ID2Na
M9 2 mM ID2Na
M10 3mM ID2Na
M11 5mM ID2Na
M12 1mM IDEDA2CI
M13 2mM IDEDA2CI
M14 3mM IDEDA2CI
M15 5mM IDEDA2CI
M16 0.8 mM 1:1
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Todas las muestras se dejaban agitando durante 48 horas a 30 °C. Las imagenes
TEM y /o SEM eran recolectadas transcurrido ese tiempo.

Para la muestra puramente cataniénica M7, se han obtenido una mezcla de
agregados esféricos y cilindricos, mientras que cuando teniamos presencia de fuerza
iénica, se produce la formacion de hélices, M17. Estos resultados se visualizan en las
imagenes de la Figura 4.30.

MI-1:1 M2-1:3 M3-3:1

Fig. 4.30. Imagenes TEM para las mezclas catanionicas estudiadas para el IDH e IDEDA. Barras de
referencia de 500nm, a excepcion de la primera y tltima imagen barra de referencia es de 200 nm.

Las imagenes de las disoluciones de ID2Na muestran las existiencia de agregados
con cierta esfericidad, con la aparicion de cristales precipitados al ir aumentado la
concentracion (Figura 4.28).

Las imagenes obtenidas a partir de las disoluciones IDEDA2CI] muestran, para la
concentraciéon mas baja 1 mM, una mezcla de agregados esféricos y estructuras
ramificadas tipicas de los geles, que se van incrementando al ir incrementando la
concentracion de las muestras (Figura 4.31)
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MS - ImM - ID2Na MY -2mM - 1122Na

SR

MI11 - 5mM - ID2Na

Ed

MI0 - 3mM - ID2Na

M13 - 2mM - ID2Na MI4-3mM - [1D2Na

MI15-5mM - 1132Na

Fig. 4.31. Imagenes TEM para las distintas concentraciones de IDH e IDEDA estudiadas. Todas las barras
de referencia de 500 nm a excepcion de M12(1pm) y M15 (200nm).

El compuesto IDH fue posteriormente estudiado mediante SAXS en el
Departamento de Quimica de la Universidad Sapienza, Roma. Los resultados han sido
publicados en Langmuir¢¢. La Tabla 4.12 y la Figura 4.32. resumen el estudio realizado.

Tabla 4.12. Valores de los semiejes de los agregados micelares supuestos en la Figura 4.29, grado
de ionizacién y namero de agregacién obtenidos de la optimizacién de los datos obtenidos mediante

SAXSy SLS.

Elipsoide a(A) b(A) o Nagreg
Prolato 26.9 11.7 0.6 8.2
Oblato 15.7 13.3 0.5 6.5
Esfera 14.9 0.6 6.5

De las observaciones obtenidas destacamos que el surfactante catiénico se
autoensambla en una red de fibras entrecruzadas con un radio de giro de 15A, dando
lugar a hidrogeles cuya compactacion dependera del pH del medio. Al igual que en las
imagenes TEM, se ha corroborado la existencia a bajas concentraciones de la
coexistencia de fibras parcialmente ordenadas, tipicas de geles, con presencia de
superestructuras secundarias plegadas tipo hélices. También se destaca que la
presencia de un componente electrostitico en el autoensamblaje de las moléculas
permite la formacion de geles para muestras con concentraciones mas diluidas.
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Fig. 4.32 Espectros SAXS experimentales de una disolucién de IDH 0.07 M en regulador
carbonato/bicarbonato de sodio 0.036 M a 25.0 °C. Para los ajustes lineales se ha supuesto la formacion de
micelas con las geometrias indicadas. En los recuadros se indican los residuos del ajuste.
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4.5 COMENTARIOS ADICIONALES

Se han disefado y sintetizado cuatro nuevos compuestos derivados de acido célico
por la posicion C3 con el fin de ser utilizados como agentes protectores y
estabilizadores de nanoparticulas metalicas. Tres de ellos se han probado con
nanoparticulas de Au, comprobando su eficacia como agentes estabilizantes, siguiendo
su comportamiento mediante espectroscopia UV-VIS y microscopia TEM. Los
resultados muestran que es posible obtener diferentes tamafios de nanoparticulas de
Au, variando las relaciones sal de Au, agente reductor y agente estabilizante. En
algunos casos, se comprueba que la propia molécula protectora es capaz de reducir la
sal de Au y formar nanoparticulas previo a la adicion de reductor. Estos nuevos
compuestos podrian tener diferentes tipos de aplicaciones en campos de la
nanotecnologia y nanomedicina.

Se ha utilizado un diseno de experimentos para optimizar el tiempo de curado del
material alcanzando una conversién maxima del sistema préxima al 100%.

Se ha realizado la sintesis de nanoparticulas de oro, para encontrar la disolucién
que presentara el tamafio de nanoparticula més pequefo y mejor estabilidad frente al
tiempo. Para ellos se han utilizado diferentes tipos de tioles como grupos protectores
para evitar la agregacion de las nanoparticulas.

Se ha fabricado el nanocomposite mediante un proceso térmico de fusiéon que
garantiza que las Nps queden intercaladas en la red estructural manteniendo las
mismas caracteristicas de la disolucién original. Se ha realizado la cinética de curado
de este tipo de materiales con y sin nanoparticula observando que la introduccién de
esto no modifica apreciablemente la temperatura de transicion vitrea, pero si modifica
los parametros cinéticos.

También se observa que la presencia de nanoparticulas en la red invierte el
comportamiento natural de la resina, asi la muestra curada convencionalmente con una
Tg de 115°C. El efecto de la nanoparticula a pesar de producir una disminucién en la
Tg del sistema, parece que induce un ligero incremento en la conductividad iénica del
mismo,.

Se han sintetizado tres nuevos compuestos derivados de &4cido célico por la
posicion 24 que presentan un buen comportamiento gelificante, con capacidad para la
formaciéon de mezclas cataniénicas y con la posibilidad de futuras aplicaciones
biomédicas.
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CONCLUSIONES.

Tras un arduo y laborioso trabajo, debemos de pararnos a reflexionar y tratar de plasmar
unos argumentos y afirmaciones generales que sinteticen en mayor o menor medida todo el
trabajo hasta aqui desarrollado, estas conclusiones pueden ser mds o menos relevantes, tener un
mayor o menor impacto a nivel cientifico, tecnologico, industrial, académico, pero de lo que no
cabe la menor duda, es que ha sido una etapa formativa muy enriquecedora desde todos los
puntos de vista que pueden afectar a la vida de un ser humano.

Al fin y al cabo, somos lo que hacemos para cambiar lo que somos.

(Eduardo Galeano)






SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
CAPITULO 4 DERIVADO DE AC CON TIOLES, NPs DE Au Y RESINAS EPOXI

Se han obtenido 23 estructuras cristalinas con diferentes derivados del 4cido cdlico,
AdCA (3), AdCH.CA (7), NbCH.CA (5) AdCH.CHCA(4), AdCOOMe(1),
AdSuccCOOMe(1), BocCysTrtCOOMe (1) y PyrCOOMe(1) (Ad=admantilo, Nb=
norbornilo). De todos los sistemas obtenidos, s6lo uno de ellos es monoclinico mientras
que todos los restantes son ortorrémbicos. Este hecho los acerca mas hacia el
comportamiento de los acidos biliares naturales mas hidréfobos, como puede ser el
acido desoxicolico.

El empaquetamiento de la red cristalina se suele dar en bicapas con el interior
hidréfilo y el exterior hidréfobo, cuando los huéspedes son agua, acetona, DMSO,
2-propanol o 2-butanol, aunque para el caso NbCH>CA:2-propanol, 2-butanol y 2-
pentanol se produce una inversion de la orientacion de las unidades biliares (de
antiparalela a paralela), obteniéndose los tres tinicos casos de sistemas monoclinicos. Se
evidencia claramente la existencia de sistemas dinamicos que puede transformarse en
funcién del huésped alojado con pequenas variaciones estructurales y de los sistemas
de redes de hidrégeno. También se han obtenido una serie de estructuras cruzadas
que coincidian con una variacién del huésped alojado, caso de la acetofenona, o
cuando el grupo hidréfobo incorporado esta lo suficientemente separado del ntcleo
esteroideo. En el caso del AdCA todas las estructuras obtenidas fueron del tipo
cruzado, tanto con la presencia de huéspedes como en ausencia de los mismos. El
empaquetamiento de los 4cidos biliares modificados mediante la incorporacién de
grupos hidréfobos en la posiciéon C3, es altamente dependiente de la naturaleza del
grupo incorporado.

Las estructuras se ven modificadas también por los enlaces de hidrégeno,
habiéndose encontrado secuencias de tipo ciclico, helicoidal o la combinacién de
ambas,. La capacidad de formar diferentes redes de enlaces de hidrégeno les
proporciona a estos compuestos una gran capacidad de inclusion.

