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Resumen

Estudio estructural y supramolecular de pequeias moléculas de
relevancia bioldgica: sintesis de materiales bioinspirados y sus
potenciales aplicaciones

La quimica supramolecular es definida como “la quimica mas alld de una molécula”
y se basa en el estudio de las interacciones no covalentes que puede desarrollar una
molécula, con su entorno. Un importante nimero de fendémenos biolégicamente
relevantes, como el correcto plegamiento de ciertas proteinas, la especificidad catalitica
de las enzimas, y la sintesis de materiales biogénicos con roles bien definidos, estan regidos
total o parcialmente por la naturaleza de la interacciéon no covalente entre las moléculas
involucradas en el proceso. Asimismo, muchos de los mecanismos a través de los cuales se
desarrollan diversos eventos fisicoquimicos, como la separacién de fases en una solucién,
el desarrollo de sistemas organizados no-covalentes, como micelas y cristales liquidos, o
los procesos de seleccidén de enantidmeros en las sintesis asimétricas, para nombrar solo
algunos ejemplos relevantes, también estdn gobernados por la quimica supramolecular.
Este rol ubicuo y fundamental de la quimica supramolecular en tantas y tan diversas ramas
de la ciencia desperté un interés especial en el desarrollo de nuevas herramientas para su
estudio y prediccidon. Al mismo tiempo, desde hace unas décadas se han propuesto
multiples maneras de abordar el estudio de la relaciéon que existe entre la estructura
molecular, la quimica supramolecular y las propiedades de una dada especie quimica, lo
cual senté las bases del disefio racional de estructuras moleculares con propiedades
especificas.

Con lafinalidad de contribuir a desenmarafar el entramado de factores que pueden
afectar la quimica supramolecular de un sistema, y alterar la interaccién con su entorno,
durante este trabajo de tesis doctoral se disefiaron y sintetizaron varias familias de
moléculas derivadas de aminodcidos y aldehidos de interés biolégico, y se investigd su
quimica supramolecular al ser sometidas a distintas condiciones experimentales. En
particular, se exploré la capacidad de estas moléculas de desarrollar fases sélidas
ordenadas y se estudiaron las propiedades en soluciéon empleando solventes de diversa
naturaleza. Esto dio como resultado la obtencidn de distintos materiales supramoleculares
como cristales, mesoestructuras, y organogeles. Para cumplir con los objetivos propuestos
se emplearon diferentes técnicas espectroscopicas, difraccion y dispersidon de rayos X,
microscopia confocal y de luz polarizada, y cdlculos de estructura electrénica empleando
|a teoria del funcional de densidad (DFT).

El parentesco observado entre los ensamblajes supramoleculares desarrollados por
estos derivados de aminodcidos con las estructuras del tipo amiloide, y el impacto que este
tipo de nanoestructuras patoldgicas ha despertado en los ultimos afios, motivé el estudio
de la capacidad amilogénica de estos compuestos. Se estudid el potencial caracter
citotéxico de los filamentos elongados obtenidos en condiciones fisiolégicas sobre
neuroblastos de ratén no diferenciados empleando microscopia confocal de imagen de
tiempo de vida de fluorescencia resuelta en el tiempo. Para algunos de los compuestos se
pudo observar el desarrollo del proceso de apoptosis en las células y la presencia de
estructuras filamentosas en la matriz extracelular.



Por ultimo, se estudiaron las propiedades estructurales, mecdnicas y 6pticas de
monocristales obtenidos a partir de diferentes fases cristalinas derivadas de las purinas
adenina, guanina y cafeina. El andlisis estructural se llevé a cabo mediante técnicas de
difraccidn de rayos X, simulaciones por DFT y el estudio de las redes de energia
desarrolladas en cada sistema, lo que permiti6 comprender la relaciéon entre el
empaquetamiento cristalino, las interacciones intermoleculares y las propiedades
mecanicas observadas (fragilidad, flexibilidad plastica o eldstica, dependiendo del sistema).
Estos resultados proveen, ademas, las herramientas predictivas necesarias para el disefo
de nuevos sélidos cristalinos bioinspirados. Asimismo, se obtuvieron nuevos materiales
cristalinos hibridos empleando las fases sélidas de las purinas como huéspedes de
colorantes incorporados de forma intracristalina. Estos nuevos materiales presentaron una
respuesta mecanica y 6ptica muy innovadora.

Palabras clave: Quimica Supramolecular — Materiales Bioinspirados — Aminodcidos
- Purinas - Fibras amiloides - Cristales Flexibles.



Abstract

Structural and supramolecular study of small molecules: synthesis
of bioinspired materials and potential applications

Supramolecular chemistry is defined as the “chemistry beyond the molecule” and
is focused on the comprehension of the nature of the interaction between a molecule, with
its surroundings. A wide range of biologically relevant phenomena, as the correct folding
of proteins, the specific catalytic activity of enzymes, and the development of biogenic
materials with specific purpose, are totally or partially, modulated, by the interactions
between the molecules involved in each process. Moreover, multiples eventsin other fields
of science, such as the phase separation in precipitation process, enantiomeric selection
during asymmetric reactions, or the development of hierarchical no-covalent ordered
aggregates as micelles or liquid crystals, are also ruled by the supramolecular chemistry.
This ubiquitous and fundamental role of supramolecular chemistry in different fields of
science has attracted a special interest in the development of new tools for its study.
Simultaneously, in the last decades, multiples approaches have been proposed to
understand the relationship between molecular structure, supramolecular behavior, and
the properties of a substance, which have settled the bases for the rational design of
molecular structure with specific properties.

In spite of unraveling the complex network of factors that could be affecting the
supramolecular chemistry of a certain chemical species and also, the ones that are ruling
the interaction between the molecule and its surrounding, during this doctoral thesis
different families of amino acid-based compounds derivatized with biologically relevant
aldehydes, have been design and synthetized, and its supramolecular chemistry have been
fully investigated under different experimental conditions. In particular, the ability of these
molecules to develop ordered solid phases, such as single crystals and mesostructures,
was investigated, and also, the properties in solution were studied using different solvents,
what gave place to multiples organogeles. To achieve the objectives of the work, several
characterization techniques have been employed, as spectroscopies, X-ray diffraction and
dispersion, light-polarized and confocal microscopy, and electronic structure calculation
using density functional theory (DFT).

Structural similarities between the supramolecular aggregates developed by these
molecules and the structures reported for amyloid-forming substances, in addition with
the huge impact that these kinds of pathologic nanostructure have shown in the last
decade, motivated the study of the amylogenic capability of these compounds. The
capability of developing supramolecular filaments with cytotoxic effect under
physiological conditions was studied by fluorescence lifetime imaging microscopy on
undifferentiated mouse neuroblasts. For some of the tested compounds, the cell apoptosis
process was observed in the presence of elongated filaments on the extracellular matrix.

Lastly, the structural, mechanical and optical properties of single crystalline
materials obtained for different solid phases of the purines adenine, guanine and caffeine,
was studied. Structural analysis was performed employing X-ray diffraction techniques,
with the complement of DFT and Energy Framework calculations, which contributed to
the understanding of the relationship between crystal packing, non-covalent interactions,



and the observed mechanical properties (brittleness, plastic, or elastic flexibility,
depending on the system). These results provided the tools to rationally design new
bioinspired crystalline materials. Furthermore, a set of new hybrid crystalline materials
were obtained due to the capability of these solid phases to act as host of dyes.
Characterization showed that these dyes were allocated intracrystallinely inside the
structure. Additionally, these new crystalline materials showed remarkable mechanical
and optical response.

Keywords: Supramolecular Chemistry - Bioinspired Materials — Amino acids -
Purines - Amyloid Fibrils - Flexible Crystals.
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Quimica Supramolecular y Quimica
Conformacional

Desde que Friedrich Wohler logré sintetizar la urea en 1828,* la quimica ha puesto
su foco en nutrir el formidable abanico de reacciones que permiten generar, sustraer o
alterar en casi cualquier medida el enlace covalente. Esto ha permitido disefiar estructuras
casi tan complejas y diversas como la propia imaginacidn del cientifico que las sintetiza.
No son pocos los ejemplos de moléculas complejas y de gran tamafio,”* que han sido
sintetizadas en las Ultimas décadas con el afdn de responder una plétora de diversas
interrogantes que van desde el interés por el desarrollo de formas especificas,® la busqueda
de alcanzar extensiones que imiten las observadas para moléculas biolégicas,? o pruebas
de concepto de los limites actuales de las herramientas de sintesis.*

Sin embargo, una atencién muchisimo menor se ha puesto en entender cémo son
los fendmenos que rigen la interaccion de estas entidades moleculares con su entorno.
Irébnicamente, cuando un sustrato se une a una enzima, una droga se adhiere a su blanco,
o una sefial se propaga entre células, son estos fendmenos de interaccién entre estructuras
los que gobiernan y determinan la selectividad, la afinidad y la eficacia de todo el proceso.’
El estudio de esta quimica que excede el enlace covalente y pone su foco en racionalizar y
comprender qué mecanismos se desarrollan durante la interaccién entre especies
quimicas se denomina Quimica Supramolecular.

La Quimica Supramolecular ha sabido ser definida, en palabras de unos de sus
maximos exponentes, el ganador del premio Nobel Jean-Marie Lehn, como “la quimica
mas allad de la molécula”® Segun Lehn, la Quimica Supramolecular “busca disefar e
implementar sistemas quimicos funcionales basados en componentes moleculares que se
mantienen unidos a través de interacciones intermoleculares no covalentes.”

Debido a que resulta necesario tener un control estricto y riguroso sobre la
posicién y orientacién de los grupos funcionales que estdn presentes en un bloque de
construccién para poder predecir eficazmente qué tipo de interacciones pueden ser
desarrolladas, es necesario tener una idea clara del estado conformacional de una
estructura. Se define como isomeria conformacional a una forma de la estereoisometria
en la que los isémeros pueden interconvertirse entre si, a través de rotaciones de sus
enlaces. Aunque generalmente a cualquier par de arreglos atdmicos en una molécula se
los puede denominar “conformaciones”, en lineas generales se le suele asignar el rétulo
“conférmero” a todas aquellas conformaciones que se corresponden con un minimo local
en la energia potencial del sistema.’

Al andlisis y la descripcion de las diversas conformaciones accesibles por una dada
estructura, asi como el estudio de los factores que alteran y seleccionan una dada
conformacion por sobre el resto de posibles estados accesibles, se la denominard a lo largo
de este Trabajo de Tesis como Quimica Conformacional.

Se advierte a simple vista que existe una relacidn muy estrecha entre estas dos
ramas del andlisis estructural. Asi como la Quimica Supramolecular se nutre del andlisis
conformacional para conocer con precisidn la locacion y orientacién de los fragmentos
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moleculares encargados de establecer interacciones con el entorno, la Quimica
Conformacional se basa en estos mismos fragmentos y la naturaleza de sus interacciones
para seleccionar los estados conformacionales mas estables, en tanto estos serdn los que
favorezcan la mayor cantidad y la mejor calidad de enlaces no covalentes desarrollados.

A lo largo de esta tesis se presentaran varios ejemplos que ilustraran no solamente
esta relacidn cooperativa y sinérgica entre ambas ramas sino también demostraran el
enorme potencial que brinda realizar un andlisis estructural empleando un abordaje
conjunto tanto de la libertad conformacional y como la capacidad supramolecular de una
especie. En particular, se propondran nuevas herramientas descriptivas para el estudio de
pequefias moléculas con el fin de proponer una primera aproximacién a la prediccién de
propiedades de sistemas supramoleculares autoensamblados. Finalmente, y como prueba
de concepto, se presentardn una serie de diversos materiales moleculares sintetizados a
partir de estas moléculas con el fin de verificar la relacion predicha entre estructura
molecular, libertad conformacional, capacidad supramolecular y propiedades del sistema
material obtenido.

Materiales supramoleculares

Concepto general

Los materiales cumplen un rol transformador en la historia de la humanidad. La
relacidén entre los materiales y el ser humano es tan estrecha e intima que muchas eras son
nombradas en base al rol casi social que estos desempefiaban, como la edad de piedra,® del
bronce,’ o de hierro.!° No obstante, aunque en todos estos periodos se le ha dado un papel
protagoénico a los “materiales duros”, detrds de todos ellos existen multiples “materiales
blandos” que han sabido acompafar al humano a lo largo de cada una de estas etapas.™
Podemos distinguir entre materiales “duros”y “blandos” considerando la energia necesaria
para producir una deformacion. Los materiales blandos pueden ser deformados empleando
alteraciones térmicas o mecanicas cuya magnitud se encuentra en el rango de las propias
fluctuaciones térmicas del sistema a esa temperatura.’? Por el contrario, los materiales
duros requieren energias con magnitudes mucho mayores para poder ser alterados
perceptiblemente.

Cada vez es mas frecuente encontrar materiales blandos basados en moléculas
(también conocidos como materiales moleculares) en la vida cotidiana, formando parte de
maquinas y dispositivos que podemos encontrar facilmente a nuestro alrededor (Figura
1) 13
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Figura 1. Esquema de los componentes de una pantalla de cristal liquido. Imagen adaptada del

sitio How The Technology of LCD Displays Works - Xenarc Technologies Blog.

Todas las propiedades de un material dependen de forma directa, tanto de los
contactos que se desarrollan entre sus bloques de construccién, como del orden que estos
presenten. Por este motivo, en las Ultimas décadas, acompafiando el surgimiento de
nuevos materiales basados en moléculas, la Quimica Supramolecular ha tomado un rol
troncal en el disefio y su desarrollo.

Es interesante notar que la Quimica Supramolecular también ha sido central en los
sistemas naturales desde sus origenes.!! Los fendmenos de autoensamblado que se dan a
escala supramolecular son fundamentales para todos los sistemas naturales debido a que
permiten el desarrollo de estructuras de distintos tamanos y con una amplia variedad de
funcionalidades. Los materiales obtenidos a través de esta estrategia poseen claras
ventajas comparativas respecto a otros sistemas extendidos similares. Esto es debido a
que la reversibilidad intrinseca a las interacciones no covalentes durante el desarrollo del
material les confiere la capacidad de corregir desperfectos, lo que permite obtener una
estructura final con gran complementariedad entre sus bloques de construccién.’ Bloques
de construccion que se reconocen y ensamblan solos,'* sistemas capaces de regenerarse,*
o sistemas multiresponsivos,’® son solo algunos ejemplos del fascinante universo de
nuevos materiales que la Quimica Supramolecular ha permitido desarrollar a lo largo de
los ultimos afios.

Sin embargo, contar con la capacidad de controlar y predecir las diversas
estructuras que pueden ser generadas a partir de un dado conjunto de especies,
considerando principalmente la cinética y la termodindmica que rigen los mecanismos que
subyacen, sigue siendo un desafio en la actualidad.*’*®

Durante este Trabajo de Tesis Doctoral se presentara el estudio pormenorizado de
los fendmenos de autoensamblado de una familia de compuestos derivados de los
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aminodcidos L-Fenilalanina y L-Tirosina y de purinas de interés biolégico como la adenina,
la guaninay la cafeina. Se mostrard cémo todos estos compuestos dan lugar a la obtencién
de diversos materiales supramoleculares y se analizard en detalle las arquitecturas
estructurales que podrian estar generdndose en todos estos sistemas.

Adicionalmente, en este trabajo se ilustra de manera clara el rol fundamental que
cumplen tanto la Quimica Supramolecular como la Quimica Conformacional, en el
desarrollo de nuevos sistemas con propiedades facilmente predecibles en términos de
conceptos estructurales claves, como el factor de forma y la naturaleza convergente o
divergente de la Quimica Supramolecular. Los ejemplos acd presentados y los conceptos
introducidos durante las discusiones permiten sentar las bases para el desarrollo de un
marco conceptual que aborde manera holistica una compresién en detalle de los
fendmenos que reinan sobre el autoensamblado de diversas estructuras moleculares con
interés bioldgico.

Correlacion entre la estructura del bloque de construccién y las
propiedades del material

El concepto detras de "la quimica mas alla de la molécula” esta basado en el estudio
de las interacciones no covalentes, las cuales son débiles y reversibles por naturaleza, y se
generan tanto por motivo de la forma y el tamafio de la especie, como de su carga y los
grupos funcionales presentes.’> Por lo tanto, para disefiar un bloque de construccion que
cumpla un dado rol en un sistema, es necesario introducir distintos grupos funcionales
sobre plataformas afines. Esto implica tener un control minucioso no solamente del tipo,
sino también de la posicién y la orientacidn de estas interacciones no covalentes.*®

Esta relacién directa entre la estructura de una especie y su capacidad de
interactuar con el entorno motiva la necesidad de poder contar con “principios de
construccién”. Idealmente, estos deberian de basarse en la presencia de ciertos arreglemos
atomicos/moleculares comunes y deberian ayudar a predecir o, al menos, acotar el nimero
de estructuras supramoleculares que se desarrollaran en un sistema. A modo de ejemplo,
en la Figura 2 se representan algunos de los fragmentos moleculares mds cominmente
utilizados a la hora de disefiar bloques de construccion para el desarrollo de estructuras
supramoleculares helicoides.

Estructuras secundarias helicoides naturalmente Estructuras secundarias helicoides generadas
generadas sintéticamente
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Figura 2. Algunos de los fragmentos moleculares frecuentemente empleados para el disefio
racional de nuevos bloques de construccién supramolecular y las arquitecturas helicoides mas
comulnmente generadas por estos. Imagen adaptada del trabajo de Schmidt y Wiirthner.®

Resulta particularmente interesante notar que el primer grupo presentado, el
grupo amida en una entidad polimérica, también puede emplearse para desarrollar ldminas
B. Este ejemplo ilustra claramente las dificultades que implica querer predecir el arreglo
supramolecular desarrollado si se pone el foco tnicamente en la unidad de construccién.

La sintesis orgédnica cuenta con una enorme coleccién de reacciones disponibles
para enfrentar esta tarea.'® Esta plétora de herramientas estructurales puesta a disposicion
de la Quimica Supramolecular puede ser, como poco, avasallante. Adicionalmente, los
retos asociados al trabajo sintético, y el desarrollo de nuevas rutas de obtencién de
estructuras orgdnicas, son un enorme agregado al ya de por si desafiante universo de
preguntas que la Quimica Supramolecular intenta responder. Por este motivo, es frecuente
observar cémo la Quimica Supramolecular se nutre de la sintesis de nuevos bloques de
construccién partiendo de pequefias porciones estructurales previamente conocidas,
como moléculas o fragmentos moleculares con propiedades bien definidas, y estudia el
impacto que producen estos cambios controlados sobre las propiedades supramoleculares
de esta nueva entidad.'’**-%

A lo largo de este Trabajo de Tesis se pondra el foco en estudiar cémo se
construyen las propiedades supramoleculares de un nuevo sistema a partir de sus
componentes, cudles y cuantas de estas propiedades pueden heredarse desde los bloques
parentales al derivado final, y cual es la susceptibilidad de todas estas propiedades a los
diversos cambios estructurales introducidos a lo largo de la tesis.

Materiales bioinspirados

Las fascinantes propiedades que presentan los biomateriales son el resultado de
anos de evolucion. Generalmente, estos son ensamblados en condiciones moderadas,
muchas veces fisiolégicas, y con un acceso muy acotado a distintos bloques de
construccién. Por este motivo, en la inmensa mayoria de los casos, las propiedades tan
sorprendentes de estos materiales provienen principalmente de arquitecturas jerdrquicas
sofisticadas.”? Poder encontrar una manera de “simular las vias de formacién de estos
materiales” para sintetizar de manera artificial sistemas similares ha despertado un
enorme interés a lo largo de las Ultimas décadas debido a su aplicacion en la ciencia de los
materiales y la ingenieria.

El disefio de nuevos materiales que tengan la resistencia mecdnica de las telas de
arafa,”® el color estructural de algunos peces® o camaleones,® o la capacidad de
regeneracion de la propia piel humana,? son solo algunos ejemplos en los que imitar a la
naturaleza tendria un impacto directo y trascendental en el desarrollo de nuevas
tecnologias. Por este motivo, resulta fundamental comprender cudles son los mecanismos
que subyacen en los fendmenos de reconocimiento y ensamblado molecular que parecen
estar presentes en todos y cada uno de estos sistemas.

Uno de los principales requerimientos para el desarrollo de materiales
bioinspirados es emplear bloques de construccién o bien idénticos a los empleados en la
naturaleza, o emparentados estructuralmente. Esto Ultimo, aunque abre las posibilidades
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a un sinfin de posibles derivatizaciones que facilitarian el desarrollo directo de nuevos
sistemas, también introduce el riesgo de perder la biocompatibilidad y terminar
obteniendo materiales con propiedades estupendas, pero imposibles de aplicar sin implicar
riesgos para la salud o el medio ambiente. Por este motivo, poder disefiar, desarrollar y
estudiar nuevos sistemas supramoleculares partiendo de bloques de construccion
biocompatibles o con una citotoxicidad bien caracterizada, resulta esencial para garantizar
una aplicacién directa y exitosa del material obtenido.

Durante este Trabajo de Tesis se presentara la sintesis y caracterizacién de diversos
materiales bioinspirados que van desde soélidos cristalinos con propiedades mecanicas
sorprendentes, hasta geles supramoleculares y cristales liquidos. En todos los casos se
empled para su disefio bloques de construcciéon basados en moléculas biocompatibles
como aminodcidos, aldehidos y purinas. En los casos aislados en que se emplearon
colorantes que impliquen un potencial riesgo para la salud, estos fueron empleados como
dopantes en concentraciones traza y embebidos en matrices que disminuyen la exposicién
directa con el usuario.

Ingenieria Cristalina

Poder predecir las propiedades de un sistema conociendo la identidad de cada uno
de sus componentes es una de las principales motivaciones de la ciencia, en general. En
particular, en la ciencia de los materiales, predecir y controlar las propiedades del sistema
resultante a partir del disefio racional de los bloques de construccion sigue siendo uno de
los principales desafios. En este contexto, la ingenieria cristalina es la rama de las ciencias
encargada de estudiar el disefio y la sintesis de estructuras en estado sélido con el fin de
controlar las interacciones intermoleculares que gobiernan las propiedades materiales.?”
Entre las principales estrategias que se han desarrollado para lograr este cometido se
encuentra el uso de interacciones fuertes y direccionadas como el puente de hidrégeno, el
puente halégeno o los enlaces de coordinacion metal-ligando.?®

Mas alla de que la Ingenieria Cristalina es una rama que viene siendo desarrollada
desde hace casi 30 afios,? su evolucién en la ultima década la ha llevado a estudiar la
frontera que separa el estudio de los materiales duros y los materiales blandos, usualmente
relegados a la Quimica Supramolecular.’® Debido la gran cantidad de objetivos y
herramientas en comuin entre ambas ramas, en muchos casos se han empleado
conjuntamente para abordar la resolucidn de diversos desafios, como el disefio y desarrollo
de nuevos bloques de construccién con formas y modos de interaccién especificos, o el
estudio de materiales que se encuentran parados en la frontera que distingue “lo duro” y
“lo blando”, como los cristales liquidos. Este desvanecimiento en los limites del campo de
aplicacién de la Ingenieria Cristalina ha permitido que el batallén de herramientas y
conceptos desarrollados originalmente para estudiar y comprender los materiales
cristalinos ahora sean empleados frecuentemente para el estudio de geles, coloides,
cristales liquidos y otros sistemas supramoleculares, mas alld de su capacidad de
deformarse o su grado de orden.



A lo largo de esta tesis se presentardn diversos materiales sélidos que seran
estudiados empleando tanto las herramientas como los conceptos desarrollados por esta
disciplina, que van desde los cristales Unicos, plasticos, eldsticos y rigidos, y los materiales
policristalinos, hasta los geles supramoleculares. En todos los casos se presentard una
relacién entre la estructura molecular de los bloques de construccién, el orden que estos
adquieren en cada sistema y las propiedades del material resultante.

Mecanismos de separacion de fase y
propiedades del material resultante

Luego de que, por muchos afos, las arquitecturas de los materiales hayan sido
dominadas principalmente por arreglos basados en ldminas, ntcleos, carcazas y redes con
una dada periodicidad, la ultima década ha visto la aparicién de nuevas topologias
aperiddicas de la mano de los materiales espinodales.’® Aunque existen reportes de la
presencia de este tipo de materiales en la naturaleza, como en el desarrollo de los
materiales dseos en los huesos,**? o la formacién de algunas espinelas,*® fue necesario un
enorme esfuerzo, tedrico y experimental, para dominar los fendmenos que permiten tanto
seleccionar, como estabilizar esta via de separacion de fases.’**

Inspirados en los procesos de autoensamblado observados en la naturaleza, los
materiales construidos a partir de una separacion de fase espinodal (materiales
espinodales) se caracterizan por presentar cierto grado de anisotropicidad en algunas de
sus propiedades, como la dureza o la densidad, la cual puede ser modulada a través del
control riguroso de las condiciones de precipitacion.

Esta distribucién asimétrica de sus propiedades contrasta con la homogeneidad e
isotropia usualmente observada en las propiedades de los materiales cristalinos o
policristalinos. En estos, su estructura inherentemente periddica implica heredar esta
simetria espacial sobre sus propiedades. Un arreglo simétrico de entidades distribuidas en
el espacio implica, de manera excluyente, una distribucién de igual simetria de sus
propiedades, debido a que estas se generan a partir de larespuesta colectiva de sus bloques
de construccién.?® Cualquier heterogeneidad en la distribucién de los bloques de
construccién, o de sus interacciones, se vera reflejada de forma directa en la distribucién
de sus propiedades, como sucede con la birrefringencia. %

Gracias a la capacidad de controlar la orientaciéon, forma y tamafio del poro durante
la optimizacién topoldgica de los materiales espinodales, se logra abarcar una enorme
porcidn del espacio, alojando el material de manera eficiente sobre las principales regiones
donde se produce el estrés mecanico al cual se sometera el sistema.*® Adicionalmente, la
naturaleza bicontinua, aperiddica, desestructurada y estocdstica de este tipo de
arquitecturas promueve una serie de funciones, tanto bioldégicas como mecanicas, como la
tolerancia a las imperfecciones® o la formacion de regiones de tension y relajacion que
brindan una respuesta mecanica sorprendente.®
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Figura 3. Diagrama de separacién de fases para un sistema binario en funcién de la temperaturay
la composicién. Se detallan las texturas esperadas para materiales obtenidos a partir de
fendmenos de nucleacién y crecimiento (A y C) y la regiéon de descomposicién espinodal (B).

En contraposicidén con los materiales estructurados y periddicos desarrollados a
través de los fendmenos de nucleacién y crecimiento cristalino, los materiales espinodales
presentan una enorme capacidad biomimética, motivo por el cual fueron propuestos como
candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos materiales bioinspirados con
aplicacion en ramas tan diversas como la ingenieria de tejidos,? o la reconstruccién de
material 6seo.*> Actualmente se encuentran reportadas en bibliografia un tipo de arreglo
cristalino de orden local frecuentemente observado durante la formacion de materiales
blandos denominado “esferulita”, cuyo mecanismo de formacién propuesto se centra en
una concatenacién de fendmenos de nucleacién, crecimiento cristalino y descomposicion
espinodal.®® Este es solo uno de los ejemplos reportados en bibliografia en los que es
necesario desdibujar las barreras que distinguen ambos mecanismos de descomposicidon
para describir de manera satisfactoria un fenémeno.

Durante este Trabajo de Tesis, puntualmente durante los Capitulos IlI, IV, y V, se
abordara en detalle una relacion directa entre ambos mecanismos de descomposicién en
términos de la teoria de fluctuacion de concentraciones de Cahn-Hilliard,** y se propondra
una manera de entender la relacion entre ambos en base a la facilidad o dificultad con que
un componente puede difundir en un sistemay el grado de orden que imponen las fuerzas
entrépicas en su empaquetamiento.