La naturaleza del disolvente es un factor importante a la hora de producir cambios
significativos en el ordenamiento estructural, dando origen a la formacién de
diferentes redes de enlaces de hidrégeno. Aunque los disolvente (acetona, DMSO,
metanol, 2-propanol, 2-butanol...) poseen una geometria muy parecida, tienen un
comportamiento y capacidad de formar enlaces de hidrégeno bastantes diferentes. Esto
es debido a la capacidad de los alcoholes a poder actuar como donante y aceptor
mientras que los otros casos, al ser disolventes dipolares apréticos, s6lo pueden actuar
como aceptores en los enlaces de hidrégeno. Esta caracteristica produce que los
huéspedes como la acetona y el DMSO, los cuales estan unidos por solo un enlace de
hidrégeno, posean una mayor movilidad de acomodacién en la cavidad formada
durante el proceso de cristalizaciéon del sustrato derivado de acido biliar, a pesar de
que la localizacién final esté relacionada con las interacciones hidréfobas. Sin embargo,
cuando un huésped como el 2-propanol se une mediante dos enlaces de hidrégeno, la
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movilidad del giro alrededor del enlace C-O se ve drasticamente reducida. Se concluye
que en el primer caso, las interacciones &cido biliar-acido biliar son las que dirigen la
formacién de la estructura cristalina, mientras que en el segundo caso, las interacciones
acido biliar-huésped se hacen mdas importantes y son las que dirigen la formacién de la
estructura cristalina.

Cobra especial relevancia la capacidad de algunos compuestos aqui sintetizados
para la enantiodiferenciacién de la molécula huésped. Asi el AACH>CA resuelve en el
enantiomero S del 2-butanol cuando se obtiene el cristal en este disolvente y el
NbCH,CA resuelve el R del 2-pentanol. Por su parte la molécula de AdCA no resuelve
el 2-butanol ni el 2-pentanol. Estos hechos refrendan que es posible disefiar derivados
de acidos biliares que resuelvan especificamente un enantiémero de un disolvente
racémico.

La orientacion del dtomo de carbono C24 del grupo carboxilico de la cadena lateral
estd mayoritariamente orientada hacia la cara a de la molécula. Los valores de la
distancia entre los 4tomos de carbono C24 y C17 (en el que esta anclada la cadena
lateral) se agrupan bien en torno al valor medio de 4.47+0.09 A, que significa que la
cadena estd parcialmente plegada, o bien en torno a 5.03£0.04 A que conlleva que la
cadena esta completamente estirada.

En definitiva, la insercién de grupos hidréfobos en la estructura quimica de los
acidos biliares naturales, lo cual modifica su balance hidréfilo hidréfobo, da origen a
especies con nuevas propiedades de inclusiéon con aplicaciones evidentes como su
utilizacién a la hora de resolver racematos.

El AACH,CA es capaz de formar organogeles en diferentes compuestos como
acetofenona y clorobenceno, mientras que el NbCH>CA, amplia esta capacidad al
anisol y forma esferulitas de gel en dioxano. Con la excepcién del el AdSucCA, que se
comporta como un buen agente gelificante en agua, ninguno de ellos forma hidrogeles
en las concentraciones de estudio. Este comportamiento se debe a la incorporacién de
un enlace amida adicional entre el grupo adamantilo y el otro grupo amida que lo une
al ntucleo del esteroide. Sin embargo, la incorporacion de un grupo metileno adicional,
que separa los dos grupos amida, hace perder esta capacidad gelificante, en gran
medida, por lo que no influye tanto el tamafio del grupo hidrofébico terminal en esta
propiedad, como la limitacién de los grados de libertad de dicho grupo.

En disolucién acuosa, la naturaleza del grupo hidréfobo incorporado y/o su
distancia con respecto al nticleo esteroideo condicionan el valor de la concentraciéon de
agregacion critica, cac, asi como el tamafio de los agregados y la naturaleza de estos
altimos. Las condiciones experimentales en las que se realiza el experimento (fuerza

iénica, temperatura...) son también variables que inciden de un modo importante sobre
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los parametros mencionados. Asi, existe una capacidad clara de estabilizar agregados
de mayor tamafio al ir aumentando la fuerza iénica del medio. Una mayor separacién
del grupo hidréfobo del nicleo esteroideo, lo que se traduce en una mayor movilidad,
genera una disminucion en el valor de la cac.

El AdSucCA, tiene capacidad de formar cristales liquidos, y mediante la
variacion de la fuerza iénica del medio, es posible invertir la luz polarizada absorbida
por la muestra variando ésta de dextrogira a levégira y viceversa.

Se han disefiado y sintetizado cuatro nuevos compuestos derivados de acido
colico por la posicion C3 con el fin de ser utilizados como agentes protectores y
estabilizadores de nanoparticulas metdlicas. Tres de ellos se han probado con
nanoparticulas de Au, comprobando su eficacia como agentes estabilizantes. Los
resultados muestran que es posible obtener diferentes tamafios de nanoparticulas de
Au, variando las relaciones sal de Au, agente reductor y agente estabilizante. En
algunos casos, se comprueba que la propia molécula protectora es capaz de reducir la
sal de Auy formar nanoparticulas previo a la adicién de reductor.

Se han fabricado materiales nanocompuestos basados en resinas epoxi y
nanoparticulas de Au optimizando el proceso de curado y manteniendo propiedades
de la resina de partida y modificando parametros cinéticos del sistema. Previamente, se
ha utilizado un diseno de experimentos para optimizar el tiempo de curado del
material alcanzando una conversiéon maxima del sistema préxima al 100%. Asimismo,
se han utilizado diferentes tioles como grupos protectores para evitar la agregacion de
las nanoparticulas. Para que las Nps queden intercaladas en la red estructural
manteniendo las mismas caracteristicas de la disolucion original el nanocomposite fue
obtenido mediante un proceso térmico de fusion. La cinética de curado de este tipo de
materiales con y sin nanoparticula muestra que tal introduccién no modifica
apreciablemente la temperatura de transicién vitrea, pero si modifica los pardmetros
cinéticos. La nanoparticula induce un ligero incremento en la conductividad i6nica del
mismo y una disminucién en la Tg del sistema.

Se han sintetizado tres nuevos compuestos derivados de acido cdlico por la
posicion 24 que presentan un buen comportamiento gelificante, con capacidad para la
formacién de mezclas cataniénicas.
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APENDICE A

En este apéndice trataremos la descripcion de las rutas sintéticas y la elucidacion
estructural de los productos sintetizados, para cuyo fin se han empleado fundamentalmente las
técnicas de IR, resonancia magnética nuclear (RMN) de proton ('H) y carbono (13C),
espectrometria de masas y andlisis elemental. En ocasiones se ha caracterizado el producto en
forma de dcida, en otras en forma de sal sodica, y en otras en forma de éster metilico (que
corresponde al paso inmediatamente anterior al de la forma dcida en la secuencia sintética)
dependiendo en cada caso de la naturaleza y el comportamiento de los productos que hemos
sintetizado.

Condcete, acéptate, supérate.

(S. Agustin)
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APENDICE A
SINTESIS Y CARACTERIZACION

Para la sintesis de los compuestos presentados en este trabajo es necesario recurrir
a una serie de reacciones y procedimientos sintéticos para la funcionalizaciéon de acidos
biliares, la protecciéon y desproteccion de grupos funcionales, la sintesis de sintones
para posteriores reacciones, la hidrolisis basica de grupos éster y reacciones de
neutralizacién con &cido clorhidrico, entre otras, para la obtenciéon de nuevos
derivados de acidos o sales biliares.

Todos los compuestos sintetizados requieren la formaciéon de enlaces amida, los
cuales pueden generarse a partir de la union de acidos carboxilicos con grupos amina,
con la consiguiente eliminacién de agua a temperaturas superiores a 200°C, lo que va
en detrimento de la integridad de los sustratos. Para evitarlo, se recurre a una
activacion del 4cido carboxilico que consiste en convertir su grupo -OH en un buen
grupo saliente antes de hacerlo reaccionar con la amina (Figura A.1). Para la realizacién
de este proceso se usan agentes acoplantes que acttian como reactivos independientes
para generar anhidridos, cloruros de acido, ésteres activos, etc... En nuestro caso,
hemos usado DEPC y el sistema formado por DIC/HOBt (Figura A.2).

H
N
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D! R R

)J\ Activacion )J\ J\
T e — B
~

R OH R Act R T
R

Figura A.1 - Esquema simplificado de la activacién del dcidos carboxilicos para la formacién de enlaces

amida.
CH
o) s H
I ; .
P S
HaC N=C=N CH /
ch/\o/ ‘\o/\cm - ) i

CN N\

CH, OH

DEPC DIC HOBt
Figura A.2 - Agentes acoplantes usados en la presente Tesis para la generacion de enlaces amida.

Otro método empleado es el basado en la utilizacion de cloruros de dcido como
reactivos para la reacciéon con la amina de interés, ya que estos cloruros pueden
adquirirse comercialmente en algtin caso o ser sintetizados a partir de cloruro de
tionilo. En general estas reacciones son sencillas y de alto rendimiento debido a la alta
reactividad de los cloruros de acilo involucrados.

En todos los casos para la purificaciéon de los reactivos seguimos los tratamientos
descritos por Armarego!. La cromatografia en capa fina (TLC) se realiz6 en placas pre-
revestidas en silica gel 60 Fxss de la casa Merck. Para las purificaciones por
cromatografia en columna se uso silica gel 60 de la casa Panreac (40-63 pm).

317



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
APENDICE A SINTESIS Y CARACTERIZACION

A.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE 38 AMINODERIVADOS DE ACIDO
COLICO.

Primeramente procederemos a la explicaciéon de la obtencién del 3p-aminocolato
de metilo, ya que supone el punto de partida de la mayoria de los compuestos
derivados de &cido colico sintetizados a lo largo de la presente Tesis doctoral.(Figura
A3)

21\ o)
OH 22
| 18 2/0 Y /2z{/
22| _af 2N
17 TN\ OH
| 2
1 9 4
T/ \1T/ \T/l 15
3 5 7
HZN/ \4/|\6/ Son

Figura A.3 - Numeracién del Acido 33-Aminocélico.

El método usado ha sido el descrito por Anelli y col.2 con una pequeha variacién
durante el proceso de purificacion. La incorporacién del grupo amino se realiza en dos
procesos one pot (reaccion de Mitsunobu-Staudinger). El primero conocido como
reaccion de Mitsunobu consta de tres etapas:

1- Activacion de la trifenilfosfina mediante la formaciéon de un aducto
zwitteriénico.

2- Activacion del acohol, via un dial quiloxifosforano.

3- Desplazamiento tipo Sx2 que genera la azida.

La azida es reducida posteriormente por la adicion de una mayor cantidad de
trifenilfosfina y agua (reaccion de Stdudinger)®. La adicion de trifenilfosfina promueve
la formacion de un intermedio de tipo iminofosforano que se hidroliza en presencia de
acidos, o bien con un exceso de agua, generando 6xido de trifenilfosfina y la amina de
interés. (Figura A.4)
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Ph;P + YOOC-N=N-COOY
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Figura A.4 - a) Mecanismo de una reaccion de Mitsunobu y b) principales paso en el mecanismo de una
reduccién de Staudinger.

Paso 1: proteccion del dcido terminal mediante formacion del éster:

El primer paso de la secuencia sintética es la esterificacion del dcido carboxilico y
vendra encaminado a la proteccion del grupo terminal del acido célico, mediante la
formaciéon de un éster metilico. Con ello evitaremos que se produzcan posibles
reacciones laterales. El 4cido colico se disuelve en MeOH. Con un exceso de este
favorecemos que el equilibrio de reacciéon se desplace hacia la derecha, usando medio
acido para catalizarla, llevando a cabo el proceso de esterificacion del acido y la
obtencion asi del colato de metilo (Figura A.5).

Descripcion del método: En un balén de 250 mL se agregan 0,067 mol (27,38 g) de
acido célico, 125 mL de metanol y 1 mL de HCI concentrado. La mezcla se calienta a
reflujo por espacio de una hora y después se enfria a temperatura ambiente. Luego se
coloca en el matraz de fondo redondo en el congelador durante una noche. Al dia
siguiente, se filtran los cristales o precipitado del producto y se dejan secar durante 30
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minutos al aire. Por dltimo, se dejan por espacio de 8 horas en una estufa a vacio a la
temperatura de 60°C. El producto se utiliza sin purificaciones adicionales para el resto
de la secuencia. Rendimiento: 90-95%. Rf=0.36 en una mezcla de acetato de
etilo:metanol 10:1 como eluyente. En los espectros de 'H RMN se observa la apariciéon
de una sefial a & ~ 3.60 ppm correspondiente a los protones de OCHs. En los espectros
de BC RMN también se observa la aparicién de una nueva sefial a & =~ 51 ppm
correspondientes a este mismo grupo.

OH

MeOH, HCI
reflujo 1 h

HO™ “"OH HO™

Figura A.5 - Proteccién del acido terminal mediante esterificacion

Paso 2: sintesis de los 3 aminoderivados:

En un segundo paso (Figura A.6) procederemos a la transformacién del grupo
hidroxilo de la posiciéon 3 del nicleo esteroideo, en un grupo amino secundario con
inversién de orientaciéon del grupo funcional, ya que la orientaciéon del grupo hidroxilo
es o, mientras que en el caso de la amina la orientacion es . De este modo obtenemos
el [3f,5a,7a,12a]-3-(amino)-7,12-dihidroxicolan-24-oato de metilo que abreviadamente
denominaremos 33-aminocolato de metilo.

OCH3
1) DIAD, DPPA, PPh;
THF (Mitsunobu}
2)PPh;, H,O (Staudinger)

3p

HO' HzN

“"0H

Fig. A.6 - Preparacion del 33-aminocolato de metilo siendo, DIAD, diisopropil azodicarboxilato, para la
activacién del grupo hidroxilo; DPPA, difenilfosforilazida; THF, tetrahidrofurano.

Descripcion del método: En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 L,
provisto de agitador, embudo de adiciéon de presion compensada y atmosfera de argén,
se prepara una disolucién de 21 g del colato de metilo en 500 mL de THF seco. Se
afaden 13 g de PhsP y 10 mL de DIAD. Posteriormente se prepara en el embudo una
disolucién de 11 mL de DPPA en 50 mL de THF. Esta disolucion se afiade lentamente
durante 30 minutos. Dejando posteriormente la mezcla en agitaciéon durante 24 horas.
Una vez transcurrido este tiempo se adicionan 13 g de PhsP y otros 10 mL de DIAD. Se
agita durante 4 horas més y finalmente se adicionan otros 13 g de PhsP y 30 mL de
agua, con el fin de lograr la reduccién del grupo amino. Se deja la reaccién en agitaciéon
durante 4 dias. Para la separaciéon del crudo de reaccién se prepara una cabeza de
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columna mediante la adsorcion de la mezcla de reaccién en suficiente gel de silice,
eliminando todo el THF en el rotavapor y dejando que se seque la cabeza hasta que
quede un s6lido suelto y fino, lo que indica que el producto estd seco y adsorbido de
manera adecuada sobre el gel de silice. Se llenan dos columnas de 50x4,2 cm con gel
de silice hasta unos 41 cm aproximadamente, empacédndolas con una mezcla 1:1 de
acetato de etilo:metanol. La cabeza se distribuye en las dos columnas, debido a la gran
cantidad de producto sintetizado. Se extrae alrededor de un 1L de este disolvente y
luego se cambia la polaridad a una mezcla 95:5 metanol:trietilamina. Para seguir las
reacciones, se usa esta ultima mezcla cromatogréfica y como revelador acido
fosfomolibdico.

El producto final se obtuvo con rendimiento que varia entre el 45-55% del 3f3
aminocolato de metilo.

Caracterizacion del 3 aminocolato de metilo.

1H RMN (300 MHz, DMSO-d6, 6 /ppm): 3.96 (m, Hio); 3.85 (m, Hy); 3.66 (s,
OCHs); 3.19 (m, Hs); 2.25-1.00 (m, esqueleto esteroide); 0.99 (d, Hzi, J=5.87 Hz); 0.94 (s,
H19); 0.68 (S, Hls).

13C RMN (75 MHz, DMSO-d6, d /ppm): 174.55, (C=0); 73.05 (C12); 68.45 (Cy);
51.55 (OCHs;); 47.23-23.34 (C1-Ce; Cs-Cry; Ci3-Caz; Caoy Cao; Co3); 23.16 (Cio); 17.38 (C);
12.53 (Cis).

A.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS AdCH,CA, Nb
CH,CA, AdC;H,CA, AdSuccCA, AdGlutCA y BocCys(Trt)COMe.

El método para realizar los acoplamientos de las moléculas seleccionadas, &cido 1-
adamantanoacético y 4acido 2-Norbornanoacético, se llevé a cabo a través de la
formacion del cloruro de acido*¢, en el caso del acido 1-adamantanopropanoico, acido
(N-adamantan-1-il) - succindmico y (N-adamantan-1-il )- Glutardmico con el 3(-
aminocolato. El acoplamiento se realizé6 mediante DEPC segun Willemen et al.”9. Por
altimo el acoplamiento del Boc-Cys(Trt)-OH se realizé mediante DIC/HOBt.

La secuencia seguida para la sintesis de estos compuestos consiste en la reaccion
del grupo amino de la sal biliar esterificada en la posicion 24 con la molécula que
deseamos acoplar segin sea el caso, para la formacién de un enlace amida.
Posteriormente se procede a la hidrdlisis del grupo éster de la cadena lateral de la sal
biliar para, por tltimo, formar la sal sédica. Figura A.7.
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Fig. A.7 - Ruta sintética empleada para la obtencién de los derivados de acido célico descritos.