Pequenas moléculas con actividad
bioldgica como blogques de
construccion de nuevos materiales

Aminoacidos y aldehidos aromaticos

La formacion de arquitecturas supramoleculares ordenadas empleando
metabolitos y pequefias moléculas de relevancia biolégica ha ganado interés en los ultimos
afios debido a la simplicidad de estos bloques de construccidn, su gran abundancia natural
y su biocompatibilidad intrinseca. Adicionalmente, en la bibliografia cada vez son mas los
reportes de estructuras supramoleculares con actividades bioldgicas diversas que van
desde la citotoxicidad hasta la formacion de entramados fibrilares para la encapsulacién de
diversas sustancias.*™* En este contexto, resultan especialmente relevantes los
aminoacidos aromaticos debido a que tienen la capacidad de desarrollar una gran variedad
de interacciones supramoleculares en medios acuosos debido a su limitada solubilidad.*
Esto los vuelve candidatos ideales para desarrollar estructuras supramoleculares
empleando diversas técnicas de precipitacién como el salto de pH, la remocién controlada
de solvente o la difusién de cosolventes.

La L-Fenilalanina es uno de los nueve aminoacidos esenciales y se encuentra
principalmente en la naturaleza formando parte de una diversa variedad de proteinas. La
L-Tirosina, por el contrario, es un aminoacido condicionalmente esencial, lo que implica
que sélo algunas poblaciones especificas no pueden sintetizarlo a través de las rutas
metabdlicas convencionales y requieren suplir esta carencia a través de la ingesta.* Debido
a la presencia de anillos aromaticos en ambos residuos, estos dos aminodacidos son
considerados aromaticos. Sorprendentemente, a pesar de la presencia del grupo hidroxilo
en la posicién para del anillo aromético de la L-Tirosina, esta presenta una solubilidad en
agua muy baja, alin menor que la observada para L-Fenilalanina (Figura 4).** Por este
motivo, y para los fines practicos, muchas veces es considerada como un aminoacido no
polar e hidrofébico, mds alla de la presencia de este grupo hidroxilo.

(o) OH
O, OH
“NH
-"l,,'N H2
OH
L-Fenilalanina L-Tirosina

(1) (2)

Figura 4. Aminoacidos utilizados
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Gracias a la capacidad de autoensamblarse dando lugar a la formacién de
estructuras supramoleculares fibrilares, la L-Fenilalanina ha sido estudiada como bloque
de construccion de diversos tipos de materiales, entre los que resaltan los geles
supramoleculares,® las estructuras amiloides,” y las redes nanofibrilares.*®** Ademas, la
facilidad con que este compuesto puede ser derivatizado para obtener diversas estructuras
moleculares con caracteristicas variadas que heredan la capacidad de formar filamentos
supramoleculares la vuelven una plataforma muy versatil para disefiar racionalmente
nuevos compuestos con propiedades especificas.'®*0>2

Sorprendentemente, esta habilidad de formar arquitecturas supramoleculares
extendidas no se observa de manera tan pronunciada en la L-Tirosina, a pesar de contar
con un grupo hidroxilo adicional cuya posicién y orientacién deberia de estimular el
desarrollo de este tipo de interacciones. Esta diferencia con respecto de lo que se observa
para la L-Fenilalanina parece estar directamente relacionada con la formacién de dimeros
estables, lo cual conlleva a emplear todo el potencial de su Quimica Supramolecular e
inhibe la interaccién de estos bloques de construccién con otros elementos del entorno.*
No obstante, existen casos en los que se han reportado materiales fibrilares constituidos
a partir de estos dimeros, cuya morfologia y aspecto macroscépico se asemeja a lo
observado para la estructura cristalina de la L-Tirosina.>

Los aldehidos aromaticos son ampliamente utilizados industrialmente en diversas
aplicaciones entre las que destaca su uso como aromatizantes, saborizantes y precursores
en la industria farmacéutica. La vainillina, que es el ingrediente principal de la esencia de
vainilla,>* el benzaldehido, que es el principal componente en los saborizantes artificiales
de almendras y cerezas,” o el piperonal, una especie con aroma dulce y floral,>® son algunos
aldehidos aromaticos empleados en la industria alimenticia y cosmética, por estas
propiedades tan particulares.”” Mas alla de su uso como agentes organolépticos, gracias a
la reactividad que ofrece el grupo carbonilo, tanto estos como otros aldehidos aromaticos
son ademds, ampliamente utilizados como intermediarios y precursores en diversas
industrias, como la farmacéutica.”® El empleo de estos compuestos en el disefio bloques de
construccién para la sintesis de nuevos materiales permite introducir diversos motivos
moleculares con una variada polaridad pero una estructura conservada, lo que propicia el
estudio de manera sistematica del impacto que tienen pequefios cambios estructurales en
las propiedades finales. Ademas, contar con la presencia de mas de un grupo carbonilo en
la estructura extiende las capacidades de derivatizacién, dando como resultado entidades
polifuncionalizadas.

En particular, a través de la reaccion de condensacién que puede desarrollarse
entre el carbonilo y un grupo amino, es posible incorporar moléculas como los
aminodcidos, a una plataforma aldehidica. En esta tesis se emplearon diversos aldehidos,
que se presentan en la Figura 5, para el disefo de las moléculas estudiadas, las cuales
fueron obtenidas a través de la reaccion de formaciéon de base de Schiff (condensacién
entre el carbonilo y el grupo amino) y posterior reduccién.
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Figura 5. Aldehidos empleados

Purinas

La purina es el heterociclo nitrogenado mds ampliamente distribuido en la
naturaleza. Irénicamente, mas alld de que aparece de forma frecuente en una inmensa
variedad de estructuras, como el Adenosin-5-trifosfato (ATP),”® el Adenosin-3,5-
ciclofosfato (cAMP),°® el Nicotin Adenin Dinucleétido (NAD),** o el Flavin Adenin
Dinucleétido (FAD),%? no se ha reportado hasta ahora la presencia de purina sin sustituir
en ningln organismo. La versidn mds simple encontrada hasta el momento es la
Nebularina, una especie aislada del hongo Agaricus Nebularis que presenta propiedades
antimicrobianas.®®* No obstante, existen muchas moléculas ubicuas en sistemas bioldgicos
derivadas de esta estructura, como son la Adenina, la Guanina, la Hipoxantina, la Xantina,
la Teofilina, la Teobromina, la Cafeina, el 4cido Urico y la Isoguanina (Figura 6). Todas estas
pequefias moléculas cumplen roles fundamentales en sistemas bioldgicos® o estan
directamente relacionadas con trastornos en la nutricion y patologias asociadas a la
acumulacién de sustancias nitrogenadas en el organismo.®>

Considerando la relevancia de las purinas, y teniendo en cuenta que la presencia de
los distintos grupos funcionales en cada una de ellas permite estudiar el rol que cumplen
estos en el desarrollo de nuevos sistemas, en esta tesis se eligieron la adenina, la guanina
y la cafeina como bloques de construccién para la sintesis de nuevos materiales
bioinspirados.
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Figura 6. Estructura molecular de la purina y sus derivados naturales mas frecuentes.

Tanto la adenina como la guanina son moléculas consideradas “fundamentales”
para la vida. Debido a que forman parte de las bases nitrogenadas que conforman el ADN,
tienen un rol esencial tanto en el correcto apareamiento de los nucleétidos en las hebras
de ADN, como en la sintesis ribosomal de proteinas. Todos estos estos procesos, y su
relevancia bioldgica, se debe principalmente a su Quimica Supramolecular.®’” Debido a su
rol fundamental en todos estos fendmenos, la quimica de estas dos sustancias viene siendo
ampliamente estudiada desde hace varios afios.®® Sin embargo, la mayoria de estas
investigaciones se han enfocado en su comportamiento en solucién, omitiendo vy
relegando asi el estudio de sus fases sélidas.

Si estudiamos el caso particular de la adenina podemos observar que, aunque
existen varios ejemplos de agregados supramoleculares o sistemas organometalicos que
emplean esta molécula como bloque de construccién,®*”* muy poco se sabe actualmente
sobre la quimica en estado sélido de la adenina por si misma. Por el contrario, el universo
de materiales sdlidos biogénicos obtenidos a partir de guanina ha crecido enormemente
en los ultimos afios.”? Esto es debido principalmente a su elevado indice de refraccién que,
junto con su gran abundancia natural, la vuelven ideal para ser empleada en el desarrollo
de materiales refractantes, arreglos foténicos y espejos naturales.”

Por otro lado, la cafeina es un ingrediente farmacolégicamente activo que presenta
varias aplicaciones terapéuticas, entre las que resaltan su capacidad de reducir la fatiga e
incrementar el estado de alerta, mejorar el desempefio de tareas asociadas a la vigilancia 'y
el control,’* y disminuir la incidencia de diabetes Tipo Il y la enfermedad de Alzheimer.”
Adicionalmente, en los Ultimos afios ha despertado gran interés debido a su uso innovador
como estimulante de la performance deportiva de alto rendimiento.”® Es interesante notar
que, aunque es considerado el compuesto psicoactivo mds consumido a nivel mundial
desde hace décadas,”” el estudio de sus sales sigue despertando interés. Esto se debe a que
recientemente se han postulado tanto a la cafeina como a sus sales como fuentes
nutricionales de nitrégeno y de aniones de relevancia bioldgica, como el nitrato.”

Tener una idea clara de la estructura y las propiedades fisicoquimicas mds basicas
de la purina y sus derivados es un prerrequisito fundamental para comprender los
mecanismos de accién de los productos naturales y los principios activos farmacoldgicos
que encontramos en los seres vivos. Estas propiedades pueden modular varios de los
mecanismos de algunas reacciones directamente implicadas en rutas metabdlicas,”



involucrarse en los procesos reguladores,®® o hasta disparar mutaciones en el cédigo
genético.®!

Se define como tautomerismo a la propiedad de poder desarrollar isémeros que se
diferencian sélo en la posiciéon de un grupo funcional. Estos isdmeros estan relacionados
entre si a través de un equilibrio que regula la distribuciéon poblacional de las distintas
especies. Los mecanismos que rigen estos equilibrios implican la migracién de un grupo o
atomo. Debido a su pequefio tamafio y la labilidad intrinseca de algunos de sus enlaces, de
todos los posibles fendmenos de migracién intramolecular, la reubicacidn de un protén es
uno de los mas frecuentes. A esta alteracidén de la locacion de un protén en la estructura
se la conoce como prototropia y es la forma mas comun de tautomeria.®

La tautomeria prototrdpica puede considerarse como una consecuencia
estructural del comportamiento acido-base. Estas tautomerizaciones son catalizadas por
la presencia de acidos o bases que asisten en los procesos de intercambio protdénico
transitorio y la formacion de iones, la estabilizacién de los distintos estados de
deslocalizacién de cargas, y la re-obtencién de las estructuras iniciales a través de la
migracion asistida del protén intercambiado.®

Considerando que todos los equilibrios tautoméricos estan regidos principalmente
por su cardcter acido-base, resulta esencial tener una idea clara de los rangos de pH en los
cuales podemos encontrar de manera mayoritaria a cada una de las correspondientes
especies ionizadas. Para eso es necesario construir sus diagramas de especiacion
empleando las constantes de acidez reportadas en bibliografia (Figura 7).8% Al mismo
tiempo, estos rangos de pH permitirdn seleccionar de manera racional los bloques de
construccién empleados para la obtenciéon de materiales basados en estos compuestos.
Como se discutira mas adelante, el estado de carga sera fundamental para racionalizar las
propiedades mecdnicas de los materiales obtenidos en términos del niimero de pares
idnicos presentes en la estructura y la disposicién de estos en la red cristalina.
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La gran demanda que se ha generado en los ultimos afios a nivel mundial por drogas
mas eficientes ha llevado a la necesidad de mejorar el desempefio de muchos de los
principios activos conocidos y al desarrollo de nuevas formulaciones que faciliten la
dosificacion, administracion y el control sobre la farmacocinética de un medicamento.?’ En
la actualidad existen varias estrategias utilizadas para disefar formulaciones innovadoras
con propiedades especificas como es el uso de sales® o la formacion de co-cristales.”

Durante este Trabajo de Tesis se presentardn nuevos materiales bioinspirados
obtenidos a partir de sales o hidratos de adenina, cafeina y guanina y se analizara de forma
exhaustiva tanto sus propiedades mecanicas como su actividad como hospedadores de
moléculas exdgenas. Ambas cualidades se presentan detalladamente en el apartado de
“Ingenieria Cristalina”.

Diseno racional de pequenas
moléculas para el desarrollo de
nuevos materiales

Durante este Trabajo de Tesis se empleardn la L-Fenilalanina y la L-Tirosina para
obtencion de los diversos compuestos derivatizados con distintos aldehidos de relevancia
biolégica mediante la ruta sintética presentada anteriormente. A continuacién, se detallan
las distintas familias sintetizadas junto con la nomenclatura empleada a lo largo de la tesis
para su identificacion.

Todos los derivados de L-Fenilalanina se reconoceran como 1.x, mientras que los
derivados de L-Tirosina se nombraran como 2.x. (Figura 4)

Para identificar cada una de las plataformas carbonilicas empleadas, la “x” sera
reemplazada por, (Figura 5)

a. Benzaldehido

b. Tereftaldehido

c. 1,3,5-triformilbenceno

d. 2-Naftaldehido

e. Piperonal

f. Vainillina

g. 4,40-(Etano-1,2-diylbis(oxi))bis(3-metoxibenzaldehido). (Divainillina)

En todos los casos se considera que la cantidad de aminoacidos ligados a la
plataforma aldehidica es la maxima posible. Por esto es por lo que no se indicar3, en los
casos en los que se emplea plataformas policarbonilicas, el nimero de aminoacidos ligados.
A modo de ejemplo, empleando esta nomenclatura el derivado proveniente de la
derivatizacién de Piperonal (e) con la L-Fenilalanina (1.x) serd indicado como “l.e”.
Mientras que el derivado del 1,3,5,-triformilbenceno (c) con la L-Tirosina (2.x) se indicara
como “2.c”.
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Por simplificacién, para los motivos de esta tesis se propone una clasificacién
fundamentada principalmente en las similitudes estructurales entre compuestos, con una
separacién en subgrupos segun el aminoacido. Esta propuesta de clasificacion estructural
es a fines de facilitar discusiones parciales y comparaciones directas dentro y entre las
familias, y dista de ser la Unica posible. Teniendo como criterio principal de clasificacién las
diversas plataformas aromaéticas empleadas, los compuestos sintetizados durante la tesis
pueden englobarse en las siguientes categorias.

1) Derivados de plataformas aromdticas monocarbonilicas (Figura 8)
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2) Poliderivados de plataformas carbonilicas con L-Fenilalanina (Figura 9).
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Durante este Trabajo de Tesis se estudiara en detalle la Quimica Supramolecular y
Conformacional de todos estos nuevos derivados, tanto en solucion como en diversos
materiales sélidos obtenidos a partir de distintas técnicas de precipitacion. En base a un
exhaustivo andlisis realizado empleando espectroscopias dindmicas, técnicas de rayos X y
calculos computacionales se propondrd un modelo de autoensamblado en solucién para
todas estas sustancias y se propondra un paralelismo entre este y la arquitectura
estructural presente en diversas estructuras amiloides. Al mismo tiempo, se centrara la
discusién en la capacidad de heredar ciertas propiedades supramoleculares de las
moléculas parentales y como la introduccién de una derivatizacién simple puede dar lugar
a la modulacién de estas.

Raices supramoleculares de
patologias humanas

La fenilcetonuria es un trastorno neuropsicolégico que se genera debido a una
concentraciéon elevada del aminodacido L-Fenilalanina en el organismo. La concentracion
fisioldgica de L-Fenilalanina en estas condiciones puede alcanzar valores de hasta 1,2mM,
20 veces lo esperado para un paciente sano. Esta elevada concentracién de L-Fenilalanina
en el organismo dispara la formacién de estructuras filamentosas que han presentado una
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marcada actividad citotdxica,®> y una sorprendente similitud estructural con las
estructuras reportadas para proteinas amiloides*

Aunque actualmente el rol de las estructuras amiloides sigue siendo motivo de
debate,”®® se considera que existe un caracter citotoxico intimamente ligado a los
primeros estadios de formaciéon de las fibras o filamentos caracteristicos de estas
estructuras.

Una de las particulares que caracterizan a estas estructuras es su ubicuidad en el
organismo, lo cual ha generado que se las haya relacionado con diversas enfermedades
neurodegenerativas,’ patologias cardiacas,” o actividad citotdxica en distintos érganos.®®
1902 Entre las mas estudiadas de estas patologias se encuentra la enfermedad de Alzheimer,
considerada una amiloidosis neuro localizada. Una de las principales caracteristicas de esta
enfermedad es la formacion de placas seniles en el cerebro,’® como consecuencia del
empaquetamiento de agregados fibrilares del péptido AP, que se depositan
extracelularmente en la materia gris del cerebro (Figura 10).1%*

w i ] '

&

Figura 10. Micrografia de una angiopatia cerebral producida por placas amiloides (marrén)
depositadas en el cortex cerebral. Imagen tomada de la referencia 1%.

Sorprendentemente, se considera que el péptido A no presenta una estructura
terciaria intrinseca, lo cual ha generado grandes desafios en lo que respecta a su
caracterizacion en estado sélido. Aunque existen trabajos que reportan una estructura
enriquecida en conformaciones del tipo lamina beta en las placas amiloides,*> motivo por
el cual el péptido obtuvo su nombre, no existen actualmente estructuras reportadas con
resolucion atémica para el péptido en condiciones fisioldgicas.

La principal diferencia entre el rol fisiolégico y el desarrollo de la actividad
citotoxica parece estar dado por la formacién de agregados supramoleculares en
concentraciones tales que se aprecia la agregacion, pero no es suficiente para precipitar.’®
La precipitacidon da como resultado la formacién de placas amiloides, cuyo rol parecen ser



Unicamente acumulativo, sin una actividad patoldgica formalmente asignada.'” La
hipétesis actual propone que las placas amiloides son solo una via de eliminacién del B-
amiloide soluble.”* Esto implica que existe un delicado equilibrio de precipitacion en el cual
se encuentran involucradas especies individuales, agregados supramoleculares y particulas
macroscoépicas, de forma similar al establecido en la termodindamica clasica para describir
los procesos de formacién de materiales cristalinos a través del mecanismo de nucleacién
y crecimiento.1%®

La capacidad de desarrollar estructuras fibrilares con actividad citotéxica no solo
se encuentra reportada para el péptido beta amiloide (AB), sino también para varias
proteinas y metabolitos enddgenos, incluyendo algunos ejemplos de moléculas pequeias
no proteicas como el uracilo, la cisteina y la adenina.** Ademas, algunos de los agregados
supramoleculares desarrollados por estas pequefias moléculas ya han demostrado su
capacidad de actuar como semillas para inducir la formacion de estructuras amiloides en
ciertas proteinas.!®

En vista a lo discutido anteriormente es esencial contar con una descripcién clara
y precisa que nos permita identificar cuales estructuras fibrilares implican un riesgo
potencial para la salud celular. Esto dispara el interrogante que impulsé el estudio de la
Quimica Supramolecular de los derivados de aminodcidos sintetizados en esta tesis en el
contexto de la formacién de estructuras amiloides y sus propiedades.

Definicion, deteccién y cuantificaciéon del caracter amiloide

Uno de los mayores desafios que existe a la hora de poder identificar la presencia
de un amiloide en un sistema reside principalmente en los enormes cambios que ha sufrido
la definicion de “estructura amiloide” alo largo de la dltima década''’. Aunque este término
viene siendo empleado desde 1854, la masiva diversificacidn estructural asociada a este
término, fruto del rdpido avance que tuvo el estudio de este tipo de materiales en los
ultimos afos dio lugar a una serie de abusos no intencionados en la nomenclatura.

A modo de ejemplo, en los primeros reportes registrados de estructuras amiloides
se consideraba que estas estaban conformadas casi de manera exclusiva del péptido AB,
debido a su rol en el desarrollo de las placas amiloides.!’® Adicionalmente, las primeras
acepciones de la palabra “amiloide” estaban directamente relacionas con compuestos que
dieran un resultado positivo del ensayo de tincién por iodo, que es inespecifico y puede dar
lugar a falsos positivos en presencia de diversos polimeros y materiales cristalinos si estos
no son correctamente eliminados de la matriz con anterioridad.*? Debido a la carencia de
una definicion rigurosa, tanto desde lo cualitativo como desde lo estructural, el término
fue adoptando varias formas y su uso se fue alterando de manera casi arbitraria para
describir a un conjunto de estructuras fibriformes asociadas al incorrecto plegamiento
proteico, y con una implicancia potencial en patologias relacionadas con la actividad
citotoxica.'®

Sin embargo, en la actualidad la hipdtesis general de formacién de estructuras
amiloides ha sido extendida hasta el campo de las moléculas pequenas, llegando a alcanzar
un gran numero de metabolitos, incluyendo algunos no proteicos.”* Esta explosiva
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expansién en el grupo de estructuras con potencial actividad amilogénica puso en jaque
las técnicas de deteccidon y diagndstico actuales y llevé a la necesidad de revisar el modelo
amiloide actual para incluir todos estos nuevos agentes formadores.!*® Al mismo tiempo, a
medida que el objeto de estudio se amplia para incluir moléculas nuevas y diversas, cada
vez es mas facil observar sustancias capaces de dar lugar a la formacidén de agregados con
aspecto fibrilar pero que responden de manera limitada o nula a las técnicas cldsicas de
identificacion de estructuras amiloides.™*

Las técnicas empleadas actualmente, tincién con Rojo Congo y registro de la
emisién de Tioflavina T, aunque rdpidas y simples, presentan fuertes limitaciones en su
selectividad y sensibilidad, y ya se encuentran reportadas varias restricciones para su uso
en presencia de sustancias exdgenas o matrices complejas.'*>!'¢ Esto se debe a que los
mecanismos implicados en la interaccién entre sonda y estructura durante ambos ensayos
no requieren la presencia de una caracteristica que sea Unica y especifica de las estructuras
amiloides. Esta baja especificidad genera que estos ensayos sean poco confiables cuando
se estudian matrices complejas y pueden dar lugar a errores tanto de Tipo | (Falsos
positivos) como de Tipo Il (falsos negativos).’”**® La utilizacion de ensayos colorimétricos,
aunque ampliamente aceptados e implementados en la histoquimica diagndstica por su
velocidad y bajo costo,'® no son del todo satisfactorios a la hora de garantizar una
deteccion eficaz de las primeras etapas de formacion de este tipo de agregados.'®*11>11°
Adicionalmente, a medida que el numero de sustancias estudiadas aumenta y se
diversifica, se vuelve mas desafiante encontrar un ensayo simple, selectivo, sensible y
universal que permita detectar y/o confirmar la naturaleza amiloide de un agregado
supramolecular. Esta limitacién se vuelve mas apremiante si tenemos en cuenta que una
misma molécula puede dar lugar a la formacién de agregados con estructura amiloide en
ciertas condiciones experimentales y luego desarrollar un material completamente
distinto cuando esas condiciones son alteradas levemente.'?

Esta imprecisién en la definicion de estructura amiloide nos obliga a buscar una
metodologia rigurosa y sistematica de deteccién y categorizacién de estos agregados
supramoleculares fibriformes que pueda extenderse a todos los posibles compuestos
capaces de desarrollarlos. Por lo tanto, es necesario pensar en un nuevo paradigma para la
interpretacién de la naturaleza amiloide. Durante el Capitulo V se discutirad en detalle una
nueva definicion y se mostraran varios ejemplos en que esta metodologia de deteccion de
estructuras con caracter amilogénico puede ser empleada de manera directa para el
estudio de nuevas sustancias. Ademas, se sentaran las bases para pensar el caracter
amiloide ya no como una caracteristica binaria que se “tiene” o “no se tiene” en un sistema
sino, mas bien, como una propiedad continua que aumenta o disminuye en tanto el
agregado se apega en mayor o menor medida a una dada propuesta estructural especifica.
A esta propuesta estructural se la denominara el “caracter amiloide”, y se relacionara con
la presencia de una distribucién especifica de planos de interaccién fuerte y débil, los
cuales permiten explicar la inmensa mayoria de las propiedades y caracteristicas
usualmente asociadas a estos compuestos.

Durante este Trabajo de Tesis se ilustrarda cémo emplear esta nueva definicién del
caracter amiloide para el andlisis de las estructuras supramoleculares de la familia de
nuevos compuestos sintetizados a partir de L-Fenilalanina y L-Tirosina con diversas



plataformas aldehidicas. Al mismo tiempo, se estudiard la naturaleza de la interaccién
entre estas sustancias y células nerviosas extraidas de neuroblastos de ratén, con el fin de
ensayar la potencial actividad amilogénica, citotéxica o estimuladora de la reprogramacion
neuronal de estas sustancias.

Objetivos generales y estructura de la

tesis

Durante este Trabajo de Tesis Doctoral se presentara el estudio pormenorizado de
los fendmenos de autoensamblado de una familia de compuestos derivados de los
aminoacidos L-Fenilalanina y L-Tirosina y de purinas de interés bioldgico como la adenina,
la guanina y la cafeina. Se mostrara cémo todas estas sustancias dan lugar a la obtencién
de diversos materiales supramoleculares y se analizara en detalle las arquitecturas
estructurales que podrian estar generdndose en todos estos sistemas.

Los objetivos generales del trabajo se detallan a continuacién:

1

2)

3)

4)

Sintetizar y caracterizar dos familias de nuevos compuestos basados en los
aminodcidos L-Fenilalanina y L-Tirosina empleando diversos aldehidos de
interés biolégico.

Estudiar en detalle la Quimica Supramolecular y Conformacional de todos
estos nuevos derivados, tanto en soluciéon como en los diversos materiales
sOlidos, obtenidos a partir de distintas técnicas de precipitacidn.
Particularmente, se pondra el foco en estudiar la capacidad de heredar ciertas
propiedades supramoleculares desde las moléculas parentales y entender
cémo la introduccidén de derivatizaciones puede dar lugar a su modulacion. Al
mismo tiempo, se ilustrara la relacién directa que existe entre los ensambles
moleculares desarrollados por estas sustancias y sistemas biolégicamente
activos reportados previamente en la bibliografia.

Emplear estas nuevas moléculas, junto con algunas purinas de interés
bioldgico, para obtener diversos materiales bioinspirados que van desde sdélidos
cristalinos hasta geles supramoleculares y cristales liquidos.

Extender el estudio la Quimica Supramolecular y Conformacional de todos
estos bloques de construccién, y entender su impacto en el disefio racional de
nuevos ensambles supramoleculares, empleando el marco conceptual que
ofrece la Ingenieria Cristalina. Para esto se utilizardn conceptos como las
fuerzas restitutivas y las regiones de respuesta colectiva, y descriptores
estructurales como el factor de forma o el caracter convergete o divergente de
un bloque de construccién.

En el presente Capitulo |, “Introduccién”, se presenta el contexto histérico, los
antecedentes y el estado del arte relacionado a la Quimica Supramolecular, la Quimica
Conformacional y la Ingenieria Cristalina. Adicionalmente, se introducen algunos
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conceptos fundamentales sobre el andlisis estructural en términos de la relacién entre
empaquetamiento y habito cristalino y la respuesta mecdnica del material resultante.
Finalmente, se ilustran las dificultades que enfrenta actualmente la definicion de una
estructura amiloide basada en sus propiedades y caracteristicas, y se presenta una nueva
propuesta en relacién a su descripcién en términos estructurales.

En el Capitulo Il, “Materiales y Métodos”, se detallan las distintas técnicas
experimentales utilizadas, el instrumental empleado para el andlisis y la caracterizacion, la
metodologia usada durante los cdlculos computacionales y se introducen los dos
descriptores estructurales que seran empleados luego alo largo de todo el Trabajo de Tesis.

En los Capitulos Il y IV, “Quimica Conformacional y Supramolecular y
fendmenos de autoensamblado de pequefias moléculas derivadas de aminoacidos” y
“Estudio estructural y supramolecular de las propiedades de autoensamblado de
plataformas poliderivatizadas con aminoacidos” se presenta la sintesis y caracterizacion
de dos nuevas familias de compuestos basadas en los aminoacidos L-Fenilalanina y L-
Tirosina y el analisis pormenorizado de su Quimica Supramolecular tanto en solucién
como en estado sdlido, asi como una serie de diversos materiales moleculares sintetizados
a partir de estas moléculas con el fin de verificar la relacién predicha entre estructura
molecular, libertad conformacional, capacidad supramolecular y propiedades del sistema
material obtenido.