A.1.1. Sintesis del compuesto: [3B, 5B, 7a, 12a]-3(adamantano-1-acetil)-amino-7-
12-dihidroxicolan -24-oico (AdCH>CA).

Para la sintesis del AACH>CA, en un balén de 25mL, se adicionan 0,59 g de acido
1-adamantanoacético y 2 mL de cloruro de tionilo, con una trampa de CaCl> y un
serpentin, manteniendo la mezcla a reflujo durante 2 h para la formacién del cloruro de
acido correspondiente. Posteriormente el crudo de reaccion es concentrado a vacio en
el rotavapor para eliminar los componentes volétiles de reaccion. En el siguiente paso
de la reaccidn, se acopla el cloruro de acido obtenido con el 3-aminocolato de metilo,
mediante una reaccién de amidaciéon. Para ello, en un balén seco de 50 mL y bajo
atmosfera de N se disuelven 1,5 g de amino colato en 20 mL de cloroformo y 2 mL de
trietilamina (TEA). La mezcla se enfria en un bafio de hielo con sal a una temperatura
de entre -10 a -15 °C y se adiciona, gota a gota, con fuerte agitacién, la disolucién del
cloruro de acido obtenido del paso anterior en cloroformo. La mezcla de reaccién se
deja en agitacion durante 18 horas a temperatura ambiente, y pasado ese tiempo se
realiza una placa cromatogréfica del crudo eluyendo con una mezcla 20:1 acetato de
etilo:metanol. El producto sintetizado tiene un Rf aproximado de 0.55. Una vez vista la
evolucién de la reaccién se pasa a la evaporacion del crudo mediante el rotavapor y la
preparacién de la cabeza para una columna de silica gel empacdndola y extrayendo el
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producto con una mezcla 20:1 acetato de etilo:metanol. Posteriormente, éste es
concentrado en el rotavapor y secado durante 12 h en estufa a vacio. El rendimiento
resultante es del 40%, recuperdndose de la columna el 3B-aminocolato de metilo que no
ha reaccionado arrastrado con una mezcla 95:5 metanol: TEA.

Para la obtencion del producto final debemos de hidrolizar el ester de metilo, y
para ello se ponen 1,8 g del producto protegido a reflujo con 25 mL de KOH 1M en
H>O o MeOH durante 1 h para asegurarse de que la desprotecciéon es completa. A
continuacién se evapora el metanol y se suspende el producto en unos 400 mL de agua
destilada, neutralizando la sal potéasica con HCl( hasta llevar la disolucién a pH acido,
apareciendo una suspensién que se filtra y lava con abundante agua para arrastrar
toda la sal que pueda haber quedado retenida hasta pH neutro. El producto obtenido
se seca a 70 °C con P>0Os durante 12 h, se muele el producto seco y se deja a secar otras
dos horas mas. Para esta etapa el rendimiento es del 90%.

Cuando se desea trabajar con la sal s6dica del AACH>CA, se disuelve el dcido con
una cantidad estequiométrica de NaOH en agua, para producir la posterior
precipitacion de la sal formada con acetona. El precipitado formado se filtra y se realiza
un proceso similar de secado al llevado a cabo con el acido. Los restos del filtrado
pueden volver a acidificarse con HCl( para recuperar el producto en forma acida.

Caracterizacion del ester metilico, AACH>COMe:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.38 (d NH-C2=0); 3.55 (s OCHj3); 2.43-1
(ntcleo esteroide y adamantano); 0.89 (d Hz1); 0.84 (s Hiv); 0.57 (s Hus).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 17451 (O-C»=0), 170.06 (NH-C=0), 71.72
(Ci2), 66.98 (C7), 51.86 (OCHs), 23.53 (Cio), 17.59 (Car), 12.99 (C1s).

Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 598.55, [M+Na]*: 622.5, [M+K]*:
636.55; tedrico M: 597.44, [M+Na]*: 620.43, [M+K]*: 636.40.

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm?): 3600-3200
vibraciones de tension OH y NH, 2800-3000 vibraciones de tensiéon de CH, CH», CHs,
1700 vibraciones de tensién grupos C=0, 1550-1650 vibraciones de deformacién NH,
1375-1470 vibraciones de deformacion: simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo
CHo>, 950-1100 tension C-O grupos C-OH.

Caracterizacion de la forma dcida AdCH,CA:

Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 584.40, [M+Na]*: 606.40, [M+K]*:
622.38; tedrico M: 583.42, [M+Na]*: 606.41, [M+K]*: 622.39.
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p.f. = 210 °C (es superior al del acido litocolico, 184-6 °C, y al del &cido cdlico, 198
°C).{{3621 Small,D.M. 1971}}

Caracterizacion de la sal sddica, AACH>CNa:

Analisis elemental (calculado para la formula CssHssNNaOs.H20): C, 69.31; H,
9.37; N, 2.25; teérico C, 68.85; H, 9.61; N, 1.94

A.1.2. Sintesis del compuesto: [3f, 50, 7a, 12a]-3[(norbornano-2-acetil)-amino]-7-
12-dihidroxicolan-24-oico (NbCH>CA).

Al igual que en el caso anterior (AdCH>CA) fue sintetizado mediante la reaccién de
adicion-eliminacién entre el cloruro del 4cido norbornano-2-acético y el éster de metilo
del acido 3-B-amino-cdlico.

Seguimos el mismo procedimiento que el descrito para el compuesto anterior
observando ahora que el producto sintetizado tiene un Rf aproximado de 0.4. La
purificacién se llevé a cabo mediante columna cromatografica de gel de silice en una
mezcla 20:1 acetato de etilo:metanol, resultado un sélido blanco en un rendimiento
aproximado del 40%. Se procede de igual manera para la obtenciéon del acido y la sal
correspondiente, con un rendimiento para esta tltima etapa de un 81%.

Debemos de mencionar que el compuesto obtenido es una mezcla de varias
especies debido a que partimos de una mezcla de diasteroisomeros de acido 2-
norbornanoacético, hecho que se pudo comprobar con los cristales obtenidos en los
diferentes disolventes. Figura A.8.

H M Ry H H,
Riy M HR M EH&

2-propanol

dmso

Acetona/Agua AcetonafAgua A

N
B H
R(-)-2-butanol S(+)-2-hutanol

R(-}-2-pentanol R(-)-2-pentanol
Fig. A.8 - 3 especies de diferentes de NbCH>CA encontrados y los disolventes en los que fueron resueltos.

Caracterizacion del éster metilico del NbCH,CA:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.39 (d NH-C=0); 3.56 (s OCHzs); 2.43-1
(ntcleo esteroide y norbornano); 0.90 (d Ha1); 0.85 (s Hio); 0.57 (s Hus).
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13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 174.45 (-O-C24=0), 171.48 (NH-Cx=0), 71.77
(Ci2), 67.02 (C), 51.80 (O-CHs), 23.51 (C1), 17.63 (Ca1), 13.00 (Cas).

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm): (Se incluyen los
espectros correspondientes al éster de metilo) 3600-3200 vibraciones de tensién OH y
NH, 2800-3000 vibraciones de tensién de CH, CH,, CHs;, 1700 vibraciones de tensién
grupos C=0, 1500-1650 vibraciones de deformacion NH, 1350-1500 vibraciones de
deformacion: simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo CH», 950-1100 tension C-
O grupos C-OH.

Caracterizacion del NbCH,CA:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.40 (d NH-C=0); 2.3-1 (ntcleo esteroide y
norbornano); 0.91 (d Haz1); 0.85 (s Huo); 0.58 (s Hus).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, 8/ppm): 175.67 (HO-C,=0), 171.56 (NH-C2=0), 71.73
(Ci2), 66.98 (C5), 23.55 (C1), 17.62 (Ca1), 12.98 (Cis).

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z):M: 543.4, [M+Na]*: 566.4, [M+K]*: 582.5;
tedrico M: 543.8, [M+Na]*: 566.8, [M+K]*: 582.9.

Caracterizacion de la sal s6dica del NbCH,CA:

H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.37 (d NH-C=0); 2.3-1 (ntcleo esteroide y
norbornano); 0.89 (d Ha1); 0.85 (s Hiv); 0.57 (s His).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, /ppm): 178.34 (O-Cx=0), 171,51 (NH-C2=0), 71.92
(Ci2), 67.09 (C5), 23.49 (C1), 18.09 (Ca1), 13.13 (Cig).

Analisis elemental (calculado para la formula C3sHs:NNaOs.5H;0): C, 60.23; H,
9.99; N, 2.11; tedrico C, 60.44; H, 9.53; N, 2.14

p.f. = 188 °C (ligeramente superior al del acido litocdlico, 184-6 °C, e inferior al del
acido célico, 198 °C)10.