En el Capitulo V, “Nanoestructuras con potencial actividad amilogénica
obtenidas a partir de derivados de aminoacidos: estudio estructural y evaluacion
citotodxica”, se ilustra como emplear la definicién estructural del caracter amiloide para el
andlisis de las estructuras supramoleculares de la familia de nuevos compuestos
sintetizados a partir de L-Fenilalanina y L-Tirosina con diversas plataformas aldehidicas.
Como prueba de concepto, se estudia la naturaleza de lainteraccion entre estas sustancias
y células nerviosas extraidas de neuroblastos de ratén, con el fin de investigar la potencial
actividad amilogénica, citotdxica o estimuladora de la reprogramacién neuronal de estas
sustancias.

En el Capitulo VI, “Propiedades mecanicas y dpticas de materiales cristalinos
bioinspirados”, se presenta una familia de materiales bioinspirados obtenidos a partir de
sales o hidratos de adenina, cafeina y guanina, y se realiza un analisis exhaustivo tanto sus
propiedades mecanicas como su actividad como hospedadores de moléculas exégenas, y
las alteraciones que introduce la presencia de estas moléculas tanto en la estructura
cristalina como en las propiedades épticas del material resultante.

Finalmente, en el capitulo VII, “Conclusiones y Perspectiva”, se detallan las
conclusiones generales y se analizan las posibles perspectivas y continuaciones del trabajo
presentado durante esta tesis.
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"La sabiduria no estaba en la cima de montafia, ni en la escuela de graduados.
Sino en la montafa de arena del jardin”

T.
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Consideraciones generales

Reactivos y solventes

Los reactivos empleados como precursores de las reacciones de sintesis, asi como
todos los solventes (con y sin deuteracion), agentes reductores, sales reguladoras del pH
y la fuerza idnica, y colorantes fueron adquiridos de los proveedores comerciales y se
utilizaron sin purificacion ni acondicionamiento previo a excepcidén de la sonda 9-
(azetidin-1-il)-5-butil-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6(5H)-diona (AQui) que fue
provista por el grupo del Prof. Dr. Angel Orte de la Universidad de Granada.

Metodologia de sintesis

Uno de los objetivos principales de este trabajo se centra en el disefio racional de
moléculas quirales con potencial actividad bioldgica partiendo de L-a—aminoacidos (L-a-
AA) y aldehidos aromaticos de interés bioldgico para su uso en la obtencién de nuevos
materiales. Gracias a los diferentes grupos funcionales que presentan los L-a—-AA estos
son plataformas idéneas para desarrollar distintos derivados quirales con estructuras
diversas. Entre las alteraciones mas frecuentes observadas para los L-a-AA en la
bibliografia se encuentran las derivatizaciones realizadas sobre los grupos amino vy
carboxilo para dar lugar a la formacién de amidas, esteres e iminas. Este tipo de reacciones
son utilizadas frecuentemente tanto para la obtencién de nuevos compuestos con un
interés intrinseco, como para la formacién de estructuras intermediarias en una dada ruta
sintética. En muchos casos, estas estructuras derivadas presentan una reactividad
parcialmente disminuida frente a ciertas condiciones experimentales especificas, lo cual
puede ser utilizado para proteger ciertos grupos funcionales de cambios inesperados, para
luego poder ser re obtenido gracias a la reversibilidad de la reaccién.!

Especificamente, las reacciones tipicas de formacién de iminas o bases de Schiff (-
CH=N) son de gran relevancia para este trabajo de tesis. En estas reacciones se produce
un ataque nucleofilico de una amina primaria al grupo carbonilo de un aldehido o cetona
que actuia como electréfilo. Como intermediario se forma un hemiaminal y posteriormente
se obtiene la imina por deshidratacién. La reactividad de la imina resultante es
extremadamente interesante ya que esta puede ser modulada controlando el tipo de
conjugacién que pueda establecer el doble enlace carbono - nitrégeno con alguno de los
sustituyentes inmediatamente enlazados a este. Al mismo tiempo, debido a la
reversibilidad intrinseca a este tipo de reacciones, pueden resultar extremadamente
sensibles a la humedad y son capaces de sufrir alteraciones estructurales debido a Ia
isomerizacion imina — enamina.? Sin embargo, es esta misma capacidad de reversibilidad la
que las ha puesto en el foco de las nuevas metodologias de sintesis organicas gracias a su
capacidad de “verificar y corregir” errores de conectividad en moléculas complejas y
sistemas extendidos, y favorecer la obtencidon de especies termodindamicamente estables
frente a otros productos competitivos cinéticamente favorecidos.



Debido a que esta reactividad tan particular puede ser contraproducente para la
obtencion de moléculas estables frente a las condiciones experimentales que se proponen
estudiar en esta Tesis Doctoral (condiciones aerdbicas en medio acuoso y bajo diversas
condiciones de acidez), se decidié anexar a la reacciéon de formacién de iminas una
reduccién selectiva que permitiera obtener una amina secundaria como producto final de
reaccion (Esquema 1).

conlioas Sevant

Piperonal Aminoacido Base de Schiff
R
1) NaBH;CN
D NaBHCN )Yo

N

{ Dﬁ e (Y
o) OH

Base de Schiff Derivado Quiral - Amina Secundaria

Esquema 1. Sintesis empleada para la obtencién de los compuestos estudiados durante este
trabajo

Esto no solamente permite “congelar” la estructura obtenida en un compuesto que
ya no sufre alteraciones frente a la humedad o las potenciales isomerizaciones si no que,
ademas, presenta un parentesco estructural mucho mayor con al aminoacido empleado
como precursor al carecer del doble enlace carbono-nitrogeno.* Esto resulta
particularmente interesante a la hora de pensar los efectos estudiados sobre sistemas
vivos, como alteraciones a la actividad bioldgica intrinseca a los precursores empleados
para cada compuesto. Esta similitud estructural facilita el analisis de la relacién entre la
estructura quimica y las propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos,” y permite
pensar las ideas extraidas de este trabajo como un estudio potencial de como se ve alterada
la actividad bioldgica de algunos aminoacidos esenciales que estdn asociados a
determinados procesos metabdlicos luego de sufrir alteraciones estructurales especificas.

Para las sintesis llevadas a cabo durante este trabajo de tesis se emplearon los
aminoacidos y aldehidos presentados durante la introduccién. Debido a la gran diversidad
de estructuras sintetizadas fue necesario estudiar exhaustivamente las condiciones de
sintesis para cada una de ellas, con el fin de optimizar y poner a punto la reaccion para cada
conjunto de precursores utilizados. La solubilidad, la reactividad, el nimero de puntos de
union y la estabilidad tanto de la base de Schiff intermediaria como del producto final
fueron todos parametros a tener en cuenta a la hora de disefiar las sintesis. En cada
capitulo se discutiran en detalle las consideraciones experimentales especificas asociadas
a cada familia de compuestos.
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Técnicas de rayos X

Interaccion de los rayos X con la materia

Cuando un haz de rayos X incide sobre un material sélido, una parte de este haz se
ve dispersado isotropicamente en todas las direcciones debido a una interaccion elastica
con los electrones asociados a los &tomos o iones que componen el sistema. La intensidad
de esta dispersidn dependera de la forma, el tamafio la textura y el material sobre el cual
impacté el haz incidente. Este efecto es conocido como Dispersion de rayos X y es la base
en la que se sostienen los experimentos de dispersion de rayos X a bajo angulo.’

Por otro lado, desde la interpretacidon propuesta por Lawrence y William Henry
Bragg del evento de difraccidn, el resto del haz, que interacttia con la materia de manera
coherente antes de ser dispersado, puede dar lugar a difraccion de rayos X. Pero, para que
pueda generarse el evento de difraccion y este de lugar a un patrén de intensidades, tiene
que existir una disposicién ordenada de sitios desde donde el haz interactuante pueda ser
difractado. La familia Bragg propuso una interpretacién de este fenémeno en términos de
reflexiones de haces, que permite obtener una ecuacién que relaciona la longitud de onda
de los rayos X (1) y la distancia que separa los planos de difraccién (d) con el angulo de
incidencia del haz difractado (0) (Ecuacién 1).2

Ecuacion 1. Ecuacion de la Ley de Bragg
nd = 2dsen(0)

Esta ecuacién es conocida como Ley de Bragg e impone restricciones a los valores
de distancia entre planos de difraccion para que estos puedan dar lugar a la obtencién de
interferencia constructiva entre los haces de luz difractados. Si no se cumple la ley de
Bragg, la interferencia es de naturaleza no constructiva y el haz difractado resultante
presentara una intensidad muy baja.

El resto de los fendmenos que devienen de la interaccidén de los rayos X con la
materia, como son la reflexién, la refraccién y la absorcidn, no serdn presentados en detalle
en esta seccion en tanto no son de relevancia para las técnicas empleadas durante este
trabajo de Tesis Doctoral.

Difracciéon de rayos X de monocristal (mDRX)

Max von Laue comprendié que el estudio de cristales empleando rayos X seria
posible gracias a que su longitud de onda se encuentra en el orden 107° m, y que los centros
difractantes (en este caso los electrones de los atomos en un cristal) deberian tener una
periodicidad en este mismo orden de magnitud.’ Esto senté las bases de la cristalografia
moderna al permitir demostrar dos conceptos fundamentales al mismo tiempo. Primero,
la naturaleza ondulatoria de los rayos X, que resulta indispensable para generar fendmenos
de difraccién que den lugar a patrones de interferencia constructiva y segundo, la
naturaleza periddica de los componentes de un cristal, lo cual les permitia actuar como
rendijas de difraccidn frente a la radiacidn electromagnética. Actualmente, la difraccién de
rayos X es una técnica ampliamente utilizada para la determinacién de estructuras de



diversos compuestos debido a que es una de las pocas técnicas de laboratorio que permite
alcanzar la resolucién atémica.

Poder contar con una técnica que permita “observar” las estructuras moleculares
de los compuestos sintetizados resulta particularmente interesante en este trabajo de
Tesis Doctoral, no solo por la capacidad de caracterizacién que brinda a nivel general, si no
por la gran cantidad de informacién supramolecular que puede extraerse al estudiar como
un compuesto interacciona con su entorno para dar lugar a un empaquetamiento densoy
ordenado.

Otra de las principales ventajas de esta técnica reside en la posibilidad de distinguir
inequivocamente entre enantidmeros de una molécula quiral. La quiralidad es una
caracteristica esencial en muchos sistemas bioldgicos y puede cumplir un rol trascendental
en una gran cantidad de propiedades de las moléculas pequefias, como su actividad
bioldgica o la capacidad de autoensamblarse. Teniendo en cuenta que todas las moléculas
estudiadas en este trabajo de Tesis Doctoral son sintetizadas a partir de moléculas de
interés biolégico y donde una de sus partes es intrinsecamente quiral (la parte
aminoacidica) resulta esencial determinar la quiralidad final de la molécula obtenida, asi
como corroborar que no haya sufrido cambios durante el proceso de sintesis. Los archivos
.cif fueron generados con empleando el programa Olex2 vy la verificacion se llevé a cabo
utilizando el sistema de verificacidn online de la unién internacional de cristalografia
(CheckCIF (iucr.org)). En los casos en que fue necesario, un andlisis exhaustivo de la
simetria estructural en términos de topologia y la correspondiente verificacion de ausencia
de pseudo-simetria se llevd a cabo utilizando el software ToposPRO¥ y la base
cristalografica de Bilbao,'! respectivamente. Los archivos .cif de las estructuras incluidas
en esta tesis se encuentran depositados en la base de datos cristalografica de Cambridge

(Advancing Structural Science | CCDC (cam.ac.uk))'? y en el apartado experimental de

cada capitulo se incluyen los cédigos de cada una de ellas.

Los experimentos de difraccion de rayos X de monocristal presentados en esta
Tesis Doctoral se realizaron en tres equipos distintos.

Las lineas MX2-LNLS y MANACA-Sirius del Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotrén (LNLS, Campinas, Brasil) usando longitud de onda A = 0,80 0 0,67 A, segun el
experimento. En ambos casos los datos fueron colectados usando un detector de area
PILATUS2M (Dectris). Debido a que ambas lineas de difraccion estan disefadas
especialmente para macromoléculas, fue necesario colectar datos de multiples angulo
Kappa para evitar la carencia de completitud a grandes angulos.”® Para esto se empled una
cabeza goniométrica mini-kappa.® Las medidas fueron realizadas a 100 K y la reduccion
de datos fue hecha con el software XDS,* empleando el protocolo de trabajo
MANACAutoproc.”® Los datos fueron corregidos por los efectos de absorcién utilizando
un método empirico implementado en el software XDS.*

El difractémetro Oxford Diffraction Gemini E con radiaciéon Mo Ka (A = 0,71 A) y
Cu Ka (A = 1,54 A) con un monocromador de grafito, disponible en el INQUIMAE (FCEN-
UBA). Las estrategias de medida fueron planificadas con la herramienta de CrysAlis Pro."”
Las medidas fueron realizadas a temperatura ambiente y el procesamiento de datos fue
hecha utilizando el programa CrysAlis Pro.
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Para los tres set-up experimentales, todas las estructuras fueron resueltas y
refinadas empleando diferentes estrategias del programa Olex2.18

Difraccion de rayos X de polvos (pDRX)

Una muestra policristalina estd constituida por una poblacién de pequefios
monocristales. |dealmente, se consideran orientados al azar, aunque la morfologia y
distribucién de tamafos de las muestras pueden dar lugar a orientaciones preferenciales.
A diferencia del material monocristalino, que impone la necesidad de tener todo el material
de la muestra distribuido en grandes regiones muy ordenadas, el material policristalino
permite tener un gran nimero de pequenas regiones ordenadas internamente pero que no
necesariamente se encuentran ordenadas entre si. Esto facilita mucho su obtencién, pero
al mismo tiempo, restringe la cantidad de informaciéon que se puede extraer de la misma si
es sometida a un experimento de difraccién de rayos X.

Una muestra policristalina cuyos componentes se encuentran aleatoriamente
distribuidos se comporta de forma equivalente a una muestra monocristalina que es
irradiada multiples veces en angulos aleatorios. Esto da lugar a una superposicién de
patrones de difraccién que ahora ya no se detectan como puntos en un plano si no como
anillos concéntricos alrededor del haz incidente. En esto consiste el experimento de
difraccion de rayos X de polvos.

El patrén de difraccién obtenido por esta metodologia se basa en una secuencia de
picos de distinta intensidad a medida que se recorre el valor del dngulo incidente vy el
angulo de deteccion. Cada pico corresponde a una porcion de un anillo generado por la
superposicion de multiples destellos de difraccion. Las posiciones de estos picos proveen
la informacién de las dimensiones de la celda unidad de la estructura cristalina mientras
que sus intensidades brindan informacion relacionada con la densidad electrénica en el
interior de la celda. Al mismo tiempo, el ancho y el perfil de las sefiales proporcionan
informacidn acerca de la dimensién promedio de los dominios cristalinos.

La difraccion de rayos X de polvos es una metodologia que permite abordar de
manera simple y rapida la identificacién de fases cristalinas, lo cual la vuelve una técnica
esencial para estudiar fendmenos de polimorfismo y transiciones de fase. Adicionalmente,
el estudio tedrico de los difractogramas de rayos X empleando el método de Rietveld
permite la determinacién de la estructura del compuesto analizado de manera equivalente
a lo que se puede obtener por un experimento de difraccién de rayos X de monocristal.

Para este trabajo de Tesis Doctoral las medidas de pDRX fueron realizadas en un
difractdmetro PANalytical Empyrean equipado con un tubo de rayos X con radiacién Cu
Ka de 4-kW (K-Alphal=1,541 A, K-Alpha2=1,544 A, generador de potencia regulada: 60
kV y 100 mA), filtro beta de niquel y un detector de area PIXcel3D que emplea una
geometria de haz paralelo (rendijas adaptadas segin cada determinacién, mascara
incidente 15mm). Las muestras fueron medidas sobre un portamuestra de silicio
monocristalino. Para todos los experimentos de pDRX los datos fueron medidos en un
intervalo 20 de 4° a 90° o0 4° a 50°, seguin corresponda, con barrido continuo, velocidad de



barrido de 200 s por paso y con 0,026° por paso. Equipo disponible en el Laboratorio de
Servicios del INQUIMAE, FCEN-UBA.
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Figura 1. Esquema del experimento de difraccién de rayos X para muestras policristalinas.
Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

La dispersion de rayos X es uno de los fendmenos que suceden cuando un haz de
rayos X interactla con un material. Este fendmeno, a diferencia de la difraccién, no
requiere de tener agentes dispersantes espacialmente ordenados para generar
interferencia constructiva. Igualmente, es posible pensarlo como una extensién de los
fendmenos de difraccién bajo la interpretacién de la Ley de Bragg, pero para el cual la
distancia interplanar se vuelve tan grande que pasa a encontrarse en una escala
comparable a la de una particula nanoscépica. Ya no se tienen atomos actuando como
rendijas de redes de difraccion equiespaciados a distancias interatdmicas si no particulas
nanoscépicas dispersando el haz de luz en todas direcciones.

El problema de querer estudiar la dispersidén generada por iluminar particulas que
presentan tamafios mucho mayores a los atédmicos-moleculares es que se necesita
incrementar la longitud de onda para hacerla coincidir con el tamafio que deseamos
estudiar o estudiar valores de angulo de dispersién muy cercanos al haz incidente
(Ecuacidén 1).

Alterar la longitud de onda del haz incidente puede resultar costoso
tecnolégicamente y, ademas, inadecuado para un gran niumero de muestras con elementos
que pueden presentar fendmenos de absorcidn a estas energias. Por el contrario, detectar
angulos cercanos al haz incidente puede realizarse con cierto grado de facilidad alterando
la distancia que separa la muestra del detector en un experimento convencional de
difraccion de rayos X a angulos mayores (WAXS) (Figura 2).
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Figura 2. Diferencia entre los experimentos de dispersion (SAXS) y difraccion (WAXS) de rayos X.

Los patrones de dispersién obtenidos de estos experimentos pueden dividirse en
tres regiones, las cuales brindan informacién sobre la forma (Regién de Guinier), el tamafio
(Regién de Debye/Fourier) y la textura (Region de Porod) del material estudiado (Figura
3).? Al mismo tiempo, los resultados obtenidos pueden modelarse empleando softwares
que calculan el patrén de dispersién tedrico para ciertas figuras geométricas y luego
alteran los valores caracteristicos del modelo hasta obtener un patréon semejante al
obtenido experimentalmente.
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Figura 3. Esquema de un patrén de dispersidn genérico con sus distintas regiones y dependencias.

Los experimentos de SAXS para este trabajo de Tesis Doctoral fueron realizados
en dos lineas de luz sincrotrén distintas:



Por un lado, la linea DO2A-SAXS1 en del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotréon
(LNLS, Campinas, Brasil). La intensidad de la dispersién en funcién del vector de
transferencia de momento dispersivo (q, con g=4m/A sin(0)) se midié desde 0.04 a 1.1 nm-
!, empleando una longitud de onda de A = 1.54 A. Los patrones fueron adquiridos con un
tiempo de exposicion de 59 segundos empleando un tiempo muerto de 1 segundo entre
patrones por un total de 1 hora. Se utilizé un detector Pilatus 300K con una distancia de
3m entre detector y muestra. La integracidn de los patrones obtenidos se realizd
empleando el programa FIT-2D.* Las mediciones fueron realizadas a temperatura
ambiente en una celda termoestatizada para liquidos y las muestras fueron inyectadas en
caliente luego de ser disueltas. Todas las muestras fueron tratadas de forma tal de que el
gel se forme en el interior de la celda de liquidos. Los patrones de SAXS fueron modelados
empleando un programa disefiado en el grupo empleando lenguaje Python 3.7, utilizando
geometrias lamelares o esféricas seglin corresponda.

Por otro, la linea NCD-SWEET del Sincrotrén ALBA, en Barcelona, Espafia, para
los experimentos realizados sobre suspensiones y geles en dimetilsulféxido (DMSO).
Debido a la alta absorcién de los &tomos de azufre en este solvente, se empled una energia
incidente de 15keV (0,8 nm de longitud de onda aproximadamente) y una distancia de la
muestra al detector de 6,6 metros. La adquisicién de los datos fue mediante un detector
Pilatus 1M (Dectris, Suiza). Gracias a que los experimentos de dispersién fueron
isotrdpicos, se pudo realizar una reduccion de la dimensionalidad de los patrones a través
de una integracion en el dngulo azimutal empleando la libreria pyFAl, la cual se encuentra
disponible en python 3.2 Para cada muestra fueron colectadas 20 imagenes de 1 segundo
de exposicidn cada una, con el fin de analizar un posible dafio por radiacién sufrido por la
muestra.?

Cristalizacion y crecimiento cristalino

El disefio racional de compuestos con una quimica supramolecular bien establecida
requiere, indefectiblemente, de la capacidad de poder visualizar sus grupos funcionales “en
accion”, para poder comprender cdmo estos se comportan frente a solventes u otras
moléculas de interés. Debido a este desafio, las técnicas de difraccion de rayos son
herramientas indispensables para estudiar el funcionamiento de los diversos grupos
funcionales presentes en las estructuras y su rol en la interaccién entre estas y su entorno.
Una de las limitaciones que presenta esta técnica consiste en contar con materiales cuya
cristalinidad sea suficiente como para ser considerados aptos para los experimentos de
difraccion. La obtencidn de este tipo de muestras llevd a que se tengan que desarrollar y
poner a puntos experimentos especificos de cristalizacion para cada molécula sintetizada.

Para el disefio de los experimentos de cristalizacion fue necesario tener en cuenta
las caracteristicas estructurales de los sistemas estudiados en este trabajo de Tesis
Doctoral. La presencia de los grupos amino y acido carboxilico en todos los compuestos
sintetizados genera que los sistemas resultantes sean muy sensibles a las alteraciones de
pH del entorno (Esquema 1). Esta dependencia fue utilizada como una herramienta a favor
de la obtencion de diversas fases sdélidas explotando esta respuesta a estimulos externos
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para tener un control preciso de la solubilidad frente a distintas condiciones
experimentales. Por ejemplo, gracias a la capacidad que tienen todos estos compuestos de
tener un estado catidnico y un estado anidnico accesible experimentalmente, se pudo
explorar la obtencion de diversas sales empleando contraiones especialmente disenados
para la obtencion de material monocristalino.?® Es interesante notar que estos contraiones
no solamente brindan cristalinidad si no que pueden introducir propiedades
potencialmente interesantes que pueden impactar directamente en las propiedades
Opticas, mecanicas o termodinamicas del material resultante.?*?

A su vez, el cardcter anfétero de la estructura aminoacidica confiere la posibilidad
de acceder a un estado switeridnico que se caracteriza por tener cargas netas opuestas
que brindan a la estructura una carga global nula. En estas condiciones de
electroneutralidad los compuestos presentan una marcada disminucién de su solubilidad
en solventes polares y muchas de sus propiedades se asemejan a las observadas para
compuestos sin carga.” Es debido a la diversidad de estados cargados de cada compuesto
que se han tenido que explorar multiples metodologias de cristalizaciéon y poner a punto
cada una de ellas de acuerdo con las diferentes solubilidades, polaridades y, en ultima
instancia, propiedades de ensamblado de cada estructura.

Cristalizaciéon por evaporacion del solvente

Esta metodologia se fundamenta en la pérdida lenta del solvente gracias a la
diferencia entre la presion de vapor de este y la presion atmosférica; o por difusién entre
una superficie liquida y su entorno. Es una técnica recomendada para moléculas estables
frente a las condiciones atmosféricas (presencia de oxigeno y agua y temperaturas
moderadas) que sean solubles en solventes volatiles. Para tener un mayor control en la
velocidad a la que se produce el secado y poder regular la velocidad con la que se satura la
solucién, se puede obturar la salida del recipiente que se haya empleado para realizar la
cristalizacién y regular la superficie en contacto con el ambiente empleando septums o
Parafilm con orificios. Para el caso de los compuestos estudiados en esta Tesis Doctoral
esta técnica fue utilizada principalmente para la obtencién de las sales provenientes de
una solucién acuosa.
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Figura 4. Esquema del proceso de cristalizacion por evaporacién lenta del solvente. Adaptada de la
referencia.?”’



Cristalizacion por difusion de vapor de solvente

Esta metodologia de cristalizacién se fundamenta en la diferencia de presiones
parciales entre el solvente empleado para disolver el material que se pretende cristalizar y
un cosolvente de mayor volatilidad. La esencia de esta metodologia reside en que la
molécula de interés sea soluble en un solvente de baja presién de vapor e insoluble en uno
de alta presién de vapor y que, a su vez, estos solventes sean miscibles entre si. Si se deja
una solucion del soluto de interés en el solvente menos volatil en un recipiente cerrado y
saturado de vapor del solvente mas volatil, este difundird hacia la solucién y, a medida que
se mezcla con el solvente de esta, generard una disminucién parcial de la solubilidad del
soluto hasta iniciar su precipitacién. Como este proceso estd mediado tanto por la difusién
del vapor como por la disolucidn de este en una solucién que no esta siendo agitada, da
como resultado una extraccién lenta y gradual del solvente, lo cual es 6ptimo para la
obtencién de material cristalino de calidad. A su vez, existe la posibilidad de aprovechar las
propiedades dcido-base de las moléculas sintetizadas y realizar una difusién de vapores
acidos o basicos empleando acido clorhidrico, acido acético, amoniaco o aminas de bajo
peso molecular sobre soluciones basicas o acidas, con el fin de generar una neutralizacion
suave hasta alcanzar el punto isoeléctrico.

e Difusion del e
Mezclado Solubilizacién Precipitacion
co-solvente
' 1
1 i
s b
— | — — ?ggT
%‘ 4

Figura 5. Esquema del proceso de cristalizacién por difusién lenta de un co-solvente. Figura
adaptada de la referencia 7.

Cristalizacion por enfriamiento de una solucién saturada

Esta metodologia de cristalizacién consiste en disminuir la temperatura de una
solucién con el fin de alcanzar el punto de saturacidn de su solubilidad sin remover solvente
o agregar soluto. Es una técnica muy empleada para obtener material cristalino de
sustancias que presenten grandes diferencias de solubilidad frente a los cambios de
temperatura. Entre sus principales beneficios se encuentra el hecho de que existen
multiples metodologias para lograr un control preciso de la velocidad con que la
temperatura se altera, permitiendo favorecer el crecimiento por sobre la nucleacién o bien
la obtencién de una fase metaestable por enfriamiento brusco. Al mismo tiempo, debido a
que no requiere de la utilizacién de cosolventes y no depende de la presién de vapor del
solvente principal, es una técnica recomendada para sustancias con solubilidades limitadas
a solventes de muy baja presién de vapor como dimetilsulféxido (DMSO) o N,N-
dimetilformamida (DMF).

Capitulo I1 Materiales y Métodos 67



Mezclado Solucién Precipitacidon

'f

Figura 6. Esquema de cristalizacion por enfriamiento de una solucién saturada. Figura adaptada de
la referencia %/.

Cristalizacioén por alteracion controlada del pH del medio

Esta metodologia consiste en la utilizacién de sustancias que liberen protones o
hidroxilos a la solucién de manera controlada, con el fin de alcanzar el punto isoeléctrico
de manera gradual y homogénea en todo el sistema. La sustancia a agregar debe presentar
una elevada solubilidad en el solvente empleado y se debe conocer con rigurosidad el
proceso a través del cual altera la acidez del medio para poder controlar la cantidad de
iones liberados y no permitir que se alcancen valores de pH extremos. Para los
experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se empleé (D)-Glucono-1, 5-lactona
como agente liberador de protones por hidrélisis.

Espectroscopias

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Asi como un cristal se puede pensar como un material que se estabiliza a partir de
maximizar el factor entalpico asociado a la formacién de interacciones entre sus
componentes a costa de reducir al minimo la entropia del sistema, el comportamiento en
solucion esta extremadamente asociado a efectos de mayor caracter entrépico, como el
efecto hidrofébico en solucién acuosa o la capacidad de adaptarse a la distribucién de
tamafos en los huecos generados en los solventes.” En solucién se da la posibilidad de
acceder a multiples estructuras conformacionales que no se encuentran presentes en la
estructura cristalina del compuesto estudiado, y para las cuales no podemos extraer
informacién directa del andlisis del monocristal. Es por este motivo que las técnicas de
caracterizacién en solucién cumplen un rol esencial a la hora de estudiar las propiedades
supramoleculares y de autoensamblado, al complementarse de excelente manera con las
técnicas asociadas al estudio de materiales en estado sélido, como son la difraccién y
dispersiéon de rayos X.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica muy versatil que
permite detectar como decae la sefial magnética emitida por un nucleo luego de ser
sometido a un pulso electromagnético que altera el estado de polarizacién de los nucleos
magnéticamente activos presentes en la estructura.’? Debido a que el estado de



polarizaciéon magnética de un nucleo, asi como su sensibilidad al pulso, estan intimamente
ligados a los campos electromagnéticos que los rodean, esta técnica permite extraer
informacidn sobre las inmediaciones de cada nticleo magnéticamente activo en el sistema.
Esto le brinda un nivel de resolucién estructural en el orden atémico que comparable con
el obtenido para la Difraccion por rayos X. Esta excelente resolucidn, junto con la facilidad
de estudiar muestras en solucién y la capacidad de disefiar experimentos dinamicos
(resueltos en el tiempo o a temperatura variable) la vuelven una técnica esencial para
complementar la informacién obtenida por los experimentos de difraccién.

Para el estudio del comportamiento en solucién de los diferentes sistemas
estudiados en esta tesis se llevaron a cabo experimentos monodimensionales de 'H, 3C y
bidimensionales, tanto homo como heteronucleares, (COSY y NOESY) en diversos
solventes. Para el estudio del mecanismo de ensamblado durante el proceso de gelificacion
se realizaron medidas resueltas en el tiempo cada 5 minutos y a temperatura variable, cada
5°C desde 25°C a 45°C. Las medidas se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker AM-
500 MHz, disponible en UMYMFOR, FCEN-UBA. Las muestras fueron estudiadas en
dimetilsulfoxido-d6 (DMSO-dg), oxido de deuterio-d, (D,0O) y deuterdxido-d; de sodio
(NaOD). Los valores de los desplazamientos quimicos (5, ppm) son reportados referidos a
la sefial del solvente empleado. Las constantes de acoplamiento (J) se presentan en Hz. La
multiplicidad de las sefales de 'H RMN se indican mediante las abreviaturas: s, singlete; d,
doblete; dd, doble doblete; t, triplete; m, multiplete. La obtencién de los espectros, su
correccion y el tratamiento de los datos fue realizado con el software MNova 14.3.2 de
MestrelLab.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de los reactivos y productos sdlidos se realizaron empleando un
espectrofotémetro Nicolet Avatar 320 FTIR con porta celda Spectra Tech. Todas las
muestras fueron preparadas en pastilla de bromuro de potasio (KBr) seco y el rango
espectral de medida fue de 4000cm™ a 400 cm™. El procesamiento de datos fue realizado
con el software OMNIC versién 7.3 de Thermo Electron Corporation. Equipos disponibles
en el Laboratorio de Servicios del INQUIMAE, FCEN-UBA.

Espectrometria de masas

Los espectros de masas fueron medidos para determinar las férmulas moleculares
de los compuestos sintetizados. Todas las soluciones de las muestras provistas se
prepararon utilizando insumos de calidad HPLC. Las muestras se analizaron por inyeccion
directa en un espectréometro de masas de alta resoluciéon con fuente de ionizacién por
electrospray y analizador de cuadrupolo-tiempo de vuelo modelo Xevo G2S Q-TOF
(Waters Corp.). Se optimizaron los parametros de la fuente de ionizacién, para maximizar
la relacion sefal/ruido. La fuente fue operada en modo de electrospray positivo y negativo.
El espectrometro de masas fue calibrado en el intervalo de m/z 50-1200 utilizando una
solucién de formiato de sodio 0,5 mM preparada en 90:10 2—-propanol:agua v/v. Los datos
se corrigen durante la adquisicién utilizando un compuesto de referencia (LockSpray). El
procesamiento de datos se efectud utilizando el software MassLynx v4.1 (Waters Corp.).
La mayoria de las muestras se disolvieron y diluyeron en metanol. El equipo esta disponible
en el Centro de Investigaciones en Bionanociencias (CIBION), CONICET.
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Espectroscopia por absorcién Ultravioleta-visible (UV-Vis)

La espectroscopia por absorcion de luz en el espectro ultravioleta y visible es una
técnica ampliamente utilizada actualmente para obtener informacién sobre transiciones
electrénicas del tipo HOMO-LUMO en el rango de 3,54eV a 1,55eV. En muchos casos,
considerando la longitud de onda asociada a la transicion, se puede realizar una asignacion
potencial de los fragmentos estructurales implicados en la. Es asi como se pueden
discriminar, por ejemplo, las transiciones metal-ligando, ligando-metal o intraligando en
varios compuestos de coordinacién. Al conjunto de &tomos en una molécula responsable
de absorber luz en una regién especifica del espectro electromagnético se lo denomina
grupo cromoforo.*

Ademads de lo mencionado, existe mucha mds informacidén que puede extraerse de
este tipo de experimentos si se realizan en condiciones dindmicas (a temperatura variable
o resueltos en el tiempo). En muchos casos, a medida que un sistema se altera, pueden
Ilegar a modificarse las propiedades que le permiten a este interaccionar con la luz. Esto se
debe a que lainteraccién de la luz con los sistemas a través de un fendmeno de absorcién
depende de la seccion transversal de absorcién de sus croméforos.®! Para que el evento de
absorcién de un fotén se produzca el haz incidente tiene que lograr irradiar los grupos
cromoforos. Cualquier alteracidon en las inmediaciones de estos grupos que impida que la
luz llegue a ellos impactard directamente en los espectros obtenidos y se vera reflejada
como una disminucidn en la absorcién a la longitud de onda caracteristica de la transiciéon
asociada a ese grupo. Este fenédmeno se lo conoce como hipocromicidad y se manifiesta
como una disminucién en la absorcién de luz a una longitud de onda dada. Al contrario, si
una molécula presenta inicialmente grupos cromdéforos que no estan totalmente
expuestos al haz incidente y luego de una alteracién conformacional estos pasan a ser
irradiados, se vera un aumento en la cantidad de luz absorbida a la longitud de onda
asociada a la transicion caracteristica de ese cromoéforo. Este fendmeno se denomina
hipercromicidad.??

En muchos sistemas se puede encontrar una relacion entre la capacidad de
absorcidén de luz a una longitud de onda especifica y un dado cambio conformacional. Esta
propiedad se encuentra ampliamente estudiada para polimeros, tanto biolégicos (ADN)
como sintéticos, y es utilizada para obtener temperaturas de fusién de hebras de ADN.*

El andlisis de los eventos de hipo/hipercromicidad en la regién del ultravioleta
cercano es una herramienta fundamental para el estudio de los procesos de ensamblado
mediados por interacciones de apilamiento aromdtico. Considerando que todos los
compuestos estudiados en esta Tesis Doctoral presentan, al menos, dos anillos aromaticos
capaces de producir interacciones intra e intermoleculares de apilamiento aromatico,
resulta extremadamente interesante poder contar con una herramienta que detecta en
tiempo real y bajo condiciones dindmicas la formacidn de este tipo de interacciones. Este
tipo de herramientas que permiten obtener informacién en tiempo real sobre las
alteraciones conformacionales y las interacciones intermoleculares que intervienen en los
fendmenos de ensamblado resultan esenciales para comprender los mecanismos
implicados.



Los espectros UV-vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron ldmparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).

Espectroscopia de emision molecular

En lineas generales, luego de que una sustancia haya sufrido un fendmeno de
absorcidn de radiacion electromagnética, se observa un proceso de decaimiento asociado
a la re-obtencion del estado energético fundamental.®* Estos procesos suelen estar
mediados por la interaccidon entre una molécula y su entorno debido a que es este el
encargado de recibir y disipar, en forma de calor, este exceso de energia absorbido. Esta
transformacién de la energia electromagnética en calor estd mediada principalmente por
disipaciones de caracter mecanico. Entre las principales vias de este tipo de decaimientos
se encuentran la adquisicién de estados conformacionales de mayor energia a través de la
activacién de rotaciones parcialmente impedidas y el aumento en el nimero de colisiones
con el entorno. También podemos encontrar otras vias de decaimiento asociadas a la
transferencia de energia hacia otra fuente aceptora que se encuentra en las cercanias de
la molécula irradiada y cuya orientacion e interaccion son las adecuadas para facilitar este
fendmeno sin la mediacion de un fotdén. Estos fendmenos en los que no se re-emite una
particula de luz si no que la energia es entregada a las inmediaciones de la molécula a través
de vias no luminosas se las como decaimientos no radiativos.

Por otro lado, si la molécula irradiada presenta un grado de rigidez que le impide
acceder a estados conformacionales de mayor energia y no cuenta con moléculas
alrededor que sean capaces de disipar energia eficazmente en forma de colisiones o a
través de transferencias de energia, el sistema se verd en la obligacion de re-emitir la
energia absorbida inicialmente en forma de luz.*>*¢ En este caso la luz emitida sera de una
energia menor (una longitud de onda mayor) que la absorbida debido a las disipaciones
vibracionales que se pudieran haber generado en el proceso. Este fendmeno se conoce
como fotoluminiscencia.

Considerando el tiempo que demora el sistema en emitir un fotén luego de
interrumpir la irradiacién, podemos distinguir dos tipos de radiacién distinta. Una que se
produce rapidamente luego de haber absorbido el fotén, que se conoce como
fluorescencia, y una que se produce con una diferencia temporal mayor, denominada
fosforescencia. Aunque los fendmenos asociados al proceso de decaimiento son similares
en ambos casos, los orbitales involucrados en cada transicién y la probabilidad de
transicién entre ellos son los responsables de las diferencias observadas en las velocidades
de decaimiento.

En el marco de la quimica supramolecular, contar con una herramienta sensible al
entorno vy, principalmente, a la polaridad del solvente y la rigidez estructural resulta una
herramienta muy potente para inferir informacidén sobre la quimica conformacional de una
molécula en solucién. Poder seguir en tiempo real como se altera el espectro de emisién y
estudiar la eficiencia con que se produce el fendmeno de emisidén nos brinda informacién
sobre los cambios que sufre un sistema al alterar externamente condiciones como la
temperatura o el tiempo.*’
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Los experimentos de emision de fluorescencia se realizaron empleando un lector
placas ClarioSTAR con placas multiwells de 96 pocillos de fondo opaco irradiando por epi-
iluminacion sobre 500pL de solucién. En todos los casos se empled como blanco el solvente
o la matriz empleada para la disolucién. Los experimentos se realizaron con 20 flashes y
una distancia focal fija de 8mm. La ganancia se optimizé para cada set de experimentos
sobre el pocillo de mayor intensidad de emisién. La longitud de onda de excitacién fue de
375nm vy los espectros se colectaron de 403nm a 840nm.

Técnicas térmicas

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Termogravimetria (TGA)

Las técnicas de caracterizacion de la respuesta térmica de un sistema son
esenciales para estudiar tanto las distintas regiones de estabilidad como el contenido de
distintos componentes volatiles en las muestras. En particular, considerando que los
procesos de transicién de fases estan directamente relacionados con la formacién o
ruptura de interacciones intermoleculares, resultan especialmente interesantes para
cuantificar el grado de interaccién y, en dultima instancia, el rol de la quimica
supramolecular de una especia en la estabilizacién de una fase dada.

Los estudios de calorimetria de barrido diferencial (DSC) fueron realizados en un
Shimatzu DSC-50 con capsulas de aluminio y bajo atmdsfera de N, Los anélisis
termogravimétricos (TGA) se midieron en un equipo Shimatzu TGA-50 con capsulas de
aluminio. Equipo disponible en el Laboratorio de Servicios del INQUIMAE, FCEN-UBA

Microscopias

Microscopia electrénica de barrido en alto vacio y en condiciones
ambientales (SEM)

La obtencidn de imagenes de alta resolucién por dispersidén de un haz de electrones
se realiz6 utilizando un microscopio Carl Zeiss NTS — SUPRA 40 en alto vacio, disponible
en el centro de Microscopia Avanzada, DF, FCEN - UBA. La obtencién de imagenes de alta
resolucién en condiciones ambientales se realiz6 empleando un microscopio Quanta 250
Field Emission Gun operando a 15kV disponible en el Instituto de Investigacion e Ingenieria
Ambiental, UnSam. Las muestras estudiadas a alto vacio fueron purificadas y secadas
previamente y se las sembré sobre sobre cinta de carbén soportada en pines de aluminio
aptos para SEM. Las muestras estudiadas en condiciones ambientales fueron sembradas
sobre cintas de carbdén sin acondicionamiento previo. Esta técnica fue utilizada
principalmente para caracterizar la morfologia y el aspecto geométrico de los materiales
sélidos obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral. Se empleé, en
particular, sobre aquellas muestras que presentaron tamafos de particulas menores a los
500 pm, tanto sean cristalinas, amorfas o filamentos obtenidos a partir del secado de geles
(xerogeles).



Microscopia 6ptica de luz polarizada (MOLP)

Con el fin de estudiar la naturaleza cristalina de las muestras sélidas obtenidas se
ensayd su birrefringencia intrinseca empleando un microscopio estereoscépico triocular
Nikon SMZ-745T con polarizadores cruzados. Este ensayo fue empleado para discriminar
y seleccionar los cristales que luego fueron empleados para difraccién de rayos X de
monocristal, asi como para observar alteraciones en la cristalinidad durante los ensayos de
estrés de algunos de los materiales obtenidos.

Para cristales de menor tamano, la selecciéon de cristales adecuados para los
experimentos de difraccion de rayos X de monocristal se realizé empleando un
microscopio Leica DM2500P con polarizadores cruzados y una lente de Bertrand. Ambos
equipos estan disponibles en el INQUIMAE, FCEN-UBA.

Microscopia confocal de imagen de tiempo de vida de
fluorescencia (FLIM)

A diferencia de las microscopias confocales estandar que emplean la intensidad de
fluorescencia para construir las imagenes de barrido, la microscopia confocal de imagen de
tiempo de vida de fluorescencia es una técnica que se basa en analizar, pixel a pixel, el
tiempo de vida de la fluorescencia proveniente del volumen irradiado.*® El hecho de poder
discriminar entre regiones muestrales segun su tiempo de decaimiento y no debido a su
intensidad de fluorescencia favorece apreciablemente el contraste de las imdagenes
obtenidas e incrementa su selectividad respecto a un croméforo especifico. Esta
metodologia de reconstruccion de imagenes permite analizar la presencia de un croméforo
en cada region del espacio estudiado independientemente de su concentracién.®

Gracias a que cada pixel de laimagen contiene informacidn sobre un tiempo de vida
determinado, y considerando que estos tiempos de vida suelen ser caracteristicos de una
dada molécula en un entorno, se pueden construir imagenes empleando selectivamente
tiempos de decaimiento asociados a sondas o cromoéforos especificos. Por ejemplo, al
estudiar una muestra bioldgica, pueden construirse imagenes empleando Unicamente los
tiempos de decaimiento caracteristicos de ciertos aminodcidos presentes en las proteinas
y descartar asi cualquier luz espuria proveniente de la dispersion del propio tejido.** Asi
también, pueden emplearse sondas que alteren su tiempo de decaimiento de fluorescencia
debido a alteraciones en el entorno (polaridad del medio, rigidez, presencia de iones
especificos) para luego construir una imagen filtrando Unicamente los tiempos de vida
asociados a los estadios de interés. Esto permite, por ejemplo, indagar regiones de distinta
polaridad en una muestra empleando sondas solvatocrémicas. *

Los experimentos de microscopia confocal de imagenes de tiempo de vida de
fluorescencia fueron realizados con un equipo Abberior Expert Line empleando un laser
pulsado de excitacién de 375 nm para las moléculas en soluciéon o 485 nm para las
moléculas en presencia de una sonda de quinolimida. Para la deteccién se emplearon
fotomultiplicadores hibridos con filtros pasabajos de 405 nm o 530 nm. El tiempo de
exposiciéon por pixel fue seleccionado especificamente para cada muestra como una
solucién de compromiso entre tiempo de captura de imagen e intensidad de fluorescencia
detectada. La electrénica empleada para la adquisicién fue un médulo HydraHarp 400 de
PicoQuant trabajando a una tasa de repeticion de 20 MHz. Las imagenes de FLIM se
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construyeron considerando tiempos de vida de fluorescencia 1.5ns a 3ns para los casos de
moléculas sin sonda y 2ns a 6ns para aquellas obtenidas en presencia de AQui. El analisis
de las imagenes de FLIM se realizé empleando el software SymphoTime 64 de PicoQuant
y macros propias programadas en Imagel. Los tiempos de vida de fluorescencia fueron
modelados empleando un modelo mono exponencial

Metodologia Computacional

Teoria del funcional de la densidad (DFT)

Si pudiéramos describir la localizacién y el estado de spin de cada uno de los
electrones que componen la estructura electrénica de una molécula podriamos extraer
una gran cantidad de informacién relacionada con pardmetros relevantes para la quimica,
como energias de enlace, tensiones estructurales, conférmeros de menor energia y otras
propiedades dadas por la posicién relativa de los nlicleos respecto a los electrones.

Una de las mayores limitaciones que impiden realizar este tipo de abordajes
cuantitativamente rigurosos es el costo de calculo asociado a la descripcién de todo el
fendmeno de interaccion entre multiples cuerpos. Poder construir una funcién de onda
capaz de describir cada electron que compone un elemento, por mas liviano que sea, se
vuelve extremadamente complejo si queremos considerar las distintas correlaciones
electrénicas omnipresentes entre los componentes del sistema. Y esto se dificulta alin mas
cuando estos atomos estdn enlazados covalentemente conformando una estructura
molecular, debido a que se deben considerar también los efectos de interaccién a través
de los enlaces tanto con los electrones como con los nicleos de sus inmediaciones.*

Por lo tanto, a la hora de estudiar sistemas de multiples atomos interconectados
que representen de manera fidedigna moléculas lo suficientemente grandes como para
resultar de interés en distintas ramas de la ciencia se debe encontrar una manera de
circunvalar estas restricciones computacionales. Seria ideal poder describir todos los
electrones de un sistema de manera sencilla y matematicamente bien comportada, pero
sin perder rigurosidad ni caer en un reduccionismo que nos impida extraer informacion de
interés. Esto implicaria construir una funcién de onda que describa el comportamiento
individual de todos y cada uno de los componentes del sistema. EI mayor problema
proviene de que todas estas interacciones entre los componentes del sistema dan lugar a
la aparicion de parametros de interaccion cruzada en las ecuaciones que son dificiles de
abordar y describir desde la matemadtica. En muchos casos estos pardmetros son
imposibles de desacoplar y el sistema se vuelve irresoluble debido a que dependen de
multiples variables independientes.

Existen metodologias que proponen obtener esta funcién de onda general del
sistema considerando que la misma puede ser construida como una combinacién de
funciones de onda individuales para cada electréon del sistema. Estas funciones de onda
individuales son utilizadas como bloques de construccién para obtener la funcién de onda
general del sistema a través de un proceso combinatorio que considera tanto las
correlaciones cudnticas entre electrones como las restricciones de simetria inherentes a



sus orbitales. Este proceso de basa en generar matrices de Slater que describan la totalidad
del sistema para luego calcular su determinante y obtener asi una funcién de onda
antisimétrica que describe el estado colectivo de todos los electrones.®

Cuando tenemos una molécula con todos sus electrones apareados la funcién de
onda que se obtiene empleando esta metodologia puede hacer uso de ciertas restricciones
de simetria que garantizan que se cumpla el principio de exclusién de Pauli y que facilitan
la realizacién de la computacién numérica de propiedades electrénicas. Por el contrario,
cuando estamos describiendo un sistema con electrones desapareados (por ejemplo,
metales de transicidn con configuraciones electrénicas de alto o bajo spin) el cdlculo no
estd sometido a estas mismas restricciones y, por lo tanto, el costo computacional asociado
es mayor. El tener electrones desapareados hace que estén disponibles distintas
configuraciones electrénicas equivalentes debido a que ahora los electrones con spines
desiguales no estan limitados a compartir el mismo orbital.

El problema de este tipo de metodologias reside en que, al considerar cada electrén
como una particula independiente con su propia funcién de onda, no logran incluir
eficazmente la correlacién electrénica proveniente de la interaccién entre electrones.*

Resulta interesante entonces buscar una solucién de compromiso entre tener una
descripcién rigurosa de la estructura electrénica de un compuesto y construir una
metodologia accesible computacionalmente que permita obtener pardmetros y extraer
valores caracteristicos de sistemas poliatdmicos de interés. Por este motivo se
desarrollaron metodologias que consideran todos los electrones de manera colectiva como
un campo de fuerzas alrededor de una particula cargada. A esta entidad homogénea se la
denomind “densidad electrénica” y se puede pensar como una funcién dependiente
Unicamente de las coordenadas espaciales que representa la probabilidad de encontrar un
electrén en una dada region del espacio (Figura 7).

Problema de DFT
multiples cuerpos
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Figura 7. Esquema representativo de la aproximacion por densidad electrdnica al problema de
multiples cuerpos

Hohenberg y Kohn en 1964 mostraron que se puede usar la densidad electrénica,
en lugar de la funcidn de onda electrénica, para describir la relacién entre la energia de un
sistema y su potencial electroestatico,” obteniendo grandes beneficios en la capacidad de
cémputo sin pérdidas proporcionales en la informacién obtenida (Ecuacion 2). Uno de los
mayores beneficios de este abordaje es que la funcién de onda, al querer representar todos
los electrones del sistema, depende de 3N variables (siendo N el niimero de electrones
descriptos) mientras que la densidad electrénica solamente depende de 3 variables
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espaciales. Por otro lado, la densidad electrdnica puede describirse en términos de la suma
de orbitales atdmicos, lo cual facilita muchisimo su construccién.

Ecuacion 2
E(p) = F(p) + f p(Pv(r)dr

En la Ecuacion 2, F(p) refiere a un funcional que describe la interaccion entre
electrones y se compone de tres factores independientes (Ecuacién 3): uno que describe
la repulsién electroestatica, y que se modela como un potencial de Coulomb (J(p)), otro
que representa la energia producida por la correlacion electrénica y el principio de
repulsién de Pauli (E,.(p)), y un ultimo factor que agrega el componente cinético de la
energia (T(p)). Es este funcional el que brinda el nombre a la Teoria del Funcional de la
Densidad.

Ecuacion 3

F(p) =T(p) +J(p) + E,.(p)

Por otro lado, el término v(r) en la ecuacién 1 es también un potencial, pero que
describe la interaccion dada por el aporte electroestatico entre los nlcleos sobre los
electrones. En este potencial reside toda la informaciéon geométrica de los sistemas
analizados.

Hohenberg y Kohn no solamente demostraron la validez de la Ecuacién 2 cuando
se emplea la densidad electrénica del sistema como dominio de los pardmetros si no que,
ademads, existe un funcional que depende solamente de la densidad electrénica y que
garantiza que la energia obtenida de esa ecuacion sera minima si, y solo si, la densidad
electrénica que se emplea para resolver esa ecuacién es la describe el estado electrénico
fundamental del sistema. Esto demostré que la densidad electrénica es una herramienta
muy potente y eficaz para describir correctamente sistemas poliatémicos lo
suficientemente grandes como para describir moléculas de interés en varias ramas de la
ciencia, pero permitiendo alcanzar la precisién requerida para comparar los resultados
obtenidos de los célculos con los ensayos fisicoquimicos y dar lugar a una prediccién
precisa de comportamientos y propiedades (Figura 8).* A este grado de precisién se lo
conoce como precisién quimica y suele considerarse como un error entre los valores
computados y los experimentales de 1 kJ/mol a 4 kJ/mol.
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Figura 8. Esquema representativo de la versatilidad descriptiva de la densidad electrénica para una
misma molécula.

Sobre la metodologia de trabajo y la eleccion de bases y funcionales

Como se discutié anteriormente, la seleccion de un funcional que describa
correctamente todas las interacciones presentes en el sistema es fundamental para
garantizar que se esté modelando correctamente el sistema estudiado. Es por esto por lo
que existe una amplia variedad de funcionales que buscan abarcar la multiplicidad de
contextos en los que los cdlculos de DFT pueden ser empleados (Figura 9). Existe una
relacién directa entre el nivel de precisidon que se quiere obtener para un calculo y el costo
computacional que este implica. A medida que un funcional introduce nuevos pardmetros
que permiten considerar correcciones al modelo y aumentar su precisidén se vuelve mas
costoso realizar su cdlculo. Aun asi, esta propuesta de categorizacién no es absoluta y
siempre es recomendable realizar una comparacion contra un estandar a la hora de elegir
un funcional especifico. Para los calculos de estructura electrénica realizados durante este
trabajo se emplearon funcionales por aproximacién del gradiente generalizado (GGA)
BP86 u hibridos-GGA B3LYP en complementariedad con una triple correccién por
dispersién (D3) para considerar los efectos de correlacidn a largo alcance.
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“Cielo” de la precision quimica
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Figura 9 Distintos tipos de funcionales ordenados de mayor a menor grado de precisién/coste
computacional. Adaptado de la referencia */.

Por otro lado, las bases son las funciones que emplearemos para describir la
densidad electrénica. En lineas generales se componen de combinaciones lineales de los
orbitales atdmicos extraidos del modelo hidrogenoide de Bdhr en combinaciéon con
distintas funciones complementarias que buscan describir la polarizabilidad y “difusividad”
de una nube electrénica. Una de las metodologias de obtencién de estas bases es la
construccién de orbitales del tipo Slater utilizando funciones gaussianas. Para poder
optimizar la descripcion de distintos tipos de atomos y alterar la rigurosidad con que se
modela el sistema se suele alterar el nimero de funciones gaussiana que se emplea para
su construccion. Adicionalmente, con el fin de describir con mayor precision los efectos de
polarizabilidad y difusién de la nube electrénica si agregan funciones especificas que
contemplan estos comportamientos.

En lineas generales, para los cdlculos de estructura electrénica desarrollados
durante esta Tesis Doctoral se realizaron utilizando el programa de quimica computacional
ORCA5.0%, empleando bases del tipo def2-SVP con un set auxiliar def2/J para los casos
en que se hizo uso de la aproximacién por resolucién de la identidad. Este set de bases,
junto con el funcional BP86 vy la triple correccién por dispersiéon D3, han demostrado ser
una excelente solucién de compromiso entre rapidez y precision a la hora de estudiar la
quimica conformacional y supramolecular de pequefias moléculas.*4>>°



Analisis de la estructura supramolecular

Superficies de Hirshfeld, Grdficos dactilogrdficos (2D-Fingerprint plot) y
Estructura de Energias.

A la hora de analizar los resultados de una dilucidacién estructural por difraccién
de rayos X contamos con multiples herramientas que nos permiten visualizar el conjunto
de interacciones intermoleculares en un material cristalino y la naturaleza de su
empaquetamiento. Y, a pesar de que muchas de las interacciones intermoleculares que
estructuran una arquitectura cristalina pueden resultar simples de identificar vy
caracterizar en términos de los atomos involucrados y sus relaciones geométricas
(distancias, angulos y orientaciones), muchas veces existen otras interacciones que nutren
la quimica supramolecular y que pueden no resultar tan reconocibles a simple vista.’® Es
por esto que existen herramientas especialmente disefladas para estudiar como se
distribuye la densidad electrénica asociada a una molécula en la celda unidad y poder
comparar esta distribucion con la de su entorno.