A.1.3. Sintesis del compuesto: Acido [3p, 5a, 7a, 120]-3[3-((adamantano-1-il)-
carbamoil-propil)-amino]-7-12-dihidroxicolan-24-ocio, (AdSuccCA).

El compuesto fue sintetizado, como se describe a continuacién, mediante la
activacion del acido con dietil cianofosfonato (DEPC) y la posterior reacciéon de
adicion-eliminaciéon entre el 4acido 3-[(adamantano-1-il)-carbamoil]-propanoico
activado y el éster de metilo del acido 3-pB-amino-c6lico?.

Se disuelven 0,5 g de anhidrido succinico en 5 mL de DMF seca y se mezclan con
0,7 g de 1-adamantanoamina disuelta en 10 mL de DMF seca en un balén de 50 mL
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perfectamente seco y con atmoésfera de N», evitando de esta forma la hidrélisis del
anhidrido. La reaccion se enfria con un bafio de hielo-agua y se afiaden lentamente 2
mL de TEA en continua agitacion. Una vez adicionada, se deja la reacciéon con agitacion
y atmosfera inerte a temperatura ambiente durante 16 horas. Una vez se ha completado
la reaccién se concentra y se redisuelve en metanol dejando que el acido sintetizado
cristalice en el frigorifico.

Una vez que se ha sintetizado el acido a utilizar, se realiza el acoplamiento al
3p-amino colato de metilo mediante la activaciéon del acido con DEPC. Para ello en un
balén de 50 mL con un agitador magnético, se pesan 1,96 g de 3p-amino colato de
metilo y luego se afladen 1,17 g del acido sintetizado en el paso anterior. A esta mezcla
se afiaden 35 mL de DMF seca bajo atmosfera inerte con N> y se agita con el fin de
lograr una perfecta solubilizacién de los reactivos de partida.

Se enfria la mezcla de reaccion a 0 °C en un bafio de hielo-agua y se le afladen 0,83
mL de DEPC, después se adicionan gota a gota 3,5 mL de TEA durante 10 min. Una
vez finalizada la adicién se deja la mezcla en agitaciéon a 0 °C durante 45 min, para
posteriormente dejarla a temperatura ambiente durante 24 h. Por altimo, se evapora a
presién reducida la DMF y la TEA y se extrae el producto deseado mediante una
columna de silica gel utilizando una mezcla de elucion de 9:1 acetato de etilo:metanol.
El rendimiento obtenido fue del 44%. El producto posee un Rf aproximado de 0,4 en
una placa de capa fina utilizando la misma elucién que la empleada en la columna
cromatografica.

De ser necesario, al igual que ocurria con los dos esteroides anteriores se puede
realizar la desproteccion del grupo carboxilico para generar el correspondiente acido
(AdSuccCA) y la transformacion de este en la sal sédica correspondiente. El
rendimiento global es del 39%.

Caracterizaciéon del AdSuccCOOMe:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.73 (d NH-C2=0); 7.15 (d NH-C2=0); 3.56 (s
OCHg); 2.43-1 (ntcleo esteroide y adamantano); 0.90 (d Ha1); 0.85 (s Huo); 0.58 (s Hais).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 174.47 (-O-C2,=0), 171.60 (NH-C2=0), 171.58
(NH-C=0), 71.78 (C12), 67.02 (C7), 51.81 (O-CHs), 23.41 (C1), 17.64 (C1), 13.00 (Cis).

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm?): 3600-3200
vibraciones de tension OH y NH, 2800-3000 vibraciones de tensiéon de CH, CH», CHs,
1700 vibraciones de tensiéon grupos C=0, 1590-1650 vibraciones de deformacién NH,
1375-1470 vibraciones de deformacion: simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo
CHo>, 950-1100 tension C-O grupos C-OH.
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Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 655.3, [M+Nal*: 677.4, [M+K]*: 693.3;
tedrico M: 654.9, [M+Na]*: 677.9, [M+K]*: 694.

Caracterizacion del AdSuccCA:
Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): [M+Na]*: 663.5; te6rico [M+Na]*: 663.5.
Caracterizacion de la sal s6dica del AdSuccCOONa:

Analisis elemental (calculado para la formula C3Hs:NNaOs.5H;0): C, 60.62; H,
9.24; N, 3.72; teorico C, 60.60; H, 9.24; N, 3.72

A.14. Sintesis del compuesto: Acido [38, 5 B, 7a, 120]-3(adamantano-1-propil)-
amino-7-12-dihidroxicolan -24-oico, (AdC,H4CA).

El compuesto fue sintetizado siguiendo el mismo procedimiento que el compuesto
descrito en el apartado A.1.3 sin la necesidad de la sintesis del acido, ya que en este
caso el 4cido que se acopla ya es comercial. El rendimiento global de la reaccién es del
37%.

Caracterizacion de la forma acida AdCo,H4CA:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.40 (d NH-C=0); 2.3-1 (ntcleo esteroide y
adamantano); 0.92 (d Hz1); 0.88 (s Huo); 0.62 (s Hais).

3C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 17625 (HO-C=0), 174.04 (NH-C=0),
71.80(C1), 67.02 (C7), 22.05 (Cag), 15.62 (Ca1), 11.18 (Cas).

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z):M: 598.5, [M+Nal*: 620.4, [M+K]*: 636.4;
tedrico M: 597.44, [M+Nal*: 620.44, [M+K]*: 636.44.

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm?): 3600-3200
vibraciones de tension OH y NH, 2800-3000 vibraciones de tensiéon de CH, CH, CHs,
1700 vibraciones de tensién grupos C=0, 1590-1650 vibraciones de deformacién NH,
1375-1470 vibraciones de deformacion: simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo
CHb, 950-1100 tensién C-O grupos C-OH.

A.15. Sintesis del compuesto: Acido [38, 5a, 7a, 12a]-3[3-((adamantano-1-il)-
carbamoil-butil)-amino]-7-12-dihidroxicolan-24-oato de metilo (AdGlutCA).

La sintesis de este compuesto es idéntica a la seguida para el compuesto A.1.4,
preparando primeramente el acido mediante la reacciéon del 1-adamantanoamina con el
anhidrico glutarico, para el posterior acoplamiento del acido obtenido y el éster de
metilo del dcido 3-B-amino-colico. El rendimiento global es del 44%.
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Caracterizaciéon del AdGluCOOMe:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.50 (d NH-C2=0); 7.12 (d NH-C3,=0); 3.55 (s
OCHg); 2.47-1 (ntcleo esteroide y adamantano); 0.90 (d Ha1); 0.84 (s Huo); 0.57 (s Hais).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 174.48 (-O-C2,=0), 171.99 (NH-C5=0), 171.97
(NH-C30=0), 71.77 (Ci2), 67.02 (C5), 51.82 (O-CHs), 23.44 (C9), 17.62 (C21), 12.98 (Cig).

Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 669.3, [M+Na]*: 693.4, [M+K]*: 708.8;
teérico M: 668.5, [M+Na]*: 691.5, [M+K]*: 707 5.

Caracterizacion del AdSuccCA:

Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 655.0, [M+Na]*: 677.1, [M+K]*: 693.0;
teérico M: 654.5, [M+Na]*: 677.5, [M+K]*: 693.5.

Caracterizacion de la sal s6dica del AdSuccCOONa:

Analisis elemental (calculado para la formula C39H61N;NaOs.3H,0): C, 64.29; H,
9.63; N, 3.78; tedrico C, 64.08; H, 9.24; N, 3.83, p.f = 194.32 °C.

A.1.6. Sintesis del compuesto: [3f, 50, 7a, 12a]- 3 [(2-N-tert-butoxicarbonil-3-S-
tritil-propil) -amino ]-7-12-dihidroxicolan-24-oato de metilo
(BocCys(Trt)COOMe).

El compuesto fue sintetizado mediante la reaccion entre la N-(tert-butoxicarbonil)-
S-tritil-L-cisteina (BOC-Cys(Trt)-OH) previamente activada con
diisopropilcarbodiimida (DIC)!* seguida de la reaccion de sustitucion-eliminacién con
el éster de metilo del acido 3-pB-amino-célico, figura A.9. Las lineas generales de todo el
proceso se describen a continuacion.

Fig. A.9 - Molécula BOC-Cys(Trt)-COMe.

En un balén de 50 mL con un agitador magnético y atmdsfera de nitrégeno, se
afiaden 1.16 g de BOC-Cys(Trt)-OH en 10 ml de DMF seca y se adicionan gota a gota
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sobre la amina 0,47 mL de DIC y 0.4 g de HOBt disueltos en otros 5 ml de DMF seca, y
se agita durante unos 60 min para permitir una perfecta activaciéon del &cido. A
continuacién se adicionan gota a gota 1 g de 3-amino colato de metilo disuelto en 5
mL de DMF seca y se deja la mezcla 24 h en agitacion.