Un programa que se emplea comiUnmente para investigar las propiedades
estructurales es el Mercury.” Este permite llevar a cabo un analisis estructural a través del
estudio de las estructuras supramoleculares presentes en el sistema. Al mismo tiempo,
facilita la visualizaciéon y el andlisis de los patrones supramoleculares y de
empaquetamiento, y permite estudiar la presencia de poros y simular la morfologia del
habito cristalino, entre otras funcionalidades. Por otro lado, existen herramientas
computacionales disefladas especificamente para graficar superficies alrededor de
moléculas, iones u otros fragmentos moleculares de interés. Se trata de estrategias que
permiten la construccién de superficies de contorno, las cuales son esenciales para
estudiar como esta alojada una dada molécula o ion en la estructura y poder delimitar asi
regiones de interés, como pueden ser huecos estructurales, canales o regiones de alta
densidad. Muchas de las superficies mas comunes, como aquellas que se construyen
empleando radios de Van der Waals, se obtienen considerando Unicamente informacion
sobre los atomos (por ejemplo, valores de radio atémico normalizado). Esta manera de
abordar la construccion de una superficie molecular, que puede llegar a ser ventajosa en
términos de cdlculo computacional, recae en la generacién de una superficie que es
independiente del entorno molecular. Sin dudas, estas superficies son muy utiles para
estudiar una molécula individual y aislada. Pero, a la hora de investigar una molécula o ion
alojada en un entorno rigurosamente definido, como es el interior de una estructura
cristalina, es mucho mas enriquecedor contar con una superficie que sea construida
considerando toda esta informacién complementaria. Es por este motivo que surgen las
superficies de Hirshfeld (SH) como una herramienta Unica para comprender la naturaleza
de la interaccién entre una porcién de una estructura y su entorno.

Los formalismos en los que se sostiene la confeccidn de este tipo de superficies
provienen de extrapolar la definicién de d&tomos en moléculas que propuso F.L Hirshfeld
en 1977.2 En esta, Hirshfeld propone definir a un atomo en términos del aporte de su
densidad electrénica a la totalidad de la densidad electrénica molecular a una distancia
dada. Para ello define una funcién de peso que pondera el aporte a la densidad electrénica
en un punto dado del espacio de un &tomo respecto a la densidad electrénica calculada en
el mismo punto del espacio para la totalidad de los &tomos en la molécula (Ecuacién 4).
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Ecuacion 4

pa‘(r)
Zismolecula Pflt (T)

Wq (r) =

Mas alla de un andlisis pormenorizado de esta definicién y su potencial aplicacién
para el célculo de propiedades atémicas en moléculas, podemos observar cémo esta
definicidn entiende al &tomo como una entidad embebida en un entorno y lo define en
términos relativos a su aporte a una estructura global. No se piensa al &tomo desde el
concepto de esferas rigidas si no, mas bien, se desdibuja esa frontera atémica para dar paso
a una construccién molecular colectiva.

Es esta misma metodologia de definicién de un fragmento estructural en términos
de su aporte a la totalidad del entorno que lo contiene la que se emplea para construir la
superficie de Hirshfeld.>* Ahora ya no son los atomos quienes son definidos en términos
de su aporte a la densidad electrénica de una molécula si no estas las que son definidas en
términos de su aporte a la densidad electrénica del cristal (o, en su defecto, de la celda
unidad que la contiene.) Es facil ver como esta definicién ahora nos permite representar
informacion tanto de la molécula como de su entorno, una de las caracteristicas esenciales
que buscabamos contemplar inicialmente.

Las superficies de Hirshfeld no solamente cuentan con muchas propiedades
deseadas desde el estudio topoldgico (son densamente compactas respecto al volumen
que las contiene, son continuas, suaves y derivables)** si no que, ademas, pueden ser
coloreadas empleando como variables diferentes propiedades, lo que las vuelve alin mas
interesantes para extraer informacion estructural de forma grafica y agil.

Por ejemplo, se pueden utilizar como lienzo para graficar valores de distancia entre
los &tomos contenidos en el interior y aquellos que quedan fuera de la superficie, de forma
tal de poder estudiar no solamente el volumen que contiene a una molécula si no también
la distancia que separa a esta de su entorno en cada region del espacio. Esto da como
resultado un analisis exhaustivo de distancias interatdmicas que suele ser fundamental
para una primera aproximacion al estudio de la cantidad y calidad de las interacciones inter
estructurales (inter e intramoleculares) presentes en una estructura.

A su vez, se puede explorar también como es la relacidén de distancias entre &tomos
dentro y fuera de la superficie de Hirshfeld respecto a los radios de Van der Waals
conocidos para cada elemento. Podemos preguntarnos, por ejemplo, si la suma de las
distancias entre un punto de la superficie de Hirshfeld y un atomo dentro de ella (d;) y otro
fuera de ella (d,) es mayor, menor o igual a la esperada para la suma de sus dos radios
atémicos independientes (r’") (Ecuacién 5).

Ecuacién 5. Cdlculo de la distancia normalizada respecto a los valores del radio de Van der Waals de
cada dtomo en la estructura.

vdw vdW
d _ di - Ti de — T
norm — vdW vdwW
T 1,

Si esta distancia es menor quiere decir que los d&tomos se encuentran mds juntos
de lo que hubiera sido esperado para una circunstancia de &tomos independientes y, por lo
tanto, podemos asumir que ahi se estd produciendo una interaccién entre los &tomos. Esos



atomos estdn mas cerca de lo que hubiéramos esperado para una situacién donde el
contacto se produce Unicamente por una interaccién tangencial y, por lo tanto, debemos
de sospechar que hay una fuerza de naturaleza atractiva que esta actuando entre ellos. Si,
ademas, pensamos esta relacion de distancias entre atomos como un continuo que va
desde dtomos separados a una distancia mayor a la esperada hasta los &tomos separados
por una distancia menor a la suma directa de sus radios pasando por valores intermedios,
y designamos una paleta cromdatica de tres colores para representar estas distancias,
podemos analizar esta relacién de distancias punto a punto y emplearla para colorear la
superficie de Hirshfeld (Figura 10).

d

Figura 10. Comparacién entre la superficie construida por esferas de Van der Waals (radios de
1,20, 1,70, 1,55, 1,50 y 1,75 A para H, C, N y O) y la superficie de Hirshfeld construida a un isovalor
de 0,5 para una molécula del compuesto 2.e. La superficie de Hirshfeld esta coloreada por la
distancia normalizada empleando una paleta de colores rojos, blancos y azules para distancias
menores, iguales o mayores a la suma normalizada de los radios de Van der Waals entre dtomos
dentro y fuera de la superficie.

Esta complementariedad entre una superficie definida de manera compacta
alrededor de una molécula y una paleta de colores que nos permite detectar facilmente
proximidades interatémicas entre fragmentos estructurales da como resultado una
herramienta excepcional para detectar facilmente interacciones intermoleculares no tan
simples de identificar.

A modo de ejemplo, podemos estudiar que sucede en el caso de estudiar la
presencia de interacciones de apilamiento aromatico o “m-stacking”. Este tipo de
interacciones se producen debido a la distribucién heterogénea de densidad electrénica
que se observa en las estructuras resonantes. Este tipo de compuestos presentan la
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capacidad de alojar y distribuir una gran cantidad de densidad electrénica en regiones muy
especificas de su estructura, en las que el efecto resonante estabiliza y favorece la
distribucién de cargas. Al mismo tiempo, debido a esta anisotropia en la distribucién
espacial de cargas, se producen regiones carentes de densidad electrénica que se vuelven
relativamente mas positivas que su entorno. Por otro lado, debido a los requerimientos
estructurales que impone la naturaleza resonante de este tipo de compuestos, los
fragmentos aromaticos suelen ser planos salvo casos excepcionales.” Por lo tanto, para
detectar la presencia de interacciones de apilamiento aromaticos requerimos de una
herramienta que no solamente estudie como es la distribucién de densidad electrénica
alrededor de una molécula si no, también, que nos brinde informacién sobre la topologia
de esta superficie con el fin de distinguir si estd presente esta planaridad tan
caracteristica.’® Este tipo de interacciones ponen de manifiesto el rol esencial que cumple
el andlisis por superficies de Hirshfeld de las estructuras cristalinas.

Ademas de este potente andlisis visual que brindan las superficies de Hirshfeld y
sus multiples maneras de ser coloreadas, existe la posibilidad de estudiar en detenimiento
como son las relaciones de distancia entre los atomos contenidos dentro y fuera de la
superficie. Por ejemplo, puede resultar interesante estudiar a que distancia se encuentran
todos los atomos capaces de aceptar puentes de hidrégeno de una molécula respecto a su
hidrégeno mas cercano fuera de la superficie de Hirshfeld. De esta manera podriamos
estudiar si todos los potenciales puntos de interaccién por puente de hidrégeno se
encuentran satisfechos o si quedan algunos vacantes. Nuevamente, si a esta informacion
la complementamos con la capacidad de visualizar el entorno molecular en busca de
espacios vacantes para alojar moléculas, tenemos una herramienta muy potente para el
estudio de cavidades estructurales y su potencial afinidad.

Este andlisis en término de distancias externas e internas se conoce como grafica
dactilografica bidimensional o “2D-fingerprint plot” (Figura 11). Se considera
dactilografica en tanto es propia y caracteristica de la distribucion de distancias de cada
estructura y no puede ser replicada, atin en los casos de compuestos isoestructurales.”*>’
No obstante, es una herramienta interesante para estudiar la presencia de patrones de
distribucién caracteristicos.
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Figura 11. Gréfica dactilografica bidimensional calculada para la estructura cristalina de 2.e

Por ejemplo, si consideramos que las distancias standard esperadas para un puente
de hidrégeno van entre los 2,7A a los 3,3A, podemos esperar que una estructura cristalina
que presente puentes de hidrégeno tendra dtomos donores y aceptores separados a esta
distancia. Considerando esto, podemos estudiar en detalle la distribuciéon de distancias
observadas para un conjunto atomos seleccionados (por ejemplo, los capaces de aceptar
puente de hidrégeno) y distinguir asi quienes son los responsables de ciertas interacciones.
En particular, podemos estudiar la distribucién de distancias asociadas a todos los
nitrégenos e hidrégenos contenidos en una estructura, y compararla con la distribucién
observada para, por ejemplo, los oxigenos y los hidrégenos. De esta manera podemos no
solamente discernir si hay o no presencia de puentes de hidrégeno si no, ademas, distinguir
si todos los aceptores de puente de hidrégeno en la estructura estdn implicados o si
solamente un grupo definido de ellos estd formando este tipo de interacciones. Hasta
existe la posibilidad de determinar qué cantidad de puntos en la superficie estan
relacionados con cierta distribuciéon de pares de distancia para un par de dtomos en
especifico, permitiendo asi cuantificar el aporte porcentual de esta interaccién a la
totalidad de interacciones presentes en la estructura.®®

Adicionalmente, todas estas herramientas pueden complementarse con la
realizacién de calculos de estructura electrénica empleando la teoria del funcional de la
densidad (DFT). Esto nos permite, por ejemplo, calcular como es la energia de interaccion
asociada a distintos fragmentos estructurales. Es importante notar que este tipo de
calculos, si deseamos realizarlos con rigurosidad, pueden ser extremadamente dificiles de
computar para sistemas extendidos debido a las restricciones que impone la periodicidad
del sistema y lo complejo que puede llegar a ser aproximar un sistema infinito de manera
analitica a la hora de realizar el calculo. Pero es también esta periodicidad intrinseca de los
materiales cristalinos lo que nos permite entenderlos en términos del aporte
independiente de sus partes. Esto implica que podemos estudiar Unicamente la unidad
asimétrica de un cristal de manera independiente y luego extrapolar estos resultados
haciendo uso de las operaciones de simetria y las traslaciones. A esta construccién de una
nueva red pero en términos de energia se lo conoce como la topologia tridimensional de
las interacciones o la estructura de energias.”® Aunque, nuevamente, esto no considera
términos como la repulsidn electroestdtica a largo alcance, es una manera accesible de
estudiar de manera cuantitativa la energia de interaccidén entre fragmentos estructurales
con el fin de realizar comparaciones cualitativas.

Este tipo de calculos resultan muy interesantes a la hora de comparar como es la
interaccion entre dos fragmentos estructurales cuando la relacién entre ellos es compleja
o se encuentra poblada de multiples interacciones dificiles de distinguir y cuantificar. Al
mismo tiempo, gracias a su representacion visual en “tubos” cuyo didmetro representa la
intensidad de la interaccién, se vuelven muy potentes a la hora de visualizar como es la
distribucidén de energias de interaccidén en una red cristalina. Esto permite extraer algunas
conclusiones, aunque aproximadas, sobre la presencia de ejes preferenciales de
interaccion, planos de interaccién o hasta posibles regiones de clivaje.”
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Todo el analisis de Hirshfeld (calculo de superficies, diagramas dactilograficos y
redes de energia) desarrollado en este trabajo de Tesis Doctoral se realizé utilizando el
software CrystalExplorer.5°

Determinacion del factor de forma

El factor de forma (Fy) es un parametro estructural que se empleara para
cuantificar la anisotropia morfolégica de una figura geométrica. Se define como el cociente
entre la arista maxima y la arista minima del paralelepipedo de menor volumen que
circunscribe una molécula, que es construida empleando esferas atédmicas cuyo radio es
equivalente al radio de colisién atémico. Siendo las aristas del paralelepipedo a, b y ¢,
podemos calcular el factor de forma como se indica en la Ecuacién 6:

Ecuacion 6. Cdlculo del factor de forma.

_ MAX(a,b,c)
I~ MIN(a, b, c)

Para realizar este calculo se utilizé el programa Chemcraft,® que aplica una
metodologia de construccién de volumen por adicion de partes.®? Esta metodologia toma
como punto de partida las posiciones, identidades atémicas y conectividades de una
estructura molecular y la construye localizando en la posiciéon de cada atomo, una esfera
de didmetro igual a su didmetro de colision. Esto genera una estructura molecular de
esferas densamente empaquetadas que es rodeada por un paralelepipedo de volumen
minimo. Sobre este paralelepipedo se extraen los pardmetros estructurales que se
utilizardn para caracterizar la morfologia molecular (Figura 12)

Figura 12. Metodologia de construcciéon del paralelepipedo de menor volumen que circunscribe
una estructura molecular construida por esferas cuyo didmetro es el didmetro de colisién atémico.



Cuanto mayor es el factor de forma, mas anisotrépica es la morfologia de una
molécula. Por lo tanto, un sistema constituido por este tipo de particulas y cuya
concentracién le imponga la necesidad de estar densamente empaquetado minimizard la
distancia entre particulas orientandolas de la manera mas eficaz posible. Esto podria dar
lugar a la generacién espontdnea de orientaciones preferenciales que impongan un orden
supramolecular de corto alcance semejante al que se observa para las fases calamiticas,
tanto nematica como esméctica de sistemas tipo cristal liquido.®® Es fundamental entender
que esta anisotropia morfolégica impone una condicién de cristalinidad sobre los
agregados supramoleculares que quedan constituidos, independientemente de la
identidad de las particulas que lo componen, o las interacciones que se desarrollen.
Podemos pensar a la anisotropia morfolégica como un parametro que modula la actividad
de un tipo de fuerza entrépica que actua atractivamente y cuya naturaleza presenta un
fuerte caracter orientador.5*¢

Determinacién de la convergencia supramolecular

En el campo de la quimica de coordinacidn el concepto de bloque de construccion
convergente (aquel capaz de dar lugar a la formacion de compuestos mononucleares) o
divergente (aquel capaz de dar lugar a la formacion de redes extendidas) se encuentra
ampliamente extendido ala hora de disefar estructuras poliméricas de diversas topologias.
Para el andlisis que se desarrollard en este capitulo, se empleard una definiciéon andloga
para distinguir a los bloques de construccién que conforman un agregado supramolecular
y la capacidad potencial de extender la red de enlaces no covalentes en mas de una
dimension espacial.®

Se considerard bloque de construccién convergente a toda aquella molécula que
no presenta la capacidad de formar puentes de hidrégeno, o ninguna otra interaccién no
covalente fuerte y direccionada, a través de sus residuos o grupos no aminoacidicos. Al
contrario, se considerarad bloque de construccién divergente a aquel capaz de desarrollar
interacciones del tipo puente de hidrégeno, o cualquier otra interacciéon no covalente
fuerte y direccionada, desde sus residuos hacia “el exterior” del agregado supramolecular.

El concepto de divergencia deviene de la capacidad de formar redes no covalentes
extendidas tridimensionalmente de forma tal de hacer “divergir” la topologia del ensamble.
Es interesante notar que esta definicién, aunque semejante, no es equivalente al concepto
de topicidad establecido para cuantificar el nimero de sitios de unién de un ligando en una
red organometalica.’”*® La divergencia supramolecular no solamente remite a la capacidad
de formar interacciones no covalentes complementarias a las que se desarrollan a través
de la cadena principal o empleando el grupo aminoacidico, si no también, considera la
orientacion de estas respecto a la estructura supramolecular confeccionada. Utilizar
bloques de construccién divergentes favorece no solamente la formacién de redes
extendidas, sino que también propicia el incremento en la energia de estabilizacion
asociada a un empaquetamiento denso y bien ordenado, en tanto aumenta el nimero de
interacciones atractivas entre un bloque de construccién y su entorno supramolecular.

Esta dicotomia entre convergencia y divergencia supramolecular se puede ver
ilustrada claramente en la relacién estructural que se desarrolla entre L-Fenilalanina y L-
Tirosina (Figura 13). La primera no presenta la capacidad de donar o aceptar puentes de
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hidrégeno en ninguna de las posiciones de su residuo aminoacidico mientras que la
segunda, gracias a la presencia de un grupo hidroxilo en la posicién para, si. En los casos
en que haya mas de un residuo y exista la posibilidad de formar puentes de hidrégeno en
alguno de ellos y en otros no, el residuo serd considerado mixto. En los casos en que el
sistema esté compuesto Unicamente de moléculas cuyo residuo es capaz de aceptar
puente de hidrégeno, pero no de donar y no haya otros donores posibles, el bloque de
construccidén se comportara convergentemente vy, por lo tanto, serd considerado de esta
manera.

Bloque de construccion Bloque de construccion
convergente divergente

Interacciones
inespecificas de
corto alcance Interacciones
direccionalesy
de largo alcance

-

-~

Figura 13. Comportamiento convergente y divergente representado para las estructuras de L-
Fenilalanina (izquierda, CCDC: 985094) y L-Tirosina (derecha, CCDC: 1208550)

La propiedad de divergencia supramolecular es esencial para garantizar la
formacion de ensambles supramoleculares extendidos tridimensionalmente que sean
capaces de desarrollar redes de energia de interaccidn atractivas e intensas.”® Esto es
esencial para disefar racionalmente bloques de construccion para el desarrollo de nuevos
materiales con una respuesta mecanica isotropica y una baja flexibilidad.
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“Mas toda roca, planta, o creatura, viva estd; tiene alma, es un Ser”

F.
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El autoensamblado molecular es el proceso a través del cual un grupo de
estructuras precursoras se ordena espontdneamente para conformar arquitecturas
supramoleculares bien definidas. En la gran mayoria de los casos estas estructuras se
desarrollan a través de la formacién de enlaces no-covalentes.! Para poder tener un control
estricto de la arquitectura generada a través de este proceso y, por lo tanto, de las
propiedades del sistema resultante, es necesario realizar un disefio racional de sus bloques
de construccién. Esto garantizard la presencia de grupos funcionales especificos que
permitan formar enlaces no covalentes con la intensidad y geometria deseada.

El proceso de autoensamblado molecular es ampliamente utilizado por la
naturaleza para crear estructuras funcionales complejas a partir de bloques de
construccién simples como aminodcidos, péptidos pequefios, acidos nucleicos y
fosfolipidos.>®* En los ultimos afios, la quimica supramolecular y los procesos de
autoensamblado de ciertas proteinas y péptidos han cobrado gran relevancia debido a las
investigaciones que estudian su vinculo con la formacién de fibras amiloides. Se ha
demostrado que estas entidades supramoleculares estdn directamente relacionadas con
varias patologias degenerativas entre las que se incluyen la enfermedad la Alzheimer, el
mal de Parkinson y la diabetes tipo I1.*-¢ Por otro lado, recientemente se ha podido observar
que especies quimicas tan pequefias como algunos metabolitos y aminoacidos aislados,
como la L-Fenilalanina, la L-Tirosina o el Aspartamo, son capaces de formar agregados de
aspecto filamentoso con una citotoxicidad y propiedades fisicas y quimicas muy similares
a las usualmente asignadas para las estructuras amiloides.”””

Por otro lado, gracias a su capacidad para autoensamblarse bajo ciertas
condiciones, los aminoacidos han sido ampliamente investigados como potenciales
candidatos para el desarrollo de nuevos materiales bioldgicos o bioinspirados.'® Debido a
que existen varias rutas sintéticas relativamente sencillas y no tan costosas para
derivatizar un aminoacido con el fin de incorporar diversos arreglos estructurales a su
esqueleto, los derivados de estas moléculas también se proponen como una alternativa
interesante a la hora de disefar nuevos bloques de construccién para el desarrollo de
sistemas con propiedades especificas. Los derivados de aminoacido ofrecen una
oportunidad Unica de estudiar el impacto que produce alterar de manera controlada ciertas
caracteristicas especificas mientras que otras se mantienen conservadas, gracias a la gran
diversidad que existe actualmente de aminoacidos, agentes de derivatizacién y posibles
reacciones.’'**

Desde el punto de vista estructural, la L-Fenilalanina y la L-Tirosina se encuentran
intimamente emparentadas, debido a que se diferencian Unicamente en la presencia de un
grupo —OH en la posicidon para del anillo aromatico. No obstante, las propiedades
supramoleculares exhibidas por ambas moléculas son sorprendente diferentes. A modo de
ejemplo, se ha observado que el mecanismo de formacién de estructuras del tipo
filamentosas para ambas moléculas es distinto. Esto es debido a que el desarrollo de las
interacciones intermoleculares principales a través a los grupos —NH;"y —COO~ estdn
fuertemente influenciadas por la presencia del grupo fenol.’> Otra de las principales
diferencias experimentales observadas para ambas moléculas es la abrupta y “anti-
intuitiva” diferencia de solubilidad. Aunque la L-Tirosina es mas polar y cuenta con un
grupo donor y aceptor de puentes de hidrogeno que deberia favorecer su disolucién en
agua, es casi sesentay cinco veces menos soluble que la L-Fenilalanina.'® Una discusion en
detalle de los origenes de esta diferencia y cdmo se puede entender en términos de la



quimica supramolecular y conformacional de estas sustancias serd dado a lo largo de este
capitulo y en el Capitulo V.

En los aminodcidos y sus derivados, la presencia del grupo amino/amonio y el grupo
carboxilico resulta fundamental para la quimica supramolecular debido a que estos grupos
confieren la capacidad de formar interacciones electroestaticas fuertes y de largo alcance
entre los bloques de construccion de un sistema.’"** Adicionalmente a la presencia de
estas interacciones electroestaticas, se suman las interacciones no covalentes que pueden
desarrollarse gracias a los residuos especificos presentes en cada aminodacido, junto con
las que puedan ser introducidas a través de la derivatizacion. El resultado final es un
conjunto amplio y variado de regiones de interaccién supramolecular que le confiere a la
molécula una excelente capacidad de interactuar con su entorno. Gracias a esta particular
diversidad estructural, estos compuestos han demostrado una gran capacidad de formar
distintos tipos de estructuras ordenadas de diversas jerarquias, yendo desde los
monocristales a los mesocristales, a través del control riguroso de las condiciones de
cristalizacion.??! Los mesocristales son estructuras macroscépicas ordenadas constituidas
por pequefios cristales de tamafio nanoscopico (Figura 1). Este tipo de materiales sélidos
se generan a partir de nanoparticulas que, en analogia a lo que sucede para dtomos, iones
o moléculas en las vias cladsicas de cristalizacién, se auto ensamblan y ordenan para dar
como resultado agregados cristalinos de diversa morfologia y dimensionalidad.?? La
cristalinidad intrinseca a los bloques de construccién de estos materiales, junto con su
naturaleza porosa, los vuelve particularmente atractivos para su uso en diversas
aplicaciones tecnolégicas como la fotocatdlisis, el almacenamiento de energias, el censado
de gases y la entrega controlada de ingredientes farmacolégicos activos.??*

monocristal

monocristal

Cluster de

nucleacién nanocristal CristalinS
° primario . jentS.
T j crec 1asic®
.'. . i Cr 1
P Cimiento ..
NO‘CI;-j ‘?ﬂstaﬁﬂo
(ruty bof!os‘co
P

M-y, )

Mesocristal

Figura 1. (A) Diagrama ilustrativo de la ruta de cristalizacion clasica (ruta azul) via adicién de
bloques de construccién atémico-moleculares versus la formaciéon de un monocristal a través de
un mesocristal compuesto por nanoparticulas como intermediario (ruta roja). Imagen adaptada

del trabajo de Zhou y O’Brien.?

Otros materiales cuya formacién depende de los fendmenos de autoensamblado
son los geles supramoleculares, también conocidos como geles fisicos.?® Estos estan
formados estrictamente por interacciones no-covalentes que se desarrollan tanto entre
las moléculas gelantes como entre estas y la fase fluida que las contiene (Figura 2). La
formacion de este tipo de materiales se basa en la inmovilizacién de una fase liquida en
una red supramolecular generada por las moléculas del gelante. Dependiendo de la
identidad del solvente inmovilizado, los geles supramoleculares pueden categorizarse
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como hidrogeles u organogeles. Gracias a su reversibilidad intrinseca y su naturaleza
responsiva, este tipo de materiales blandos han mostrado diversas aplicaciones en varios
campos de la ciencia como son las ciencias de la salud,?’~* los estudios medioambientales,*
y la ciencia de los materiales.??

Jerarquia del autoensamblado a través de
interacciones no-covalentes

)
T

Solucion Autoensamblado

Figura 2. Esquema general del autoensamblaje de bloques de construccién de bajo peso molecular
para dar lugar a un gel supramolecular

Es importante notar que tanto el desarrollo de una red tridimensional de
interacciones no covalentes que sea capaz de inmovilizar un solvente, como el
autoensamblado de bloques de construccién para dar lugar a la formaciéon de material
cristalino, son procesos gobernados principalmente por la quimica supramolecular de las
moléculas involucradas. Por lo tanto, existe un balance muy delicado entre la estructura
moleculary las condiciones experimentales que incita a una sustancia a comportarse como
gelante o como bloque de construccién para dar lugar a la formacién de una
superestructura supramolecular ordenada.

La L-Fenilalanina y sus derivados estdn entre los sistemas mas prometedores
cuando se trata de disefiar nanomateriales autoensamblados innovadores.®* Las
potenciales modificaciones que pueden realizarse tanto sobre el grupo carboxilato como
sobre el grupo amina permitieron desarrollar un vasto nimero de sustancias gelantes de
bajo peso molecular que han sido utilizadas para diversas aplicaciones.*®
Sorprendentemente, aunque en la bibliografia actual se encuentran reportados un gran
numero de derivados de L-Fenilalanina empleando una reaccién de formacién de amidas
sobre el grupo amino, son extremadamente escasos los derivados sintetizados a partir de
la formacién del grupo amina secundaria. En un claro contraste, al estudiar qué sucede
para la L-Tirosina y sus derivados, encontramos que se han reportado muy pocos casos de
sistemas supramoleculares construidos a partir de estos y ninguno de ellos se corresponde
con un hidrogel.*

Inspirados en las capacidades de autoensamblado tan particulares de estos
aminodcidos, y considerando que estas pueden ser alteradas de manera controlada a través
de derivatizaciones que modifiquen y expandan su quimica supramolecular, uno de los
objetivos de este trabajo de tesis es la sintesis de nuevas moléculas quirales partiendo de
L-Fenilalanina y L-Tirosina empleando aldehidos arométicos de relevancia biolégica como
el benzaldehido, el piperonal, el 2-naftaldehido y la vainillina mediante la derivatizacién del
grupo amino (Figura 8 y Figura 9 del Capitulo I). Durante este capitulo se desarrollara la



caracterizacion de los procesos de autoensamblado de esta familia de compuestos en
diferentes solventes y bajo distintas condiciones experimentales, los cuales dieron lugar a
la obtencion de materiales tan diversos como monocristales, mesocristales y geles. Cada
uno de estos materiales fue estudiado de forma exhaustiva con el fin de comprender el rol
de la quimica supramolecular y los distintos grupos funcionales en su obtencién. Basados
en estos resultados se propuso un modelo que describe la arquitectura de los agregados
que actian como bloque de construccién de estos materiales. Este modelo se construyd
considerando los datos estructurales extraidos de los experimentos de difraccién de rayos
X, célculos de optimizacién geométrica por DFT, los resultados de las espectroscopias
realizadas a tiempo resuelto y temperatura variable, y una extrapolacién de los resultados
reportados en bibliografia para los aminoacidos independientes. Finalmente, y a modo de
prueba de concepto, para aquellos sistemas que se observd una respuesta satisfactoria
frente a la gelificacién se verificé la capacidad de gelificar muestras complejas en vistas a
potenciales aplicaciones, como crudo de petrdleo. Estos materiales presentaron una
excelente estabilidad y reversibilidad térmica, y permitieron mostrar el potencial que
tienen estas pequefias moléculas para desarrollar materiales supramoleculares con un
claro interés tecnoldgico.
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Resultados y discusiones

Derivados de aminoacidos como estrategia de
modulacion de las propiedades moleculares y de
autoensamblado

Como se presentd en la introduccién, teniendo en cuenta el papel protagdnico que
tienen los residuos aminoacidicos en la construccién de las arquitecturas
supramoleculares que se observan en algunos materiales autoensamblados, se decidié
sintetizar dos nuevas familias de derivados de la L-Fenilalanina (1) y la L-Tirosina (2). Para
esto se empled una reaccién de formacién de base de Schiff con una posterior reduccion
selectiva para generar aminoacidos derivatizados con aldehidos de relevancia bioldgica,
que conservaran tanto su quiralidad como su grupo funcional amino. Una de las principales
motivaciones para emplear esta ruta de sintesis fue conservar intactos los grupos amino y
acido carboxilico, debido a que estos no solamente confieren la capacidad de establecer
interacciones electroestdticas de largo alcance esenciales para motorizar el
autoensamblado si no que, ademas, brindan la capacidad de responder a los cambios de
acidez del entorno.

Respecto a los aldehidos, se eligieron moléculas aromaticas y, entre la amplia
variedad que existe, se puso el foco en seleccionar aquellos que sean cominmente
utilizados como agentes saborizantes, o tengan un rol industrial significativo, y sean
accesibles comercialmente. En el Capitulo V se discutira un aspecto relevante en relacion
con el aspecto alimenticio de los derivados de estas sustancias. En total se emplearon los
siguientes 4 aldehidos: Benzaldehido (a), 2-Naftaldehido (d), Piperonal (e), y Vainillina (f),
los cuales dieron lugar a los correspondientes derivados de L-Fenilalanina 1.a, 1.d-1.f y de
la L-Tirosina 2.a, 2.d-2.f (Figura 1). Los derivados 1.b, 1.c, 2.b y 2.c son estudiados en
detalle en el Capitulo IV. El 2-Naftaldehido fue seleccionado para evaluar el impacto que
tiene en las propiedades supramoleculares y conformacionales al aumentar el volumen y
la extension del bloque aromadtico. Los detalles de las sintesis y la caracterizacidon
espectroscédpica completa de todos los compuestos se encuentran descrita en la seccién
experimental y la informacidon suplementaria de este capitulo.
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Figura 1. Estructuras moleculares de las sustancias sintetizadas durante este capitulo

Se estima que todos estos compuestos presentan un comportamiento dcido—base
anfétero, con un punto isoeléctrico muy cercano al de su correspondiente aminoacido
precursor. Debido a la baja solubilidad en agua cerca de las regiones de estabilidad del
estado switeridnico, el punto isoeléctrico no es simple de identificar. Sin embargo, se ha
hecho uso de esta regidén de estabilidad del switerién y su baja solubilidad para aislar y
purificar estos compuestos. Debido a que el Ultimo paso de la sintesis empleada para la
obtencion de estos compuestos es la precipitacién en un medio moderadamente acido (pH
= 4-5), el estado de carga con el que son aislados de las aguas madres corresponde al
estado switeridnico. Asimismo, durante la purificacién de los compuestos se emplearon
solventes de distinta polaridad, pero con un cardcter dcido-base casi nulo. Por este motivo
los compuestos precipitan como switeriones y no como sales. Sin embargo, por una
cuestiéon de comodidad, el estado de carga explicito (switeridnico o anidénico) serd
representado en las imagenes Unicamente en los casos en que este sea esencial para la
discusion de los resultados. En el resto de los casos, cuando la estructura molecular sea
presentada Unicamente a modo ilustrativo en una figura, esta se mostrara sin carga para
facilitar la lectura.
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Caracterizacion estructural en estado sdlido

Estructuras resueltas a partir de experimentos de Difraccion de
Rayos X (DRX)

Con el fin de acceder a informacién sobre la quimica supramolecular de los
compuestos sintetizados, al menos en estado sélido cristalino, se llevaron a cabo diferentes
estrategias de cristalizacién (Capitulo II). Como resultado se obtuvieron monocristales
aptos para llevar a cabo experimentos de DRX, los cuales permitieron determinar las
estructuras cristalinas de varios de los compuestos sintetizados. En el caso de 1.d, 1.f, 2.a,
2.ey 2.f las estructuras se encuentran con estado de carga dipolar o switeriénico. Mientras
que, para l.ay l.e, se obtuvieron las sales de cloruro de las especies protonadas sobre el
grupo amino, conservando el grupo acido. Para 1.d, y 2.a, ademas del switerién, también
pudieron obtenerse las sales de cloruro, y en el caso puntual de 1.d, también la sal de sodio
correspondiente al estado anidnico del derivado. Una particularidad para destacar es que
la sal de cloruro de 1.d co-cristaliza con una molécula de acido acético. En el capitulo V se
discutird un aspecto importante de este resultado. Gracias a esto se pudo realizar una
comparacion parcial del rol que cumple el estado de carga y el contraién en la quimica
supramolecular de estos compuestos (Figura 2-Figura 11).

Un andlisis global de las 10 estructuras cristalinas permite observar que todas ellas,
sin importar si se desarrollan a través del ensamble de especies switeridnicas o de cationes
y aniones, estan estabilizadas principalmente a través de interacciones electroestaticas del
tipo —NHj ---Cl~ o —NHJ --- 00C. Estas interacciones, al ser isotrépicas y de muy largo
alcance, son las responsables de la fuerte atraccién establecida entre los bloques de
construccién, pero no alcanzan para describir el detalle la orientaciéon ni el sentido de las
distintas especies en cada empaquetamiento.

Si estudiamos en detenimientos las estructuras desarrolladas por los derivados de
la L-Fenilalanina, (Figura 2 a Figura 7) podemos observar que en casi todas ellas, a
excepcion de la sal de sodio del compuesto 1.d (Figura 5), la estructura molecular del
derivado se encuentra parcial o totalmente desplegada, maximizando el factor de formay
favoreciendo un empaquetamiento denso que minimiza la distancia entre los grupos
cargados (ver proximo apartado). No obstante, para el caso de la sal de sodio del
compuesto 1.d, la estructura molecular adquiere una conformacién plegada sobre si misma
que permite exponer de manera eficaz el centro aminoacidico, disminuyendo la congestion
estérica alrededor de este y maximizando la cantidad de interacciones puente de
hidrégeno que pueden desarrollarse con las aguas de coordinacién del catién metalico.

Si extendemos el andlisis de las estructuras en el espacio, podemos notar cdmo se
desarrolla una red de interacciones electroestaticas, asistidas por interacciones puente de
hidrégeno entre los hidrégenos del grupo amino y los aniones. Como resultado se obtiene
la formacidon de una estructura bidimensional extendida en forma de plano, el cual
denominaremos “plano electroestatico”. Este arreglo se detalla a través de las
interacciones de color rosa en las estructuras extendidas mostradas en cada figura.

La presencia de estas regiones de interaccién intensa queda claramente reflejada
al estudiar la superficie de Hirshfeld coloreada empleando la distancia normalizada de



todas estas estructuras. En estas se observa la formacién de “lunares rojizos” que indican
la presencia de interacciones fuertes. El hecho de que estas interacciones se observen casi
exclusivamente en la regiéon media de la molécula y no en sus extremos es un indicio claro
de la anisotropia de interaccidn de esta familia de moléculas.

La adquisiciéon de una conformaciéon desplegada por parte de la molécula no
solamente favorece el desarrollo de un plano electroestatico extendido, sino que también,
propicia la interaccién entre los residuos laterales que quedan alojados por encima y por
debajo del plano. Esta interaccién no es Unicamente entre las moléculas que conforman el
propio plano, ya que también se observa una interaccién dispersiva o dipolar con los
residuos laterales de moléculas en planos por encima o por debajo. Estas regiones se
resaltan en celeste en las figuras y seran discutidas en profundidad en el capitulo V, en
términos de su parentesco estructural con el empaquetamiento observado para distintas
estructuras amilogénicas.

Datos cristalogrificos y de refinamiento de la estructura
a . / .
—C00~ - SHN— = 1,831A ~ de lasal de cloruro del compuesto 1.a

e

U / / Foérmula empirica C32H35CIN204
g ey Peso molecular 547.07
X Temperatura/K 100¢1)
| e (%] ' Sistema cristalino Ortorrémbico
pu N Grupo espacial P21212
= o TS a/A 23.760(8)
® b/A 9.930(7)
e c/R 12.220(6)
b a/e 90
S / ) Bre 90
. NHZF - CI” = 2,189A v/i° 90
—C00™ - HOOC—= 1684A Volumen/A> 2883(3)
z 4
Pealcgfem® 1.260
ey E i
( F(000) 1160.0
e - Radiacion Sincrotron (A = 0.67019)
- J};{_ /}; Rango angular en 20
L - empleado durante la 3142a57.686
Q WO [:_ determinacidn /°
R:}\‘v -33=h=33,-13=k<13,-17=1=
LA S Rango de indices 17
\C_ CS\\‘ \%C:R \ Reflexciones colectadas 130493
Reflexciones 8330 [Rint = 0.0529,
independientes Rsigma= 0.0207]
5 5 GOF (F) 1.013
R Final [1>=25 (I)] R1=0.0545, wR2=0.1516
/:} ; &):} 2 R Final [todos los datos] R1=0.0563, wR2=0.1539
d d Parametro de Flack 0.033(10)

Figura 2. Estructura cristalina de la sal de cloruro del compuesto 1.a. (a) Detalle de las
interacciones intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada
en términos de dnormde la estructura cristalina de la sal de cloruro de 1.a. La coloracién de la
superficie representa si la distancia entre atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul),
igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas
se detalla el rol de cada interaccién en el empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la
tabla de datos experimentales y de refinamiento de la estructura cristalina.
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a —NH} -+ Cl” =2277A Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura de la sal

. de cloruro del compuesto 1.d
—NHZ --Cl™ = 2,462A

Férmula empirica C22H24CINO4
Peso molecular 401.87
Temperatura/K 100.0(10)

Sistema cristalino Ortorréombico
Grupo espacial P2:1212y

a/R 5.058(5)
b/A 14.786(5)
c/R 26.482(14)
af® 90
B/° 90
Y/° 90
Volumen/A3 1981(2)
z 4
p::l;g'll:m: 1.348
pfmm™? 0.304
F(000) 848.0
Radiacién Sincrotrén (A = 0.79986)

Rango angular en 20 empleado

durante la determinacion /° 3.462a 59.996

:_\%—) Rango de indices -6=h=6,-18<k=18,-32=1=32
Reflexciones colectadas 44647

Reflexciones independientes 3952 [Rin = 0.0798, Rsigma = 0.0358]

GOF (F%) 1.085

R Final [1>=20 (1)] R1=0.0640, wR2 = 0.1689

R Final [todos los datos] R1=0.0788, wR2=0.1819
Parametro de Flack 0.02(3)

Figura 3. Estructura cristalina de la sal de cloruro del compuesto 1.d co-cristalizada con una
molécula de acido acético. (a) Detalle de las interacciones intermoleculares principales en la
estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de dnrmde la estructura cristalina de
la sal de cloruro de 1.d. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre atomos
dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia de
contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interaccién en el
empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de
refinamiento de la estructura cristalina.



Datos cristalogrificos y de refinamiento para el switerion
del compuesto1l.d

Férmula empirica C20H19NO2
Peso molecular 305.36
Temperatura/K 100.00

Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P1

a/R 5.620(3)
b/A 8.620(3)
/R 16.070(5)
af° 91.113(9)
B/e 91.423(9)
y/° 96.92(2)
Volumen/A® 772.4(5)
Z 2
Peatcgfem® 1.313
p/mm? 0.075
F(000) 324.0
Radiacion Sincrotron (A = 0.67019)

Rango angular en 20
empleado durante la 2.392a57.588
determinacion /°

8<h<8 -12<k<12 -21<|<
Rango de indices 8=h=§ -12=k=12,-21=1=

21
Reflexciones colectadas 35270
Reflexciones independientes 3965 [Ri”tg.gl'g‘z?’ Rsigma =
GOF (FH) 1.069
R Final [1>=20 ()] R1=0.0417, wR2=0.1187
R Final [todos los datos] R1=0.0478, wR2=0.1243

Figura 4. Estructura cristalina del switerién del compuesto 1.d. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnormde la estructura cristalina de 1.d. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre
atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia

de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interaccién en el

empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de
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NH - H-0 — 3 1514 ® Férmula empirica
—NH-H,0=12,

Peso molecular
Temperatura/K

Sistema cristalino

Grupo espacial
afR
b/A
c/A
aof°
B/

Y/°
Volumen/A?
z
Palgfem’
p/mm*
F(000)

Hy0 = 2,208A

Radiacion

Rango angular en 20
empleado durante la
determinacion /°

Rango de indices

Reflexciones
colectadas

Reflexciones
independientes

GOF (F)

R Final [I>=20 (I)]

R Final [todos los
datos]

Datos cristalograficos y de refinamiento paralasal de
sodio del compuesto 1.d

Ca0HzsNNaOy

417,42
100(1)

Monaoclinico

P21
6,6360(6)
6,9470(4)
22,583(3)

90

97,955(12)
920
1031,06(16)
2
1,345
0,103
444

Sincrotron (A = 0,67019)

5,79 to 54,992

-8=h=8,-9=k=9,-30=1=30
17197

5455 [Rint=0,0573, Rsigma=
0,0506]

1,039

R1=0,0386, wR2 = 0,0996

R1=0,0418, wR2 = 0,1012

Figura 5. Estructura cristalina de la sal de sodio del compuesto 1.d. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnormde la estructura cristalina de la sal de cloruro de 1.d. La coloracién de la superficie representa
si la distancia entre atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor
(rojo) a la distancia de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada
interaccién en el empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos
experimentales y de refinamiento de la estructura cristalina.



a
Datos cristalograficos y de refinamiento para la sal de
cloruro del compuesto 1.e

—COOH - HOOC— = 2,850A '--E,E‘:?{\

Férmula empirica C17H1sCINQ4
Y Peso molecular 335.77
N Temperatura/K 293(2)
| Sistema cristalino Triclinico
L@ Grupo espacial P1
R\ a/A 7.1192(8)
\\ b/R 9.1775(11)
NN c/R 12.8446(16)
af° 83.224(10)
B/° 86.907(10)
_ P y/° 83.914(10)
TCOOHCIm=22198 & N -l — 22314 Volumen/A® 827.93(17)
z 2
Pealcgfcm® 1.347
p/mm* 2215
F(000) 3520
Radiacién CuKa(Ai=1.54184)
Rango angular en 20
empleado durantela 6.936 a 144.554

determinacion /°

8<h<5 -11<k<9 -15<|<
Rango deindices 82h=5-11=k=9,-15=1=

15
Reflexciones colectadas 6321
. . . 3178 [Rint = 0.0650, Rsigma =
Reflexcionesindependientes 0.0712]
GOF (F%) 1.077
R Final [I>=20 (1)] R1=0.0826, wR2=0.2229
R Final [todos los datos] R1=0.1050, wR2= 0.2696

Figura 6. Estructura cristalina de la sal de cloruro del compuesto 1.e. (a) Detalle de las
interacciones intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada
en términos de dnrmde la estructura cristalina de la sal de cloruro de 1.e. La coloraciéon de la
superficie representa si la distancia entre atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul),
igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas
se detalla el rol de cada interaccién en el empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la
tabla de datos experimentales y de refinamiento de la estructura cristalina.
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Datos cristalograficos y de refinamiento para el switerion
del compuesto 1.f

—£00™ - tHN— = 1,820A

Formula empirica C17H19NO4
. - Peso molecular 301.33
) - Temperatura/K 100(1)
= Sistema cristalino Ortorrémbico
Grupo espacial P212:121
afR 5.869(8)
. \ - b/& 10.479(9)
v /Y { /¢ /R 23.566(14)
' af° 90
B/° 20
v/° 90
—C00™ - $HN— = 19414 Volumen/A? 1449(3)
z 4
—C00™ - HO— = 1,9924 Peatcgfem® 1.381
p/mm™ 0.087

{) Q , L F(000) 640.0
h/ Jh{ h\l Radiacidon Sincrotron (A = 0.67019)
N Rango angular en 20 empleado
¢ ' ?A durante la determinacion /°© 3.26249.988
% ¢ 7<h<7 -13<k<13 -
d’\\_p fj Rango deindices 7=h=7,-13=k=13,-29

ﬁ,\f“‘ﬁ deﬁq Reflexciones independientes
?"

\

<1<29
Reflexciones colectadas 19302
3055 [Rint = 0.4234,
Risigma = 0.2168]

VU

7AW GOF (F?) 0.949
ﬁv ?« %}v E}v R Final [1>=20 (1)] R1=0.0906, wR2 = 0.2204
R Final [todos los datos] R1=0.2460, wR2=0.3332

Parametro de Flack 2.6(10)

Figura 7. Estructura cristalina del switerién del compuesto 1.f. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnorm de la estructura cristalina de 1.f. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre
atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia

de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interaccién en el
empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de
refinamiento de la estructura cristalina.

Como se esperaba, de todas las estructuras obtenidas para los derivados de la L-
Fenilalanina, el Unico compuesto que no dio lugar a la formacién de estas regiones de
interaccion dispersiva o dipolar fue aquel proveniente de la derivatizacién con vainillina 1.f
(Figura 7). La estructura cristalina obtenida para esta sustancia dio lugar a la formacién de
una red extendida tridimensionalmente de interacciones de puente de hidrégeno vy
electroestaticas, gracias a la presencia del hidroxilo en la posicidn p- del grupo que permite
extender la conectividad supramolecular y explorar una dimensionalidad perpendicular al
plano electroestatico (detalle en las tablas informadas en el Tabla S6). Esta distribucién de
interacciones se vuelve mucho mas isotrdpica en comparacién con la de las otras
sustancias de la misma familia y no permite distinguir la formacién de ninguna regién de
interaccion dispersiva en la que no esté presente una unién no-covalente mucho mas
intensa y direccional. La capacidad de interactuar no covalentemente a través de un
hidroxilo en la posicion p- de uno de sus residuos laterales hace que la quimica
supramolecular de este derivado de L-Fenilalanina guarde cierta similitud con lo que se
observa para los derivados de L-Tirosina. Esto implica la carencia del caracteristico



apilamiento en planos electroestdticos y el desarrollo de una red mas isotrépica de
interacciones fuertes. La presencia de esta red isotrépica de interacciones fuertes tendra
consecuencias apreciables tanto en su quimica en solucién como en las propiedades
materiales de los sélidos que se generen a partir de esta especie. Ambas caracteristicas se
discutirdn mas adelante en el correspondiente apartado.

Por otro lado, al estudiar las estructuras cristalinas desarrolladas por los derivados
de la L-Tirosina podemos observar que, en casi todos los casos, se generan redes
tridimensionales de interacciones fuertes, tanto electroestaticas como de puentes de
hidrégeno, cuya distribucién es mayoritariamente isotrépica. A simple vista no se
distinguen regiones de menor interaccidon o zonas donde prevalezcan las interacciones
dispersivas o dipolares. Esta distribucién isotrépica de interacciones se genera gracias a la
naturaleza divergente de estos bloques de construccién. En casi todas estas redes se puede
distinguir de forma clara la presencia de un bloque de construccién de caracter dimérico,
constituido a través de la interaccion que se desarrolla entre el carboxilato o el grupo
amonio de una molécula y el hidroxilo en posicién p- de la molécula aledafa. Este bloque
de construccién es andlogo al reportado para la estructura de la L-Tirosina'® y parece ser
una caracteristica tipica de este tipo los derivados de esta sustancia. Mds adelante se
discutirad en detalle cdmo la presencia o ausencia de este arreglo estructural en fase sélida
podria tener un impacto directo en la quimica en solucién y, en Ultima instancia, en las
propiedades bioldgicas de todas estas sustancias.

No obstante, existe un caso en particular para el cual no se observé el desarrollo de
esta topologia extendida de interacciones. En el caso de la estructura generada a partir del
switerién de 2.a, se observa cémo las interacciones intermoleculares estan localizadas casi
exclusivamente en la formacién de un dimero supramolecular muy similar al que se
desarrolla para la estructura de la L-Tirosina (Figura 8 y tablas informadas en el Tabla $7).*¢
La conformacién adquirida por el switerion en esta molécula favorece la interaccién entre
el centro aminoacidico y el hidroxilo terminal de dos moléculas aledafas e inhibe el
desarrollo de redes extendidas al poner en juego ambas interacciones en la formacién de
una entidad supramolecularmente convergente. A su vez, se expone su residuo lateral
aromatico de un modo muy similar al observado para los derivados de L-Fenilalanina. Al
comparar la estructura de esta misma sustancia, pero como sal de cloruro podemos ver
que la aparicién de un anidén agrega una nueva dimensién de interacciones al desarrollarse
contactos tanto electroestaticos, con el grupo amino protonado, como anién—dipolo, con
el hidroxilo terminal (Figura 9 y tablas informadas en el Tabla S8).
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—C00™ -+ tHN— = 1,829A

Férmula empirica
Peso molecular
Temperatura/K

Sistema cristalino
Grupo espacial

a/R
b/A
/R
af°
Bfe
v/°
Volumen/&®
) N z ;
! Pealcg/cm
b p/mm’™
F(000)

Radiacién

—C00™--HO— = 1,772A

—OH - $HN— = 2,181A % |

Rango angular en 20 empleado
durante la determinacién /°

Rango deindices
Reflexciones colectadas
Reflexciones independientes

GOF (F})
R Final [1>=20 (1)]

R Final [todos los datos]
Parametro de Flack

Datos cristalograficos y de refinamiento para el switerion
del compuesto 2.a

C1sH17NO3
27130
100(1)

Ortorrombico
P2:12121
5.922(2)
7.768(3)
28.889(10)
90
90
90
1329.0(8)
4
1.356
0.083
576.0

Sincrotron (A = 0.67019)

2.658 a2 49.982

-7<h<7,-9<k<9,-36<
1< 36
36171
2789 [Rint = 0.1565,
Risigma = 0.0511]
1.034

R1=0.0509, wR2=0.1218

R1=0.0739, wRz = 0.1384
0.0(10)

Figura 8. Estructura cristalina del switerién del compuesto 2.a. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnormde la estructura cristalina de 2.a. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre
atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia

de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interacciéon en el
empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de

refinamiento de la estructura cristalina.



—OH---H,0 = 1,9894 , Y\r Datos cristalogréficos y de refinamiento para el clorhidrato del
»,\ L\/f compuesto 2.a
A _\ Férmula empirica Ci15H19CINO4
_OH--Cl- = 23254 \ — Peso molecular 324.77
—~ ® ) Temperatura/K 100(1)
\- \-\y Sistema cristalino Triclinico
A ."\r/i Grupo espacial P1
L 3 a/R 5.253(5)
_ . b/A 8.388(3)
CO0™--H,0= 17254 /A 9.903(5)
r af° 73.201(11)
Y B/° 78.16(3)
. ANA Y/° §9.929(11)
_ t...clm =
NHE G = 22988 % ' Volumen/A® 408.0(4)
and z 1
Peaicg/em® 1322
A Y n/mm’ 0.216
A A N F(000) 1710
Radiacion Sincrotron (A = 0.67019)
Rango angular en 2@? emP'Ieado durante 4148 2 54.99
la determinacién /°
- -7=h=7,-11=k=11, -
Rango de indices 13<1<13
Reflexciones colectadas 12865
. . . 4297 [Rint = 0.0702,
Reflexciones independientes Reigema = 0.0768]
GOF (F) 1.057
. _ R1=0.0508, wR2=
R Final [I>=20 (1)] 01215
. R1=0.0511, wRz=
R Final [todos los datos] 01218
Parametro de Flack -0.05(3)

Figura 9. Estructura cristalina de la sal de cloruro del compuesto 2.a. (a) Detalle de las
interacciones intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada
en términos de dnormde la estructura cristalina de la sal de cloruro de 2.a. La coloraciéon de la
superficie representa si la distancia entre atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul),
igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas
se detalla el rol de cada interaccién en el empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la
tabla de datos experimentales y de refinamiento de la estructura cristalina.
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Figura 10. Estructura cristalina del switerion del compuesto 2.e. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnorm de la estructura cristalina de 2.e. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre
atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia

de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interaccién en el

empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de

refinamiento de la estructura cristalina.
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Figura 11. Estructura cristalina del switerién del compuesto 2.f. (a) Detalle de las interacciones
intermoleculares principales en la estructura. (b) Superficie de Hirshfeld coloreada en términos de
dnorm de la estructura cristalina de 2.f. La coloracién de la superficie representa si la distancia entre
atomos dentro y fuera de la superficie es mayor (azul), igual (blanco) o menor (rojo) a la distancia

de contacto de Van der Waals. Con flechas coloreadas se detalla el rol de cada interaccién en el

empaquetamiento cristalino. A la derecha se informa la tabla de datos experimentales y de
refinamiento de la estructura cristalina.

Si analizamos en detalle los grupos espaciales en los que cristaliza cada estructura
podemos notar una simetria anémala para el switeridon del compuesto 1.d y la sal de cloruro
del compuesto 1.e, teniendo en cuenta que se trata de especies quirales (Figura 6 y Figura
7). Ambos sélidos cristalizan en el grupo espacial P1, el cual es aquiral. Mientras que las
moléculas no quirales pueden cristalizar tanto en sélidos con grupos espaciales quirales
como aquirales, una sustancia enantioméricamente pura sélo puede dar lugar a
estructuras cristalinas con grupos espaciales quirales. Lo que se observa para las dos
estructuras mencionadas es la existencia de dos iones distintos en la unidad asimétrica,
que presentan diferente configuracién absoluta. Se trata del correspondiente par
enantiomérico. Considerando que la reaccion empleada para la obtencién de estos
compuestos no altera la quiralidad, ni introduce cambios en la conectividad del carbono
quiral, se espera que los productos de sintesis sean enantioméricamente puros. Los
resultados obtenidos para estas estructuras cristalinas nos conducen a pensar que se
produjo una inversién parcial de la quiralidad durante el proceso de cristalizaciéon. Aunque
los detalles de los posibles mecanismos involucrados que podrian explicar estas
inversiones de configuracién se discutirdn en detalle mas adelante, es importante notar
que ambas sustancias fueron cristalizadas en medio basico y en presencia de iones

Capitulo IIT Autoensamblado de Pequefias Moléculas 115



metalicos, factores que pueden intervenir de manera catalitica. A la fecha, no se ha
observado este comportamiento para los derivados de L-Tirosina siendo Unicamente
registrado para algunos miembros de la familia de L-Fenilalanina.

Todos los ejemplos presentados en este capitulo sirven para ilustrar que la relacién
entre la estructura molecular y las propiedades supramoleculares es compleja, y no puede
ser pensada sélo en términos generales. Aunque es posible establecer ciertas tendencias
que engloben de manera conjunta alguna propiedad en especifico de las familias de
derivados, considerar a estos Unicamente en términos de sus precursores moleculares
puede dar lugar a predicciones incorrectas. Para entender en detalle y poder predecir la
quimica supramolecular de estos compuestos, es necesario contar con herramientas que
describan tanto la libertad conformacional como la naturaleza convergente y divergente
de los mismos. Los cambios introducidos a través de las derivatizaciones tienen la
capacidad de alterar drasticamente la quimica supramolecular y dar lugar a
comportamientos que van en contra, a veces, de las tendencias esperadas.