Por ultimo, se evaporara a presién reducida la DMF para luego extraer el producto
deseado mediante una columna de silica gel utilizando una mezcla de elucién de 8:2
acetato de etilo:hexano, obteniéndose un rendimiento global del 60%. El producto
posee un Rf aproximado de 0,55 en una placa de capa fina utilizando la misma elucién
que la empleada en la columna cromatografica. Con la misma metodologia que la
seguida y expuesta anteriormente, el producto en forma de éster puede hidrolizarse
para generar el correspondiente dcido (BocCys(Trt)CA), y este ser neutralizado para
obtener la sal sédica.

Caracterizacion del BocCys(Trt)COOMe:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 7.40-7.28 (d NH-C=0, d NH-Cy y fenilos);
3.57 (s OCHs); 2.43-1 (ntcleo esteroide); 1.36 (s, tert-butilo); 0.92 (d Hz1); 0.85 (s Hio);
0.59 (S H18).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 173.64 (-O-C24=0); 169.00 (NH-C2=0); 144.14
(NH-C2=0); 128.88, 127.83, 126.55 (Ca:); 70.93 (C12), 66.13 (C7), 51.00 (O-CHzs), 27.97
(Cs1,32,33), 22.66 (C19), 16.79 (C21), 12.16 (Cas).

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm?): 3600-3200
vibraciones de tension OH y NH, 2800-3000 vibraciones de tensién de CH, CH», CH;,
1700 vibraciones de tensiéon grupos C=0, 1630 vibraciéon Ar-, 1550-1625 vibraciones
ArC-C, 1590-1650 vibraciones de deformaciéon NH, 1375-1470 vibraciones de
deformacion simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo CH, 1240-1260
vibraciones de deformacién -C(CHzs)s, 950-1100 vibraciones de tension C-O grupos C-
OH.

Masas (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z [M+Na]*: 889.3, [M+K]*: 905.4; tedrico
M:866.5, [M+Na]*: 889.5, [M+K]*: 905.5

Nota: Este compuesto no se ha probado con las NPs de Au debido a que ha quedado la parte
de las desproteccion del grupo amino y tiol sin finalizar.

A.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS CON GRUPOS
TIOLES. Dimero BisMer-AEDT-BisCA, TioGlyCA y MerProCA.

A.2.1. Sintesis del dimero bis(mercatoetilamina)bis(colatosodico) de AEDT,
BisMer-AEDT-BisCA.
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El compuesto fue sintetizado previa preparaciéon del anhidrido de AEDT, en un
primer paso, para luego la reaccién con la cisteamina para la formacién de un enlace
amida y la formacién del dimero de AEDT con los grupos tioles. El compuesto final fue
sintetizado mediante la reaccion entre este dimero de AEDT previamente activado con
DEPC, seguida de la reaccién de sustitucion-eliminacion con el éster de metilo del
acido 3-p-amino-célico. Las lineas generales de todo el proceso se describen a
continuacion.

En una primera etapa se ha preparado el anhidrido de AEDT, mediante el empleo
de anhidrido acético (Panreac, 98%) y AEDT (Panreac), se hace reaccionar en un matraz
de fondo redondo de 100 mL, 18.2 g de AEDT, 24 mL de anhidrido acético y 31 mL de
piridina (al 99%) a 70°C, a reflujo durante 24 h con trampa de CaCl,. Una vez ha
finalizado la reaccion se filtra el producto obtenido y se lava con anhidrido acético y
éter etilico. El rendimiento de la reaccién es del 95%. Anhidrido acético p.f. teérico
170°C, p.f. medido 170°C.

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 3.69 (s CHb); 2.66 (s CHb).
13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 166.34 (-O-C=0); 53.01 (CH,); 51.95 (CH,).

En un segundo paso de reacciéon, hacemos reaccionar en un matraz de fondo
redondo de 50 ml, 5g de anhidrido de AEDT con 3.32g de mercaptoamina en
n-metilpirrolidona, 20ml empleado como disolvente, se realiza en atmosfera inerte con
nitrégeno y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 4 h. Una vez
transcurrido este tiempo se ha producido la apertura del anhidrido y la formacién del
enlace amida, el crudo de reaccién se hace gotear sobre acetona en agitacion para que
el producto precipite en forma de polvo blanco, se filtra rdpidamente y se seca el
producto obtenido a vacio durante 48h, obteniéndose el puente deseado con un
rendimiento del 73%.

TH RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 8.07 (m NH), 3 .36 (m CH>); 3.22 (s CH>); 3.21
(s CHz); 2.71 (m CHy); 2.53 (s CHy).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, &/ppm): 173.18 (HO-C=0); 171.20 (NH-C=0); 58.29
(CHy); 56.08 (CH.); 53.10 (CHa); 42.49 (CHy); 24.19 (CHb).

El tercer paso consiste en la reaccién entre el puente preparado anteriormente
previamente activada con DEPC, seguida de la reaccién de sustitucion-eliminacion con
el éster de metilo del 4cido 3-pB-amino-célico. Las lineas generales de todo el proceso se
describen a continuacién.

En un balén de 50 mL con un agitador magnético y atmoésfera inerte de nitrégeno,
se afladen 0,96 g de puente preparado en el paso anterior en 10 mL de N-metil
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pirolidona (seca) y se enfria a 0°C, se ahaden 0.85 mL de DEPC y 4.25 mL de TEA
durante 10 min. A continuacién se adicionan gota a gota 2 g de 3f-amino colato de
metilo disuelto en 6.5 mL de N-metil pirrolidona (seca), al principio el aspecto es
turbio, por lo que se puede calentar ligeramente hasta que los productos se disuelven
completamente, dejando la mezcla 24 h en agitaciéon a temperatura ambiente.

Se precipita el producto obtenido sobre aprox. 1 L de Agua destilada, forméndose
un precipitado blanco muy fino que se filtra en una placa 4, secando el producto a
vacio a temperatura ambiente. La purificacion se realiza en una columna
cromatografica como ya mencionamos en los productos anteriores con una mezcla de
elucion MeOH:TEA 95:5.

El producto puede ser recristalizado en MeOH/H,O, para alcanzar una mayor
pureza, pero no se han conseguido obtener cristales para la resolucién por difraccion
de R-X.

1H RMN of the methyl ester of BisMer-AEDT-BisCA (DMSO, 300 MHz, §/ppm):
8.20 (t, NH-C=0); 7.77 (d, NH-C=0); 3.31 (s, OCHz); 3.56-2.47 (s, CHx> - bridge protons)
2.43-1 (steroid nucleus protons); 0.91 (d, Ha1); 0.84 (s, Hi); 0.57 (s, His).

13C RMN of the methyl ester of BisMer-AEDT-BisCA (DMSO; 75 MHz, &/ppm):
174.50 (-O-C=0), 171.37 (NH-C=0), 170.11 (NH-C=0), 71.78 (C1), 67.01 (C7), 51.83
(OCHs), 23.40 (C19), 17.63 (Ca1), 12.98 (Cas).

MALDI-TOF, SDHB matrix, m/z: M: 12.4, [M+Na]*: 1215.8, [M+2K]*: 1299.3;
tedrico M: 1216.75, [M+2K]*: 1294.75, se observa que existe un 12% de dimero de la
moléculas sintetizada con M: 2431.0, indicativo de la existencia de un pequefio
porcentaje de moléculas unidas mediante un puente disulfuro.

El dltimo paso seria al igual que sucedia con todos los anteriores productos
sintetizados, desproteger el grupo carboxilico, mediante la hidroélisis basica y
neutralizacién 4cida, para pasar a la formacién de la posterior sal sédica. Paraello1 g
de dimero se hace reaccionar con 1,56g de KOH en 25 mL de MeOH en un matraz de
fondo redondo, a reflujo durante 6 horas. Durante la reaccién aparece un precipitado
que filtramos y el liquido con cierta coloracién amarilla lo echamos sobre H.O con pH
acido (con HCI). La sal la obtenemos mediante la neutralizacién basica con NaOH.

MALDI-TOF of the BisMer-AEDT-BisCA, SDHB matrix, m/z: M: 1189.70; te6rico
M: 1188.72, se observa que existe un 12% de dimero de la moléculas sintetizada con M:
2476.2, indicativo de la existencia de un pequefio porcentaje de moléculas unidas

mediante un puente disulfuro.

331



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE SALES BILIARES
APENDICE A SINTESIS Y CARACTERIZACION

Si queremos reducir los posibles puentes disulfuros formados, la sal o el acido del
dimero lo tratamos con Zn, para ello 181 mg de compuesto disuelto en 10 mL de
MeOH/THEF, se le afiaden 20 mg de Zn en polvo y 2,5 mL de HC1 10%, se mantiene en
agitacion durante 4h, luego se filtra para separa el polvo de Zn y se lava con MeOH,
este se concentra en el rotavapor y se disuelve en la minima cantidad de agua para
luego precipitarlo de nuevo en acetona y asi recuperar la sal o 4cido con un mayor
grado de pureza. La sal la obtenemos mediante la neutralizacién basica con NaOH. El
rendimiento obtenido fue del 32%. Figura A.10

1H RMN of BisMer-AEDT-BisCA (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 8.21 (t, NH-C=0);
7.77 (d, NH-C=0); 3.76-2.47 (s, CH. - protones del puente) 2.43-1 (protones del ntcleo
esteroide); 0.89 (d, Ha1); 0.84 (s, Hio); 0.57 (s, Hus).