No obstante, estas modificaciones tienen un fuerte impacto en relacién al
desarrollo de ciertos comportamientos especificos. Un ejemplo claro se presenta en la
estructura de 1.f, donde se observé cédmo introducir un fragmento molecular
estructuralmente emparentado con la L-Tirosina dio lugar a un comportamiento
supramolecular similar al observado para sus derivados. Esto abre la puerta a la posibilidad
de pensar en el disefio racional de nuevas moléculas que puedan “imitar” ciertos
mecanismos de interaccidon con el entorno a través de una quimica supramolecular
bioinspirada en moléculas con una accién conocida previamente.

A modo de resumen, en la Figura 12 se presenta un esquema detallado de todos
los residuos, tanto aminoacidicos como aldehidicos, presentes en estas estructuras y su rol
en el desarrollo de redes extendidas. Poder discriminar los distintos fragmentos que se
encuentran en una estructura molecular en base a su caracter divergente (promotor del
desarrollo de redes extendidas) o convergente (inhibidor del desarrollo de redes
extendidas) resultard ser una herramienta fundamental para entender los distintos
resultados que se presentaran a lo largo de este capitulo de tesis. Adicionalmente, poder
entender el rol que cumple cada fragmento estructural en la quimica supramolecular de
una sustancia es uno de los pilares del disefio racional de nuevas moléculas para
aplicaciones especificas.
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Figura 12. Esquema sintético de los distintos residuos presentes en los compuestos y su rol en el
desarrollo de redes extendidas.

La inversion de quiralidad en aminoacidos y sus derivados

La quiralidad es una de las principales caracteristicas de los aminoacidos naturales
y ha demostrado tener un rol fundamental en las propiedades bioldgicas, farmacoldgicas y
metabdlicas de estos. Muchas de las propiedades terapéuticas de los derivados de
aminoacido estan intimamente ligadas a la quiralidad desarrollada por estos y se ha
demostrado en varias oportunidades que sutiles alteraciones pueden traer como resultado
enormes e impredecibles cambios en las propiedades finales. Es por esto por lo que resulta
esencial contar con un control riguroso de la quiralidad de un compuesto durante todo el
proceso implicado en su desarrollo, aislamiento, purificacién, caracterizacién y posterior
almacenamiento.

Aunque la ruta sintética empleada para la obtenciéon de compuestos derivados de
aminodcido conserva la quiralidad del precursor, dado que no implica de forma directa al
carbono quiral o su entorno inmediato, esta puede verse alterada a posteriori por
reacciones que puedan desarrollarse durante la purificaciéon o el almacenamiento. La
ausencia de alteraciones estructurales luego del aislamiento y la purificacidn fue verificada
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en todos los casos de manera sistematica empleando técnicas espectroscépicas; en
particular RMN 'H y 3C. No se aplicé ninguna técnica especifica para verificar la
configuracion de los productos resultantes.

Como se presenté anteriormente, es imposible construir una estructura cristalina
aquiral utilizando Unicamente moléculas quirales enantioméricamente idénticas.*” Esto es
debido a que la quiralidad es una propiedad que no puede compensarse salvo por la
formacién de racematos, que son mezclas equimolares de compuestos enantioméricos. En
consecuencia, la quiralidad deviene en una propiedad que se hereda desde los bloques de
construccién hacia las arquitecturas de mayor jerarquia. Esto se evidencia en que
solamente existen 65 grupos espaciales quirales de un total de 230 posibles grupos
espaciales cristalograficos. A este subgrupo se lo conoce como los grupos de Sohncke.® Al
contrario, si es posible obtener estructuras cristalinas quirales partiendo de moléculas que
carecen de asimetrias a través de la formacidn de agregados asimétricos.* Esta relacion
tan estrecha y unilateral entre la quiralidad de los bloques de construccién y la quiralidad
resultante del ensamble supramolecular generado, es fundamental a la hora de pensar
propiedades determinadas colectivamente y para las cuales la quiralidad cobra un papel
determinante, como son la actividad catalitica, la citotoxicidad y hasta la biodisponibilidad.

Al analizar los grupos espaciales obtenidos para las estructuras cristalinas
determinadas durante este trabajo de tesis podemos notar que, al contrario de lo esperado
para cristales ensamblados a partir de precursores enantioméricamente puros, en dos
casos particulares se pudo observar que estos grupos espaciales corresponden a grupos
aquirales. Los compuestos 1.d y l.e presentaron estructuras cristalinas con el grupo
espacial P1, cristalizando como “racematos 50:50”. Este grupo espacial tiene como Unica
operacion puntual de simetria un centro de inversién. Esto implica que en la celda unidad
coexisten los dos enantidmeros. Por lo tanto, en alguna instancia comprendida desde la
sintesis hasta la formacion del cristal estudiado, se habria desarrollado una inversion en la
configuracion estereoquimica.

Esta inversién, denominada transenantiomerizacion oscilatoria, se ha reportado en
bibliografia para L-Fenilalanina y L-Tirosina, asi como para otros principios activos de
interés, al ser almacenados en solventes de bajo peso molecular durante largos periodos
de tiempo.***? En todos los casos se ha propuesto que el mecanismo implicado en la
inversién de la quiralidad estd mediado por la formacién de un intermediario ceto-enol que
se generaria como producto de la pérdida del hidrégeno asociado al carbono quiral gracias
a su cardcter acido (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo propuesto para la transenantiomerizacién oscilatoria en aminoacidos.

Considerando que el intermediario ceto-endlico propuesto se puede generar a
través de la remocién del hidrégeno quiral, de manera semejante a la actividad acido-base,
se ha propuesto que cualquier factor que altere directamente la acidez del carbono quiral,
como puede ser la presencia de metales, bases fuertes o hasta la formacién de agregados
supramoleculares que sustraigan densidad electrénica de los alrededores de este carbono
y vuelvan mas labil el enlace C-H, podrian llegar a favorecer la frecuencia de estas
oscilaciones (Figura 14).404143
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L-Aminoacido

Figura 14. Posibles vias de alteracion de la acidez del hidrégeno quiral. (a) Coordinacién a un
centro metdlico. (b) Formacién de una estructura supramolecular.

De todas las estructuras cristalinas obtenidas, solo dos de ellas presentaron una
inversion parcial de la quiralidad que dio como resultado la obtencién de la sal racémica.
Para el caso de 1.e esta se obtuvo como producto de la difusién lenta de vapores de acido
clorhidrico sobre una solucién basica del compuesto, dando como resultado el clorhidrato.
Para el caso de 1.d, esta se obtuvo por precipitacion lenta del compuesto desde una
solucién que habia sido empleada para sintetizar un compuesto de coordinacién de Cd(ll),
por ello la cristalizacién se llevé a cabo en presencia de iones metalicos.

El material cristalino empleado para la determinacién estructural de ambos
compuestos fue obtenido a partir de experimentos de cristalizaciéon que presentan alguna
de las condiciones discutidas anteriormente que podrian favorecer Ila
transenantiomerizacion oscilatoria: permanencia por largos periodos de tiempo en una
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solucién basica que pudiera sustraer el hidrogeno quiral, y/o presencia de metales de
transicién, como el cadmio. Es relevante mencionar que para el derivado obtenido a partir
de la L-Alanina con piperonal, compuesto no discutido en esta tesis, también se observéd
inversién de configuraciéon impulsada por condiciones de almacenamiento similares
(resultados publicados por nuestro grupo).*

Conformaciones y factor de forma

Generalidades

El hecho de que el grupo imina sea reducido al final de la ruta sintética no
solamente garantiza la reobtencién de un grupo amina como se encuentra presente en el
aminoacido precursor, sino que, ademas, confiere una libertad rotacional mucho mayor a
la que podria haberse generado para el doble enlace N=C. Esto trae aparejado que las
moléculas resultantes puedan adquirir una gran cantidad de configuraciones
conformacionales posibles. Puntualmente, nos detendremos en dos de estos conférmeros
que utilizaremos a lo largo de la tesis tanto a la hora de describir los materiales sélidos,
como cuando propongamos los arreglos de los posibles ensambles en solucién. Estos dos
fueron elegidos debido a que se caracterizan por ser el estado de menor y mayor factor de
forma. El primero, que denominaremos como “estado plegado” o “configuracion plegada”,
presenta al menos una interaccién de apilamiento aromatico intramolecular, la cual fuerza
a la molécula a adquirir una configuracion empaquetada sobre si misma. El segundo, que
por contraposicidn no presenta la interaccién intramolecular y se encuentra en una
configuracién que maximiza la separacidon entre sus dos fragmentos moleculares, se
denomina “estado desplegado” o “configuracién desplegada” (Figura 15).

Esta definicion en términos de interacciones intramoleculares de apilamiento
aromatico no tiene sentido para el caso de los aminoacidos de partida L-Fenilalanina y L-
Tirosina, debido a que ambos carecen de mas de un residuo aromatico en su estructura.
Sin embargo, mas adelante en este mismo capitulo seran presentadas estructuras
supramoleculares diméricas para sendos compuestos, las cuales presentan
comportamientos semejantes a los observados para algunos estados conformacionales
accesibles por los derivados.

La definicién y estudio del estado conformacional en términos del factor de forma
facilita la descripcidén del grado de plegamiento utilizando un pardmetro cuantitativo, a
través de un Unico valor numérico, adimensional y que esta definido positivamente. En
comparacién con las metodologias que lo hacen en términos de los dngulos diedros de la
molécula, como sucede en los diagramas de Ramachandran** o las metodologias modernas
de determinacion configuracional de péptidos,® al utilizar el factor de forma no solamente
asignamos un Unico valor a cada estado conformacional si no que, también, podemos
describir que “tan isotrépica” es la morfologia adoptada. Este dato no se puede extraer de
manera directa de la determinacién de los angulos diedros.

A modo de ejemplo, si quisiéramos definir dos angulos diedros consecutivos cuyos
valores pudieran representar todas las conformaciones posibles para los compuestos



sintetizados en esta tesis, deberiamos estudiar aquel que involucra al nitrégeno y ambos
metilenos (W) y aquel que involucra al carbono quiral, el nitrégeno y el carbono ipso del
anillo aromatico proveniente del aldehido (®) (Figura 15). De esta manera tendriamos una
serie de valores andlogos a los que se utilizan para construir los diagramas de
Ramachandran. M4s alla de que los dngulos asi definidos difieren de los estudiados en los
péptidos, los valores de dngulo diedro determinados para nuestros compuestos en la
conformacién desplegada se encontrarian comprendidos en la misma regién asignada para
las laminas beta de las proteinas.*

Conformacién Desplegada Conformacion Plegada

i

L4

v

Figura 15. Angulos diedros seleccionados para describir el estado conformacional desplegado y
plegado en las moléculas sintetizadas para este trabajo de tesis.

Por otro lado, la definicidn del estado de plegamiento en términos de los angulos
diedros se vuelve particularmente dificil de definir con rigurosidad para el caso de un
ensamble supramolecular debido a que estos no estan conectados covalentemente. Esto
restringe en gran medida la facilidad con que se pueden definir los angulos diedros de
interés. El factor de forma, por el contrario, se puede definir rigurosamente y de manera
universal para toda aquella estructura para la cual su volumen pueda ser aproximado por
un paralelepipedo.

Estas dos ventajas vuelven al factor de forma un aliado fundamental a la hora de
caracterizar la morfologia estructural y es por esto por lo que serd utilizado para discutir el
desarrollo de ciertas propiedades tanto en este, como en el proximo capitulo. Finalmente,
alo largo de todo este trabajo de tesis se expondrdn varios ejemplos de nuevos materiales
en los que sera la conformacién adoptada por el compuesto lo que determine, en mayor o
menor medida, las propiedades finales. Por lo tanto, contar con un parametro que sea facil
de calcular y para el cual se pueda extraer informacién estructural de manera directa
resulta esencial.

Determinacion del factor de forma de los derivados de aminoacido
en distintas estructuras cristalinas

Empleando los programas de analisis cristalografico es posible estudiar de manera
independiente un conjunto de atomos embebidos en una estructura. Esto nos permite
aislar los fragmentos estructurales correspondientes a las moléculas de los derivados de
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aminoacido presentes en distintas estructuras para poder calcular su factor de forma. En
los diferentes capitulos de la tesis se emplean los factores de forma para acompaiar las
discusiones, lo cual permite utilizar pardmetros cuantitativos ademas de las descripciones
cualitativas. A continuacién, se presentaran algunos ejemplos representativos vinculados
a los compuestos de este capitulo

Como se presentd previamente para el caso del compuesto 1.d, la libertad
conformacional confiere la cualidad de poder adaptarse para optimizar el uso de los
recursos estructurales de cada compuesto con el fin de maximizar tanto el
empaquetamiento como el desarrollo de interacciones intermoleculares. Esta diversidad
configuracional se ve reflejada de forma directa en los factores de forma calculados para
esta sustancia en las distintas estructuras cristalinas resueltas en las que se puede apreciar
valores que van desde 1,56 para la sal de sodio (panel 1.d(Na) en la Figura 16) hasta 2,36
para la sal de cloruro y 3,23 para el switerion (paneles 1.d(HCI) y 1.d(swit) de la Figura 17).
El valor elevado de este ultimo factor de forma refleja el denso empaquetamiento
observado en la estructura cristalina del switerién y pone de manifiesto la accién conjunta
tanto de la fuerza electroestatica como de las diversas fuerzas entrépicas que actiian de
manera atractiva sobre esta especie, propiciando el ensamblado.

El andlisis de este compuesto permite ilustrar también el beneficio que implica
contar con un parametro cuantitativo a la hora de estudiar los estados conformacionales
de una dada especie. Por ejemplo, si para el analisis del empaquetamiento cristalino se
emplea como recurso Unicamente la descripcién cualitativa de los distintos conférmeros,
es muy tentador describir al observado en la sal de cloruro y en el switerién como
“equivalentes”, dado que ambos carecen de un potencial apilamiento aromatico
intramolecular (plegamiento sobre si mismos) y ninguno de ellos exponen su “dentadura”
aminoacidica. Sin embargo, gracias a que es posible calcular el factor de forma de ambas
especies podemos observar que hay una diferencia apreciable en el estado de plegamiento.
Considerando el rol fundamental que tiene el estado de plegamiento en la capacidad
difusiva de una sustanciay, en Ultima instancia, el impacto que tiene esto en el mecanismo
de descomposicidén y las propiedades finales del material generado, contar con un
pardmetro cuantitativo para describir y discriminar estos distintos estados
conformacionales resulta en un aporte sustancial al disefio racional de estructuras
moleculares.



1.d(sal de Na*) 1.e como ligando en
Ff=1,56 [Co(1.e)(AcO)(H,0O)],
Ff=1,72

2.e como ligando en
{[Ni(2.e),(H,0)]1,CO53*
Ff=1,50

Figura 16. Estados conformacionales plegados observaos en diversas estructuras cristalinas para
especies de los compuestos 1.d, 1.e y 2.e y los factores de forma calculados. Los datos de las
estructuras de los compuestos de coordinacién de 1.e,* [Co(1.e)(AcO)(H,0)] ,y 2.e,Y

{[Ni(z.e)z(HZO)]3CO3}2_, fueron tomados de trabajos previos del grupo.
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1.d(cloruro) 1.d(switerion)
Ff=2,36 Ff=3,23

2.e(switerion) 1.e(cloruro)
Ff=2,42 Ff=2,80

Figura 17. Estados conformacionales desplegados observaos en diversas estructuras cristalinas
para especies de los compuestos 1.d, 1.e y 2.e y los factores de forma calculados.

Esta diversidad de conformaciones no es exclusiva del compuesto 1.d, en tanto que
se han observado estados conformacionales plegados también para otros miembros de la
familia de derivados. Por ejemplo, para los compuestos 1.e y 2.e cuando actian como
ligandos en los compuestos de coordinacion reportados previamente en el grupo, también
se observa este tipo de conformacion (Figura 18).444 En todos estos casos la diversidad
(y flexibilidad) configuracional adquiere un rol esencial en el correcto desarrollo de los
compuestos obtenidos dado que de ella depende que se establezca de forma eficiente la
unién de coordinacién entre el centro metalico y los grupos carboxilato y amino de los
derivados de aminodacidos. Si estos no estuvieran expuestos, o la congestidn estérica a su
alrededor fuera demasiado grande, la estabilidad de la interaccion metal-ligando seria
apreciablemente menor y podria no llevarse a cabo la formacién del complejo.



Aunque analizar en detalle tanto la quimica supramolecular como conformacional
de estos compuestos de coordinacidn excede el foco de este trabajo de tesis, si es meritorio
mencionar que la diversidad de arquitecturas de coordinacién obtenidas al emplear estos
compuestos como ligandos (mondmeros, trimeros y polimeros de coordinacién) deviene
del rol de ambas y pone de manifiesto el fino equilibrio que coexiste siempre en estos
compuestos entre favorecer la interaccién electroestatica/coordinativa, propiciar un
apilamiento eficaz o desarrollar redes extendidas de interacciones no covalentes.

Mecanismos de precipitacion y su relacion con las
propiedades del material obtenido

Mecanismos de descomposicion de sistemas homogéneos

Existen actualmente dos procesos aceptados para describir la formacién de fases
sélidas a partir de una solucién homogénea. Uno de ellos es el “Mecanismo de Nucleacién
y Crecimiento” que se basa en la formacion, espontanea o estimulada, de discontinuidades
puntuales en la energia libre del sistema, que se manifiestan como centros de nucleacién.*
Estos centros luego sufren un proceso de crecimiento asociado a la acumulacién de
materia para dar lugar al desarrollo de nuevas particulas. Por ultimo, este material puede
continuar creciendo a costa de la migracién de moléculas desde la solucién a la fase sélida
o, en su defecto, el sistema en su totalidad sufre un fendmeno de “envejecimiento”, el cual
consiste en la redisolucion de las particulas mas pequefias para favorecer la migracién de
masa hacia las de mayor tamafo. Este proceso de homogenizacién en la distribucién de
tamafos se denomina maduracién de Ostwald.**°

Este mecanismo de formacién de fases sélidas por formacién de ntcleos se
caracteriza por tener una barrera de activacién caracteristicamente alta, producto de la
dificultad que implica la formaciéon de una superficie embebida en la matriz del solvente.
En muchos casos esta dificultad puede inhibir por completo la formacién de nuevas fases
o retardar mucho su desarrollo, dando lugar a un desfasaje entre la estabilidad
termodindmica y la propia manifestacién del fenémeno.

Para los sistemas que se descomponen a través de esta via, las fases sélidas
generadas soélo se ven estabilizadas cuando el nimero de particulas acumuladas es
suficiente como para desarrollar una entalpia de unién colectiva que sobrepase la energia
requerida para el desarrollo de la superficie. Cuanto mas eficaz es el empaquetamiento del
sélido y mas intensas sean las interacciones que se desarrollan dentro de este, mas
favorable serd la formacién de un sélido con un menor nimero de particulas. Esta tension
constante entre la energia reticular y el exceso superficial permite entender por qué esta
via suele ser la predilecta para la obtencidn de sélidos cristalinos. Estos suelen encontrarse
densamente empaquetados y, en la gran mayoria de los casos, este empaquetamiento esta
mediado por interacciones atractivas entre sus bloques de construccién que aumentan
considerablemente la energia reticular.”

Por otro lado, existe una via de formacién de fases sdlidas alternativa que se
desarrolla como consecuencia de una inestabilidad tan exacerbada en el sistema, que
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provoca que este ya no puede tolerar si quiera las fluctuaciones mas pequefias en su
composicion. Este mecanismo es conocido como “Descomposicién Espinodal” y se
caracteriza por carecer de una barrera de activacion, lo que da lugar a la formacién de
multiples regiones de inestabilidad homogéneamente distribuidas en todo el sistema.*”® En
contraposicién a los centros de nucleacién, puntuales y bien definidos, presentes en el
mecanismo de nucleacién y crecimiento, la descomposiciéon espinodal da lugar a un
entramado de regiones de distinta composicién donde se pueden observar fracciones con
mayor o menor cantidad de soluto o de solvente. Al descomponerse, este entramado
genera redes soélidas interconectadas y extendidas en todas las dimensiones (Figura 18).

Esta via de formacion de fases sélidas, al carecer de barrera de activacion, no
presenta ningun tipo de impedimento cinético. Es importante notar que el desarrollo de
redes tridimensionales a través de un entramado de nodos sélidos que recluyen una fase
liquida en los intersticios se asemeja mucho al aspecto estereotipico de un gel. Los
materiales que desarrollan arquitecturas espinodales suelen presentar propiedades muy
interesantes gracias a su capacidad de alojar especies exdgenas cuando el solvente es
retirado, o de alterar su configuracion a través de tratamientos post sintéticos.>>*

Solucion
Homogénea

Nucleacion Espinodal

Crecimiento Maduracion

Figura 18. Esquema representativo de la separacidn en fases de una solucién homogénea a través
de distintas vias: “Mecanismo de Nucleacién y Crecimiento” (izquierda) y “Descomposicién
Espinodal” (derecha).

En el marco de este modelo, las vias de nucleaciéon y crecimiento y de
descomposicidén espinodal, no estan explicitamente segregadas ni se comportan como
antagonistas entre si. Al contrario, se propone la existencia de un continuo de
combinaciones de periodicidad espacial y cantidad de moléculas interactuando que dan
lugar a diversas opciones de amplitud, las cuales se encuentran moduladas por la difusién
de materia. La descomposicidén espinodal o la formacién de nucleos son solamente dos
casos extremos de esta combinacidon de parametros. Ademas, aquellos pardmetros que



alteren de forma directa o indirecta la difusion molecular son, en ultima instancia, los
estimulos experimentales que se deben controlar durante el experimento, para poder
seleccionar el caracter preponderante de la via de descomposicién que se desea desarrollar.
En estos términos pasa a tener sentido hablar de vias con caracter “mds o menos”
espinodales o cristalinas de separacién de fases.

Caracterizacion del mecanismo de ensamblado y precipitacion

Teniendo en cuenta lo discutido anteriormente en relaciéon con los mecanismos
propuestos para estudiar la separacién de fases, la diversidad conformacional y del estado
de carga de las moléculas sintetizadas, se investigé el proceso de precipitacién desarrollado
por variacién controlada del pH. Para ello se emplearon soluciones 50 mM de cada uno de
los compuestos en NaOH 0,1M vy se utilizd (D)-Glucono-1,5-lactona como inductora de la
precipitacién. Empleando técnicas de microscopia confocal de tiempo de decaimiento de
fluorescencia se monitoreé el proceso de precipitacion aprovechando la auto fluorescencia
intrinseca de estos compuestos. Durante el proceso de precipitacidn se registrd el detalle
de las morfologias de los sélidos desarrollados y, ademds, la variacion en el tiempo de
fluorescencia. Las caracteristicas morfoldgicas de los sélidos generados fueron utilizadas
para establecer de forma preliminar la via a través de la cual cada molécula llevaba a cabo
la descomposicion del sistema, (“Mecanismo de Nucleacién y Crecimiento” o
“Descomposicién Espinodal”), mientras que los cambios en los tiempos de decaimiento de
la auto fluorescencia se emplearon como indicadores directos del grado de cambio del
entorno molecular.

En los materiales cristalinos, la imposicién de una periodicidad espacial genera que
el entorno molecular promedio esté conservado para todos sus constituyentes. Esto
implica que el tiempo de vida medio observado sera similar a medida que el cristal crece,
ya que el entorno molecular de cada bloque de construccién del material no cambia, solo
varia el nimero de bloques de construcciéon ensamblados. Por otro lado, si el proceso se da
a través de un mecanismo de mayor cardcter espinodal, esperamos observar cambios en la
auto fluorescencia a medida que se desarrolla la nueva fase. Esto se debe a que cuando
suceden fendmenos por esta via, el ambiente que rodea los bloques de construccidn es
extremadamente dindmico y cambia a media que la fase se desarrolla y segrega.

Considerando lo discutido anteriormente, es importante notar que no todas las
precipitaciones deben darse por una u otra via exclusivamente. Debido a que el tamafo
final del nodo durante el fendmeno de génesis de una nueva fase depende de un equilibrio
complejo y delicado entre las condiciones experimentales y las caracteristicas moleculares
de cada especie, es posible que se observe una gama de resultados que van desde
materiales extremadamente cristalinos (sélidos con formas regulares bien definidas y cuyo
tiempo de decaimiento de auto fluorescencia fluctia leve o nulamente durante la
precipitacidén), hasta aquellos mas espinodales (sélidos amorfos, con un grado de
entrecruzamiento elevado con el solvente, y cuyo tiempo de decaimiento de auto
fluorescencia se altera apreciablemente durante la precipitacidon). Ya no estamos parados
en el binarismo de dos vias antagdnicas, complementarias, y mutuamente excluyentes en
las que puede suceder un fendmeno, si no en un gradiente de posibilidades que pueden (y
deben) ser controladas experimentalmente para desarrollar sélidos con las caracteristicas
deseadas.
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En la Figura 19 y la Figura 20 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia
de tiempo de decaimiento tomadas durante los procesos de precipitacidén de algunos de
estos compuestos, y los graficos de tiempo de decaimiento en funcién del tiempo. En todos
los casos se indica la escala de color empleada para representar los tiempos de decaimiento
de cada pixel a laizquierda de la figura. Debido a que la metodologia empleada para disparar
la precipitacién es el salto controlado de acidez, se espera que el estado de carga de la
especie en el sélido generado corresponda al ion dipolar o switerién. Los compuestos 2.a
y 2.d no fueron estudiados empleando esta metodologia debido a que no pudieron ser
sintetizados antes de la estancia doctoral realizada en el grupo del Dr. Angel Orte, donde
se realizaron estos experimentos. Por otro lado, los compuestos 1.f y 2.f presentaron
intensidades de emisién bajas y no pudieron ser correctamente caracterizados. A
continuacion, se discuten los resultados organizados segtn el tipo de material obtenido.

Materiales cristalinos

Para la L-Tirosina (2) y para el compuesto 2.e se observd el desarrollo de
morfologias acordes a lo esperado para sélidos cristalinos, con formas geométricas bien
definidas constituidas por lineas mayoritariamente rectas y contornos nitidos (Figura 19).
Es facil reconocer en las imagenes regiones con formaciones discretas de material
individual o localmente agregado. Al mismo tiempo, todos estos sistemas mostraron un
tiempo de vida de fluorescencia corto (menor a los 2ns) y con muy poca variabilidad
durante toda la precipitacion. En todos los casos, las precipitaciones se generaron desde
una serie de focos puntuales que luego fueron desarrolldndose y expandiéndose, de
manera andloga a lo esperado para una descomposicién en fases mediada por un
mecanismo mayoritariamente cristalino.
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Figura 19. Materiales sélidos obtenidos durante la precipitaciéon por cambio de pH de soluciones
basicas L-Tirosina y el compuesto 2.e. Fila superior: Microscopia realizada en el instante inicial de
la precipitacion. Fila intermedia: Microscopia realizada sobre el material sélido obtenido al finalizar
la precipitacion. Fila inferior: Tiempos de vida de fluorescencia determinados para todo el material

generado en el campo de observacion durante la precipitacién.

Materiales Espinodales

Los derivados mdas pesados de la L-Fenilalanina (1) (compuestos 1.d y 1l.e)
establecieron sélidos de aspecto esferiforme que se presentaron distribuidos a lo largo de
todo el campo de observacién. El crecimiento se desarrollé de forma isotrépica en todas
las direcciones y dio lugar a un aumento apreciable en los tiempos de decaimiento de
fluorescencia registrados durante el proceso (Figura 20). La formaciéon de una gran
cantidad de nodos de precipitacién de pequefio tamafio y homogéneamente distribuidos a
lo largo de toda la muestra observada, puede asociarse en gran medida a lo discutido
previamente para una descomposicién en fases de cardcter mayoritariamente espinodal.
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Figura 20. Materiales sélidos obtenidos durante la precipitaciéon por cambio de pH de soluciones
basicas de los compuestos 1.e y 1.d. Fila superior: Microscopia realizada en el instante inicial de la
precipitacion. Fila intermedia: Microscopia realizada sobre el material sélido obtenido al finalizar la

precipitacion. Fila inferior: Tiempos de vida de fluorescencia determinados para todo el material

generado en el campo de observacion durante la precipitacién.