MALDI-TOF of the BisMer-AEDT-BisCA, SDHB matrix, m/z: M: 1187.6;

tedricoM: 1188.72, se observa la desaparicion del dimero.

SH

SH

Fig. A.10 - Molécula BisMer-AEDT-BisCA.

A.2.2. Sintesis del [3B, 5a, 7a, 12a]-3[(tioglicoil)-amino]-7-12-dihidroxicolan-24-
oato de sodio, TioGlyCA.

El compuesto fue sintetizado mediante la reacciéon entre el acido tioglicélico
previamente activado con diisopropilcarbodiimida (DIC)!! seguida de la reaccién de
sustitucién-eliminaciéon con el éster de metilo del acido 3-p-amino-célico. Las lineas
generales de todo el proceso se describen a continuacién. Figura A.11

Fig. A.11 - Molécula TioGlyCA.
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En un matraz de fondo redondo de 50 ml se adicionan 0.94 mL de DIC y 0.81 g de
HOBt en 5 mL de DMF seca en agitacion sobre 0.35 ml de acido tioglicélico disueltos en
10 mL de DMF seca, en continua agitacién y en atmosfera inerte de N> se deja
activando durante 60 min, pasado este tiempo se adiciona 2 g del éster de metilo del
acido 3-p-amino-célico disueltos en 5 mL de DMF seca, se deja 24h en agitacion. El
crudo de reaccién se precipita con HO/HCI y se filtra, secando a vacio a temperatura
ambiente. La reaccién puede seguirse mediante EtOH:CHCl; 10%. Para la purificacién
del compuesto se realiza una columna cromatogréfica Acetato de Etilo:Metanol 4:6,
siendo el Rf del compuesto de 0.48. La desproteccion del éster de metilo se realiza
siguiendo el mismo sistema ya descrito anteriormente. Al igual que sucedia con el
compuesto anterior, podemos eliminar los puentes disulfuros formados mediante el
empleo de Zn. Asi a 0.5 g de compuesto en 35 mL THF/MeOH le afiadiremos 35 mg de
Zny 3.5 mL de HCI(10%) manteniéndolos en agitacion durante 4 horas, tras los cuales

recuperaremos el producto obtenido mediante filtracién. El rendimiento obtenido fue
del 42%.

Caracterizacion del TioGlyCOMe:

H RMN (CDCl;, 300 MHz, §/ppm): (Se incluyen los espectros correspondientes al
éster de metilico por la posicion 24: 6.97 (d NH-C=0); 4.11 (m Hs); 3.98 (m Hi2); 3.86 (m
Hy7); 3.66 (s OCHs); 2.8-1 (ntcleo esteroide); 0.99 (d Hz1); 0.96 (s Hio); 0.70 (s Hus).

13C RMN (CDCls; 75 MHz, 8/ppm): 173.58 (-O-C24=0), 167.07 (NH-C=0), 71.85 (C12),
67.21 (Cy), 50.39 (O-CH), 22.3 (Ci9), 16.32 (Ca1), 11.52 (Cis).

Analisis elemental: (calculado para la férmula C27H4sNOsS.H20): C, 63.31; H, 9.05;
N, 2.86; S, 6.24; teérico C, 63.13; H, 9.22; N, 2.73; S, 9.22.

Caracterizacion del TioGlyCA:

H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): (Se incluyen los espectros correspondientes al
acido) 7.40 (d NH-C=0); 2.3-1 (ntcleo esteroide); 0.91 (d Hz1); 0.85 (s Hio); 0.58 (s His).

3C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 175.67 (HO-C»=0), 171.56 (NH-Cx=0), 71.73
(Ci2), 66.98 (C5), 23.55 (C1), 17.62 (Ca1), 12.98 (Cig).

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z):M: 543.4, [M+Na]*: 566.4, [M+K]*: 582.5;
teérico M: 543.8, [M+Na]*: 566.8, [M+K]*: 582.9.

A.2.3. Sintesis del dimero [3f, 5a, 7a, 12a]-3[(mercaptopropanoil)-amino]-7-12-
dihidroxicolan-24-oato de sodio, MerProCA.
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El compuesto fue sintetizado mediante la reaccion entre el acido
mercaptopropanoico previamente activado con diisopropilcarbodiimida (DIC)1
seguida de la reaccion de sustitucién-eliminacién con el éster de metilo del &cido 3-p-
amino-colico. Las lineas generales de todo el proceso se describen a continuacion.
Figura A.11

Fig. A.11 - Molécula MerProCA.

La secuencia sintética es la misma que la del compuesto anterior, empleando ahora
0.436ml de acido mercaptopropionico. El rendimiento obtenido fue del 40%.

Caracterizaciéon del MerProCOMe:

1H RMN (CDCl;, 300 MHz, §/ppm): (Se incluyen los espectros correspondientes al
éster de metilico por la posicion 24: 7.26 (d NH-C=0); 4.14 (m Hzs); 3.98 (m Hi2); 3.85 (m
Hy); 3.66 (s OCHs); 2.8-1 (ntcleo esteroide); 0.98 (d Hz1); 0.95 (s Hio); 0.70 (s Has).

13C RMN (CDCls; 75 MHz, 8/ppm): 174.86 (-O-C5,=0), 170.7 (NH-C2=0), 73.15 (C12),
68.43 (Cy), 51.62 (O-CHb), 23.37 (Cio), 17.55 (Ca1), 12.76 (Cis).

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z):[M+Nal*: 529.5, [M+K]*: 549.0; te6rico M:
509.32, [M+Na]*: 532.32, [M+K]*: 548.32.

Caracterizacion del MerProCA:

1H RMN (DMSO, 300 MHz, §/ppm): 6.71 (d NH-C=0); 3.97 (m Hzs); 3.83 (m Hi); 3.71
(m Hy); 2.3-1 (ntcleo esteroide); 0.93 (d Hz1); 0.88 (s Hio); 0.62 (s His).

13C RMN (DMSO; 75 MHz, §/ppm): 17435 (HO-C=0), 171.70 (NH-Cx=0), 72.56
(Ci2), 67.84 (C7), 23.37 (Cro), 17.52 (Can), 12.75 (Cis).

A.3 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS POR LA POSICION
24. 1D, IDH, IDEDA E IDEDA.

A.2.1. Sintesis del ID.
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La sintesis de este compuesto ya ha sido descrita con anterioridad en otros trabajos
del grupo ya que ha sido empleada como unidad estructural en el ensamblaje de
dendrimeros y otros derivados de sales biliares. Figura A.12.

o MeQO

HO™” ~OH

Fig. A.12 - Molécula ID, molécula de partida para la sintesis del resto de moléculas.

A.2.2. Sintesis del IDH.

El ID se obtiene de la simple hidrdlisis basica y neutralizacién acida de los ésteres
de metilo, como ya habiamos descrito en los apartados anteriores para el resto de
moléculas anteriores cuando desprotegiamos el acido carboxilico de la posicién 24.
Figura A.13. Rendimiento obtenido del 90%.

MeO

C34H49NOB
Mol. Wt.: 599,8

0,01 n;5,998 g MeO

pre/ OH | 34 KOH, 10ml MeOH

reflyjo 1h
se disuelve en 250 ml de H,0
y se neutraliza con HCI
formacion de grumos que se filtran
en una placa 4, se secan en estufa
de vacio a 60 °C durante 24 h

IDH

Iz

“OH
Chemical Formula: C3,H;sNOg

Molecular Weight: 571,70
0,01n;5717¢9

HO™”

NaOH

Iz

“oH
Chemical Formula: C5,H,3NNa,Og
Molecular Weight: 615,67

HO™”

Fig. A.13 - Molécula IDH, molécula empleada para las mezclas cataniénicas.
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1H RMN (DMSO, CDCl3; 300 MHz, §/ppm): 9.69 (s NH-C24=0); 8.38 (s Ha); 8.22
(s Har); 4-32 (im Hs mH7 mH 1), 2.5-1 (ntcleo esteroide); 0.95 (d Hai); 0.78 (s Huo);
0.58 (s His).

3C RMN (DMSO, CDCls; 75 MHz, &/ppm): 173.04 (HO-C=0); 167.55 (NH-
C24=0); 140.03 Cas; 132.03 (Cas) ; 125.64 (Cao) ; 124.76 (Ca) ; 72.66 (C1z), 71.62 (C3), 67.89
(C), 46.97, 46.60 C, 42.00, 41.95, 40.03, 39.93, 35.71, 35.63, 35.15, 34.97 C, 34.22, 31.84,
30.79, 29.74, 28.74, 27.76, 26.71, 23.41, 22.86 (Cio), 17.69 (Caz), 12.83 (Cas).

DEPT135 RMN (DMSO, CDCls; 75 MHz, §/ppm): 125.64 CH; 124.76CH, 72.67 CH,
71.62 CH, 67.89 CH, 46.97 CH, 42.00 CH, 41.95 CH, 40.03 CH, 39.93 CH, 35.71 CHo,,
35.63 CH, 35.15 CH>, 34.22 CHo>, 31.84 CHo, 30.79 CHo, 29.74 CHo, 28.74 CHa, 27.76 CH,,
26.71 CH, 23.41 CH,, 22.86 CH3, 17.69 CH3, 12.83 CHs.

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm): (Se incluyen los
espectros correspondientes al éster de metilo) 3600-3200 vibraciones de tensién OH y
NH, 2800-3000 vibraciones de tensién de CH, CH,, CHs, 1700 vibraciones de tension
grupos C=0, 1590-1650 vibraciones de deformacién NH, 1375-1470 vibraciones de
deformacion: simétricas y asimétricas para el CH; y balanceo CH,, 950-1100 tensién C-
O grupos C-OH.

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): [M-30H]: 519.13, [M-20H]: 536.77,
[M+Nal*: 594.47, [M+K]*: 610.43; te6rico [M-30OH]: 519.30, [M-20H]: 537.31, [M+Na]*:
594.30, [M+K]*: 610.28.

Analisis elemental: (calculado para la formula Cs;;HssNOs.2H;0): C, 63.46; H,
8.00; N, 2.29; teorico C, 63.24; H, 8.13; N, 2.30

A.2.3. Sintesis del IDEDA.

Al igual que para la sintesis de la molécula anterior, para la sintesis del IDEDA, se
parte de ID que se hace reaccionar con etilendiamina, para dar lugar a la molécula
deseada. Figura A.14.

Asi se mezclan en un matraz de fondo redondo 1 g de ID en 10 mL de
etilendiamina mediante agitacién fuerte durante dos horas, la reaccién se sigue
mediante placa cromatografica Metanol:Acetato de Etilo en relacién 9:1, observando la
transfomacion del éster y la formacioén del enlace amida, ya que el ID tiene un rf de 0.5
y el IDEDA rf de 0. Al finalizar la reaccion se evapora la etilendiamina en el rotavapor,
adicionando en varias veces diclorometano para eliminar el exceso de diamina. El
s6lido hidroscopico se disuelve en una cantidad minima de MeOH y se precipita con
acetato de etilo. El producto se purifica finalmente en una columna cromatografica
pasando una disolucién 1:1 acetato de etilo:Metanol y posteriormente una disolucién
95:5 de trietilamina:metanol, para arrastrar el IDEDA. El producto final obtenido se
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concentra en el rotavapor, se redisuelve en MeOH y se precipita en dietil éter.
Rendimiento obtenido: 80%.

ID o

Mol WI 60 1

CasHsoOg d=0,899
Mol. Wt.: 599,75 5ml
0,59; 0,000835 n

Se calienta con agitacion a 65 °C con refrigerante
se realizan placas cada hora para ver como evoluciona la reaccion
en 8:2 Acetato de etilo:Metanol

Se recoge el curdo de reaccion y se concentra en el rotavapor lavando sucesivamente con
MeOH y dicloro metano y concentrando para eliminar toda la etilendiamina

Luego se disuelve en la minima cantidad de MeOH y se precipit6 con acetato de etilo

o
IDEDA
NH NH:
C36H57N506

Mol. Wt.: 655,9
0,000835 n; 0,5477 g
‘HCI
OH

Chemical Formula: C35HsoCl,N5Og
Molecular Weight: 728,79

Fig. A.14 - Molécula IDEDA, molécula empleada para las mezclas cataniénicas.

1H RMN (DMSO, CDClz; 300 MHz, §/ppm): 9.94 (s NH-C2=0); 8.66 (t NH-
C29=O)' 8 41 (S HAr)' 8 24 (S HAr)' 4. 69 (Sa -OH)' 4- 3 2 (m H3 mH7 mH12)' 3 56 (t H31)'
3.01 (t Hsz) 2.5-1 (ntcleo esteroide); 2.05 (s -NHz); 0.96 (d Hz1); 0.79 (s Hig); 0.58 (s His).

3C RMN (DMSO, CDCls; 75 MHz, &§/ppm): 172.89 (-NH-C»=0); 167.08 (NH-
C29=0); 140.33 Cas; 135.00 (Cas) ; 121.96 (C7) ; 121.00 (Cas) ; 79.20 C, 72.16 (Ci2), 71.38 (Cs),
67.36 (C7), 46.81, 46.53 C , 42.14, 42.04, 40.23, 39.83 C, 39.15, 35.88, 35.76, 35.41, 35.03 C,
34.16, 31.98, 30.97, 29.03, 27.90, 26.85, 23.45, 23.07 (C1s), 17.74 (Cz1), 12.90 (Cis).

DEPT™35 RMN (DMSO, CDCl3; 75 MHz, §/ppm): 121.96 CH; 121.00 CH; 72.15 CH,
71.38 CH, 67.35 CH, 46.80 CH, 42.15 CH, 42.14 CH, 42.04 CH, 40.23 CH>, 40.16 CHo>,
39.13 CH,, 35.88 CH>, 35.76 CH, 35.41 CHo, 34.15 CH>, 31.98 CH>, 30.96 CH>, 29.02 CH,,
27.89 CH,, 26.85 CH, 23.44 CHo, 23.07 CHs, 17.74 CH3, 12.90 CHs.

Espectroscopia IR (Golden-Gate, posicion de la banda/cm): (Se incluyen los
espectros correspondientes al dcido) 3600-3200 vibraciones de tension OH y NH, 2800-
3000 vibraciones de tension de CH, CH», CHs, 1639 vibraciones de tensiéon grupos C=0,
1590-1650 vibraciones de deformacion NH y tensién simétrica N-C=0O, 1375-1470
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vibraciones de deformacion: simétricas y asimétricas para el CHs y balanceo CH,, 950-
1100 tensiéon C-O grupos C-OH.

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 656.46, [M+Na]*: 678.50, [M+K]*:
694.48; tedrico M: 655.43, [M+Na]*: 678.42, [M+K]*: 694.39. Se ha formado un 11.4% de
dimero tras la cristalizacién en MeOH:acetato de etilo el dimero pasa a 2.4%.

A.2.4. Sintesis del IDEDAC.

La sintesis de esta molécula serd una continuacion de la secuencia sintética
desarrollada para la molécula anterior, asi que partiendo de 1g de IDEDA lo
disolvemos en 400 mg de piridina en un matraz de fondo redondo, con atmésfera
inerte de nitrégeno y en bafio de hielo a 0°C, afhadimos gota a gota 0.16 mL de
anhidrido acético, manteniendo la agitacion durante 2 h mas a temperatura ambiente.
La solucién es concentrada y purificada mediante columna cromatografica con mezcla
de dilucién diclorometano/metanol 85:15, para la obtencién de un producto de mas
pureza el producto se cristaliza en iPrOH/Et,O 85:15. El rendimiento d ela reaccién es
de un 81%. Figura A.15

HO™”
Fig. A.15 - Estructura de la molécula sintetizada IDEDAC.

1H RMN (DMSO, CDCls; 300 MHz, é/ppm): 10.06 (s NH-Cx4=0); 8.42 (t NH-
C34=0); 7.89 (t NH-C2=0); 8.13 (s Har); 7.87 (s Har); 42-3 (m Hs mH7 mH 1, t Hay, t
Hsz) 2.5-1 (ntcleo esteroide); 2.05 (s -NHy); 0.97 (d Hz1); 0.80 (s Hio); 0.59 (s Hus).

3C RMN (DMSO, CDCl; 75 MHz, §/ppm): 17352 (-NH-C5=0); 172.81 (NH-
C34=0); 166.88 (NH-C=0); 140.13 Cas; 136.08 (Cas) ; 121.39 (C7) ; 120.92 (Cso) ; 71.77
(Ci2), 71.17 (C3), 66.99 (C7), 23.03(Cio), 17.70 (Ca1), 13.07 (Cis).

Masas: (MALDI-TOF, matriz SDHB, m/z): M: 744.35, [M+Na]*: 762.40, [M+K]*:
778.33; tedrico M: 739.45, [M+Na]*: 762.45, [M+K]*: 778.45.

Las moléculas PyrCOOMe, AACA y AACOOMe han sido sintetizadas en trabajos
previos del grupo. En la presente tesis han sido empleadas para el estudio de
cristalizaciéon de las mismas y para su posible comparacién con el resto de moléculas
aqui desarrolladas.
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