Materiales duales

Al estudiar qué sucede con los casos de la L-Fenilalanina y el compuesto l.a
(derivado de L-Fenilalanina con el benzaldehido) podemos observar que ambas sustancias
muestran un tiempo de vida de fluorescencia que se mantiene casi inalterado durante toda
la precipitacién, pardmetro tipicamente asociado al caracter cristalino del sélido que se
estd generando. Pero la morfologia observada para ambos no resulta tan compatible con
lo esperado para un sélido rigido y de caras planas. Por un lado, 1.a se desarrolla en un
crecimiento longitudinal que conforma filamentos elongados y, a simple vista, flexibles.
Por otro lado, la L-Fenilalanina genera muy poco material sélido, el cual se organiza de
forma concéntrica dando lugar a un arreglo que puede asociarse a las disclinaciones en
forma de “cruz de Malta”.*
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Figura 21. Materiales sélidos obtenidos durante la precipitaciéon por cambio de pH de soluciones
basicas de L-Fenilalanina y el compuesto 1.a. Fila superior: Microscopia realizada en el instante
inicial de la precipitacion. Fila intermedia: Microscopia realizada sobre el material sélido obtenido
al finalizar la precipitacién. Fila inferior: Tiempos de vida de fluorescencia determinados para todo
el material generado en el campo de observacion durante la precipitacion.

Este comportamiento dual, que presenta una baja variabilidad en el tiempo de
decaimiento acompaifiado de una morfologia irregular o amorfa, podria estar indicando el
desarrollo de un material que esta constituido por dominios cristalinos, pero tan pequefos
que son capaces de generar figuras irregulares al agregarse. Esta descripcidén es
consistente con la presencia de materiales mesocristalinos o cristales liquidos. En el
Capitulo V se discutird en detalle la naturaleza del cardcter mesogénico de estos
materiales, y su correlacién con la solubilidad, la capacidad de difundir y los pardmetros
supramoleculares de cada sustancia.

El hecho de que tanto la L-Tirosina como sus derivados den lugar a sélidos
cristalinos, y que los derivados de L-Fenilalanina conformen estructuras con un caracter
mas filamentoso y eldstico, puede entenderse en base a los mismos criterios estructurales
expuestos en los apartados anteriores. Si pensamos las propiedades del material obtenido
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en términos del proceso de descomposicidn a través del cual fue conformado podemos
distinguir los tres grandes grupos ya descritos.

La L-Tirosina y el compuesto 2.e, que dieron lugar a la obtencién de sélidos
cristalinos, son todas moléculas divergentes y con mayor polaridad gracias a la presencia
del grupo fenol. Este caracter divergente les confiere la capacidad de desarrollar redes
cristalinas expandidas tridimensionalmente. Adicionalmente, la capacidad de conformar
dimeros estables en solucién (ver apartado de Simulacién Computacional mas adelante)
implica que el factor de forma de los bloques de construccién de estos materiales
cristalinos se mantendra casi constante, y pequefio, a lo largo de todo el fendmeno de
descomposicién. Esto no solamente evita que haya cambios abruptos en la capacidad de
difundir durante todo el proceso de descomposicidn de fases, sino que propicia una
difusividad eficaz, lo cual podria explicar la tendencia a la descomposicion via el mecanismo
de Nucleacién y Crecimiento.

Por el contrario, los derivados mdas pesados de la L-Fenilalanina son todas
moléculas del tipo convergente y con una capacidad para difundir no tan eficaz debido a
que, al no conformar dimeros, podrian adquirir una conformacién con un factor de forma
mayor. Esto es consistente con la formacidon de una gran cantidad de nodos de
concentracién estaticos y de menor tamafo, lo que conllevaria a la generacién de
materiales dispersos e interconectados. Por este motivo es de esperar que el cardcter
espinodal se manifieste mas en estos sistemas.

En una regién intermedia entre ambos grupos se encuentran la L-Fenilalanina y el
compuesto 1.a. Ambos son lo suficientemente pequeiios como para poder difundir con
mayor facilidad, pero su caracter convergente no les permite desarrollar redes
supramoleculares extendidas tridimensionalmente que aumenten el cardcter cristalino.

Estos resultados no solamente permiten entender las variables que dominan el
mecanismo de descomposicion de un sistema y con ello, poder tener un control rigurosos
de las propiedades finales a través del disefio racional molecular, sino que también ilustran
la eficacia de la microscopia FLIM resuelta en el tiempo para estudiar los fendémenos de
descomposicién de sistemas homogéneos.

Quimica en solucion

Dimeros, conformeros y agregados

Las caracteristicas estructurales del residuo aminoacidico son pardmetros
determinantes a la hora de comprender el rol que cumple un dado aminoéacido en la
estructura de una proteina. Por este motivo es comun encontrar en bibliografia multiples
maneras de segregar y clasificar a los aminoacidos segin qué fendmeno se esté
estudiando. Una clasificaciéon que puede resultar de utilidad para el andlisis que se llevara
a cabo a continuacién es la que organiza a los aminoacidos en acidos, neutros o béasicos.
Por otro lado, podemos distinguir entre aquellos con residuos polares o apolares, u
aromaticos y alifaticos.”® Toda esta diversidad de maneras de pensar a los aminoacidos
muestra no solamente su impresionante versatilidad sino, también, lo desafiante que



puede ser encontrar un Unico conjunto de pardmetros estructurales que permita describir
de manera precisa y rigurosa a cada uno de ellos, de forma tal de poder predecir su
comportamiento en los numerosos entornos supramoleculares que estdn presenten en los
sistemas vivos.

Una de las propiedades que puede resultar de gran utilidad poder predecir para
cualquier molécula nueva, es su solubilidad en diversos solventes. En el caso puntual de
los aminodacidos esto no solamente impacta en el disefio de nuevos materiales o en las
diversas y novedosas aplicaciones en las que estan siendo utilizados actualmente, si no
que repercute directamente en su biodisponibilidad y acumulacién en distintos tejidos. En
ultima instancia, la solubilidad en agua sera el pardmetro que determine tanto la facilidad
con que el aminodcido puede ser transportado a través de la sangre, como su capacidad de
precipitar y acumularse en forma de agregados que tengan el potencial de interrumpir el
correcto funcionamiento de una ruta metabdlica.

Como primera aproximacion, podemos pensar que la solubilidad de un aminoacido
estara directamente relacionada con la polaridad de su residuo. A medida que un residuo
es mds polar y/o adquiere la capacidad de aceptar o donar puentes de hidrégeno, este serd
mas afin al agua y aumentara su solubilidad. Sorprendentemente, esto no sucede asi
cuando estudiamos la relaciéon de solubilidades entre L-Fenilalanina y L-Tirosina. En
bibliografia se reporta que la solubilidad en agua de la primera es casi 66 veces mayor a la
de la segunda. Este fendmeno es adjudicado al hecho de que la L-Tirosina puede formar
dimeros muy estables en agua, anadlogos a los observados en su estructura cristalina. Esto
contribuye a disminuir la cantidad de grupos aceptores y donores puentes de hidrégeno
que pueden interactuar con el agua y, ademas, constituye un dimero supramolecular que,
afines practicos, se comporta como un “compuesto” de mayor volumen y el doble de masa,
lo que dificulta aiin mas su solubilidad.*®

La existencia ya comprobada del dimero de L-Tirosina en solucién, el hecho de que
en las estructuras cristalinas de los derivados 2.a y 2.e se hayan podido observar la
formacién de dimeros supramoleculares, y que en los compuesto 1.f y 2.f también haya
sido posible identificar estructuras multiméricas extendidas a través de la formacién de
puentes de hidrégeno, es motivo suficiente para sospechar que podria haber una tendencia
hacia la formacidén de este tipo de arreglos estables en solucién para estos compuestos.
Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con la L-Tirosina, la vasta libertad
conformacional hace que no sea simple definir el estado configuracional adquirido por
estos compuestos al conformar la estructura supramolecular resultante. Mientras que el
nucleo no-covalente generado a partir de las interacciones puente de hidrégeno entre el
grupo amonio, el carboxilato y el hidroxilo se conserve en algunos casos, el residuo restante
puede orientarse en distintas direcciones. Por simplicidad, consideramos en primera
instancia el caso de la formacién de dimeros supramoleculares en solucién como modelo
de andlisis. Adicionalmente, en base a lo discutido se sugiere la existencia de, al menos,
dos tipos de entidades diméricas distintas. Aquella que se confecciona a partir de especies
plegadas, en la que se ve conservado el nlicleo dimérico caracteristico de la L-Tirosina, y la
que se obtiene por apilamiento directo de moléculas desplegadas. En esta ultima el nucleo
dimérico no se desarrolla debido a que el hidroxilo no se encuentra préximo a los grupos
amonio o carboxilato. Aunque esta Ultima estructura podria parecer desfavorecida
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respecto a la constituida a partir de especies plegadas debido a que carece de los dos
puentes de hidrégeno que involucran al grupo hidroxilo, recordemos que en solucién se
podran establecer puentes de hidrégeno con moléculas de solvente, compensando la
alteracién entalpica.

Es posible extrapolar esta misma manera de pensar las entidades presentes en
solucién, también para la L-Fenilalanina y sus derivados, considerando la existencia de
mondémeros y dimeros. En este caso, sin embargo, no serdn dimeros confeccionados con
el mismo arreglo del nucleo dimérico de la L-Tirosina, ya que no esta presente ahora el
grupo hidroxilo en la posicién p-. Los dimeros constituidos por la L-Fenilalanina serdn
meramente electroestaticos, de forma similar a los que constituyen el plano
electroestatico en su estructura cristalina.

De esta manera, los derivados de L-Fenilalanina podrian dar lugar a dimeros donde
se establece Unicamente la interaccidn electroestatica asistida por el puente de hidrégeno
entre los grupos amonio y carboxilato, y para los cuales también se pueden sugerir al
menos dos estados conformacionales posibles para las estructuras que los constituyen.

Por un lado, se encuentran los generados a partir de especies plegadas sobre si
mismas, las cuales exponen de manera eficaz sus centros aminoacidicos. Por otro lado,
tendriamos aquellos construidos a partir de estructuras desplegadas, que favorecen el
apilamiento y la construccién de planos electroestaticos.

Un conjunto de posibles dimeros constituidos a partir de estructuras plegadas y
desplegadas para estos derivados se detallan en la Figura 22 y la Figura 23. Todos los
dimeros son nombrados en base al rétulo que identifica el compuesto. Se emplea un
subindice “s” para indicar que son entidades supramoleculares, o el subindice “m” para los
correspondientes mondmeros, cuando corresponda. Al mismo tiempo, se emplea el
superindice “P” 0 “D” para distinguir entre aquellos generados a partir de especies plegadas
y desplegadas.



2.a? 2.d? 2.e? 2.2

Figura 22. Dimeros supramoleculares construidos y pre-optimizados empleando monémeros
desplegados, utilizados para los calculos de termoquimica del proceso de ensamblaje. Se muestra
como ejemplo los aductos obtenidos a partir de iones dipolares.
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Figura 23. Dimeros supramoleculares construidos y pre-optimizados empleando monémeros
plegados, utilizados para los calculos de termoquimica del proceso de ensamblaje. Se muestra
como ejemplo los aductos obtenidos a partir de iones dipolares.

En base a lo descrito anteriormente podemos proponer que, para todos estos
derivados, pueden coexistir al menos cuatro entidades estructurales distintas. Los
compuestos monomeéricos, tanto sea en un estado configuracional plegado o desplegado,
y los compuestos diméricos constituidos a partir de estos (Figura 24).
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Figura 24. Las cuatro posibles entidades estructurales propuestas en los sistemas estudiados y su
respectiva nomenclatura, tomando como ejemplo el compuesto 2.d. Los superindices indican el
estado conformacional adquirido por los bloques monoméricos (D o P) y los subindices distinguen
las entidades supramoleculares (s) de los monémeros (m). Para los cambios de energia se emplea
AG’S’up y AG?up para representar al proceso de formacién de los agregados supramoleculares
empleando los mondmeros en un dado estado conformacional, y Aages,, y AG,S,esp para
representar el fenédmeno de desplegamiento de los mondmeros o los agregados supramoleculares.



Debido a la marcada diferencia de tamafio y morfologia que presentan estas cuatro
especies es esperable que la capacidad difusiva, sea muy distinta para cada una de ellas.
Considerando el rol protagénico que ha mostrado tener esta variable a la hora de
determinar la naturaleza espinodal o cristalina del material que se genera a partir de una
descomposicidn, resulta esencial tener una idea clara y precisa, tanto de la existencia de
estas entidades en solucién, como de su distribucién poblacional.

Para poder estudiar la diversidad arquitecténica descrita en solucién se emplearon
espectroscopia UV-vis, RMN de protén, y célculos de estructura electrénica por DFT.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de espectroscopia UV-Vis a
temperatura variable brindaron informacién acerca de la formacién de entidades
supramoleculares en solucion.”” Se espera que, al incrementar la temperatura, se vea
desfavorecida la formacion estructuras supramoleculares, lo cual deberia traer aparejado
un efecto hipercrémico. Adicionalmente, esta técnica permite obtener, al menos de
manera indirecta, informacion sobre la estabilidad de estas estructuras supramoleculares
a través del andlisis de la magnitud de los cambios observados.

La resonancia magnética nuclear de protén a temperatura variable permite extraer
informacién sobre el entorno de un nucleo magnéticamente activo. Gracias a que los
cambios conformacionales alteran este entorno al producirse distorsiones en los campos
magnéticos locales a los que es sometido el ntcleo irradiado, podemos extraer informacion
directa sobre la conformacién molecular. Ademas, debido a que los hidrégenos se
encuentran siempre en la periferia molecular, los mismos son particularmente sensibles a
las consecuencias que pueden traer los cambios conformacionales. Por este motivo, al
realizar determinaciones espectroscépicas variando la temperatura, es posible inducir un
desacople, parcial o total, de algunas sefales. Esto sucede si se alcanza un régimen de libre
rotacion alrededor de los enlaces simples en el que la frecuencia de rotacion supere la
escala de tiempo de decaimiento de los nucleos. Como resultado se observa una especie
de “promedio” de los ambientes quimicos de protones que son estructuralmente no
equivalentes, y lleva a que ambos desplazamientos quimicos se igualen. A este fendmeno
se lo conoce como coalescencia por efectos térmicos y es un comportamiento
caracteristico de hidrégenos diastereotdpicos en mediciones dindmicas.?®*°

Estos experimentos no pudieron realizarse en DMSO-ds debido a que la sefial de
este solvente interfiere en gran medida con la regiéon donde deberian salir las sefales
asociadas a los hidrégenos quirales y metilénicos. Cabe mencionar que, para poder realizar
estos experimentos, fue necesario emplear una concentraciéon de trabajo mayor a la
utilizada para los experimentos de espectroscopia UV-Vis (=50mM para RMN-'H vs, ~
5mM para UV-Vis). Aunque esta diferencia en la concentracién podria dar lugar a procesos
diferentes o favorecer fendmenos distintos en cada caso, el andlisis que se desarrollara en
este apartado buscard establecer alguna correlacién entre los resultados de ambas
técnicas en solucién a partir de la informacién extraida para cada una de manera
independiente.
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Estudios mediante espectroscopia electréonica

Para corroborar la hipétesis de la existencia de dimeros estables en solucién para
los derivados de aminodcido sintetizados en este capitulo se realizaron experimentos de
espectroscopia de absorcion UV-Vis a temperatura variable, desde 25°°C a 75°C,
empleando concentraciones de c.a. 5 mM para todos los compuestos.

Los experimentos se llevaron a cabo empleando tanto DMSO, medio en el cual se
espera que las moléculas estudiadas permanezcan en su forma switeriénica, como agua
basica, con el fin de estudiar como se altera la estabilidad de los posibles agregados
formados en funcion del estado de ionizacion (forma anidnica). Adicionalmente, el estudio
de la relacion entre el estado de carga de la especie y la formacidon de agregados
supramoleculares puede aportar informacién relevante sobre la capacidad de agregacién a
diferentes pH, aun cuando no predomine el estado switeridnico. La informacion
relacionada a estas variables puede ser empleado para el disefio de materiales
bioinspirados y estudio de otros procesos de relevancia, como la formacién de estructuras
amiloides, para las cuales la obtencién de un cierre electroestatico es una de las
caracteristicas principales.

El espectro UV-Vis de la L-Fenilalanina a 25°C en DMSO presenta una serie de
bandas superpuestas centradas en 258nm y otra banda ancha de menor intensidad con
maximo en 301nm, mientras que para la L-Tirosina en las mismas condiciones, se observan
al menos dos bandas superpuestas a 281 y 288 nm (Figura 25, paneles superiores). Para el
caso de la L-Fenilalanina, las sefiales a 258 nm provienen del acoplamiento vibracional que
se produce en las transiciones electrénicas del anillo aromdtico, dando lugar a la formacién
de transiciones vibridnicas.®® La alteracion de esta simetria por parte del hidroxilo presente
en la estructura de la L-Tirosina podria ser el motivo por el cual no se aprecia en este caso
un acoplamiento equivalente.®

Los espectros de estas moléculas en agua basica a temperatura ambiente muestran
marcadas diferencias (Figura 25, paneles inferiores). Para la L-Fenilalanina se observa la
aparicion de una banda centrada en 203 nm acompafiada de una marcada disminucién en
la intensidad de la sefal vibriénica centrada en 258 nm. Para la L-Tirosina se observan
varias bandas definidas a 224, 240 y 292 nm, con intensidad decreciente, respectivamente.

Las diferencias observadas en ambos espectros se pueden explicar debido a dos
motivos independientes. Por un lado, gracias a la apertura de la ventana espectral que
implica la utilizacion de agua como solvente. Debido a que el DMSO presenta una banda
intensa de absorcién alrededor de 252 nm, las sefales de ambos aminoacidos que
estuvieran por debajo de esta longitud de onda son substraidas total o parcialmente al
restar el blanco experimental. Al desaparecer esta sefial, no solamente se vuelven
apreciables las transiciones a 203 y 224 nm, sino que también disminuye relativamente la
sefial vibridnica de la L-Fenilalanina. Por otro lado, las diferencias observadas para L-
Tirosina podrian estar relacionadas con la formacién de arquitecturas supramoleculares en
solucion, y no a la aparicion de una carga neta en el sistema.®” Esta hipétesis proviene de
que los espectros reportados en bibliografia para la L-Tirosina en solucidon presentan
sefales a 220 y 275 nm (bandas dadas por transiciones del tipo m — ©* desde el estado
fundamental los estados L, y Ly, respectivamente) y un hombro por encima de 280nm, que



son exactamente las mismas que se observan para nuestros experimentos a altas
temperaturas (ver discusion a continuacion).®* Hasta donde sabemos, mas alla de que esta
reportada la existencia de dimeros de este aminodcido en solucidn, en bibliografia no se
encuentra disponible un andlisis exhaustivo sobre la dependencia del espectro de
absorcién con la concentraciéon o la temperatura. El andlisis presentado en esta tesis
doctoral seria el primero hasta ahora en abordar de manera detallada esta tendencia.

Los resultados para L-Fenilalanina y L-Tirosina variando la temperatura mostraron
muy pocos cambios cuando el solvente utilizado fue DMSO (Figura 25). El hipocromismo
observado es de alrededor de +13 % para L-Fenilalanina a 310 nm y -4 % para L-Tirosina a
280 nm. Si se compara este valor con la variacién registrada para regiones sin bandas
apreciables (c.a. +12,5 % a 550 y 700 nm), se observa que ambos cambios estan dentro del
rango de lo esperado para la propia oscilacién térmica. Sin embargo, los resultados
obtenidos paralos experimentos en medio basico muestran que, mientras la L-Fenilalanina
tampoco da lugar a cambios apreciables por encima de lo esperado por la fluctuacién
térmica en estas condiciones, el espectro de la L-Tirosina si sufre modificaciones
considerables. La desaparicién y aparicion de las bandas anteriormente mencionadas junto
con la formacién de puntos isosbésticos podria considerarse como evidencia de una
profunda alteracion de la estructura supramolecular.
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Figura 25. Estudio mediante espectroscopia UV-Visa temperatura variable para L-Fenilalanina y L-
Tirosina en DMSO (arriba) y H2O/HO" (abajo).

El proceso de desensamblado de los dimeros de L-Tirosina implicaria un cambio
sustancial en la densidad electrénica alojada sobre el anillo aromatico. Esta se veria
alterada debido a que, por un lado, el hidroxilo fenélico ya no estaria formando parte de
una interaccién no covalente y, por otro lado, el efecto de solapamiento producido por el
apilamiento aromatico se veria drasticamente disminuido. Es esencial tener en cuenta que
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este proceso de desensamblado se ve favorecido por el medio basico, dado que ambos
mondmeros se encuentran con carga neta negativa, lo que contribuiria a la repulsién
electroestatica. Entendemos que este efecto no se observa en DMSO porque, a las
temperaturas en que se realiza el experimento, el dimero establecido por dos en estado
switeriénico sigue siendo muy estable.

El hecho de que no se observen cambios apreciables para la L-Fenilalanina en
ambos medios puede estar vinculado con que no se desarrollen ensambles
supramoleculares para esta sustancia en estas condiciones.’®* Aunque en bibliografia
existen reportados ensamblajes supramoleculares tanto en agua como en
dimetilsulféxido,®* estos se producen a concentraciones mucho mayores que las
empleadas para estos experimentos (=5 mM para UV-Vis en ambos solventes vs 50mM
para gelificacion en DMSO y 212mM para gelificacion en agua). Ademas, la estructura
supramolecular propuesta para estos ensambles se desarrolla a través de interacciones
electrostdticas entre el amonio y el carboxilato asistidas por puentes de hidrégeno y no
requiere inducir alteraciones conformacionales en la molécula.®*

Los mismos estudios se realizaron con los derivados de ambos aminoacidos, tanto
en DMSO (Figura 26 y Figura 28) como en una solucién acuosa de NaOH 0,1M (Figura 27
y Figura 29).
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Figura 26. Estudio mediante espectroscopia UV-Visa temperatura variable para los derivados de
L-Fenilalanina en DMSO.

Los espectros UV-Vis de los derivados de L-Fenilalanina a 25°C en DMSO
muestran algunas diferencias entre si, y también con respecto al aminoacido precursor
(Figura 26). El derivado 1.a presenta bandas muy similares a las observadas para la L-
Fenilalanina, pero con un incremento en la intensidad de la sefial ancha alrededor de
320nm. Estas bandas parecieran conservarse también para 1.d, pero con cierto corrimiento



que hace que salgan superpuestas. Los espectros de 1.e y 1.f muestran una sefial intensa
centrada en ~280nm, que podria deberse a la superposiciéon de al menos dos bandas.

En los experimentos a temperatura variable, en lineas generales, parecen no haber
cambios para la mayoria de los miembros de la familia salvo para el compuesto 1l.a
(derivado de L-Fenilalanina con benzaldehido), que presenta una disminucién porcentual
del 17.6% (~4% por encima del ruido térmico), para la banda centrada en 308nm. Asi como
se discutié para la L-Fenilalanina, se espera que estos derivados no presenten aductos
supramoleculares estables en estas condiciones. O bien, que estos se desarrollen a través
de interacciones electrostdticas entre el amonio y el carboxilato y no requieran inducir
grandes alteraciones conformacionales en la molécula. No obstante, debido al caracter
divergente del residuo aldehidico, si es probable que para el derivado de la vainillina se
desarrollen diferentes tipos de superestructuras.

Por otro lado, para el derivado de benzaldehido, el factor estérico y la alteracién en
la polaridad podrian estar induciendo de manera inespecifica la disminucién observada.
Esta podria generarse debido a un proceso de ensamblado inespecifico que estd asistido
por el efecto entrépico del solvente. A medida que la temperatura aumenta, el solvente
aumenta considerablemente su energia cinética, lo que podria promocionar la agrupacion
de las moléculas de mayor tamafio. Estas, a su vez, podrian desarrollar interacciones entre
si, gracias a la inespecificidad y el alcance de las interacciones dispersivas.

Realizar un andlisis comparativo entre las sefiales observadas en cada compuesto
y las sefiales de los precursores es particularmente desafiante debido a que las bandas
estudiadas corresponden a la regién aromatica de la molécula, y en todos los casos la
misma sufre el aporte de ambos anillos. Sin embargo, es posible notar que tanto el
compuesto 1.a como el 1.d conservan el aspecto vibriénico de la banda de mayor energia.
Esto podria deberse a que ambos compuestos no presentan oxigenos directamente ligados
a la estructura aromadtica, los cuales alterarian la distribucién y la simetria de la densidad
electrénica sobre estos cromdéforos.®* Los otros dos compuestos, por el contrario, cuentan
con la presencia de estos heteroatomos interactuando de forma directa con el anillo a
través del enlace covalente. Esto genera que se estabilicen y mezclen algunos de los
estados excitados y se fomenten transiciones similares en energia, lo cual da lugar a bandas
anchas.

Los espectros UV-Vis de los derivados de L-Fenilalanina a 25°C en agua bdsica
muestran algunas diferencias entre si, y también con respecto al aminoacido precursor
(Figura 27). Se observa la definicidn de las bandas mds intensas centradas en ~220nm, un
aumento de la intensidad de la sefial ancha centrada en ~260 nm para l.ay 1d vy la
aparicion de al menos dos bandas anchas centradas en ~240 y ~280 nm para l.e y 1.f.

Para los experimentos a temperatura variable los resultados obtenidos demuestran
que casi ninguno de los miembros presenta cambios apreciables, salvo por el compuesto
1.f (derivado de vainillina), para el cual se observa una alteracién muy similar a la observada
para la L-Tirosina (Figura 27). Este cambio podria estar asociado a la formacién de
ensambles supramoleculares extendidos analogos a los desarrollados en la red cristalina
de su switerion (Figura 7), producto de la presencia del grupo hidroxilo terminal aportado
por el fragmento proveniente de la vainillina. Mas alld de la entidad supramolecular
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desarrollada, es claro que esta derivatizaciéon genera un impacto muy importante en las
propiedades supramoleculares con respecto al aminodcido precursor y a los otros
derivados, dando lugar a una respuesta mas cercana a lo esperado para la L-Tirosina,
aunque este fragmento no esté explicitamente presente en la estructura molecular del
compuesto.

Para el resto de los compuestos, se observd un comportamiento similar al
propuesto para L-Fenilalanina en medio basico, lo cual es consistente con lo esperado en
base al andlisis de sus estructuras moleculares. Este resultado pone de manifiesto
nuevamente lo increiblemente versatiles que pueden ser estos compuestos y lo muy
desafiante que puede llegar a ser predecir un resultado basdndonos Unicamente en la
extrapolacion del comportamiento de sus precursores.
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Figura 27. Estudio mediante espectroscopia UV-Vis a temperatura variable para los derivados de
L-Fenilalanina en una solucién acuosa de NaOH 0,1M.

Los espectros de los derivados de L-Tirosina en DMSO a 25°C no muestran
cambios apreciables con respecto al del precursor (Figura 28). Para todos ellos se evidencia
una banda ancha intensa centrada en ~280 nm, producto de la superposicién de varias
sefales. En el caso puntual de los compuestos 2.a y 2.d se observa, ademas, un leve
ensanchamiento que podria deberse a la superposicion de diversas transiciones a energias
similares. Los experimentos a temperatura variable tampoco muestran cambios
apreciables para ninguno de estos compuestos. Estos resultados son consistentes con la
idea de que, en solucién y en las condiciones del experimento, tanto la L-Tirosina como sus
derivados, al estar en estado switeridnico, es probable que formen dimeros muy estables
que no son susceptibles a un proceso de desensamblado ni a cambios conformacionales.
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Figura 28. Estudio mediante espectroscopia UV-Visa temperatura variable para los derivados de
L-Tirosina en DMSO.

Por otro lado, los espectros UV-Vis de los derivados de L-Tirosina a 25°C en agua
basica muestran un comportamiento similar al del aminodcido precursor (Figura 29). Se
observa una banda principal mds intensa centrada en ~210-220nm, dependiendo del
compuesto, y varias seiales anchas y de mediana o baja intensidad en el rango ~240-280
nm. De todos los compuestos, sin embargo, el derivado 2.d es el que presenta un conjunto
de seflales con menor grado de similitud con el resto y con el precursor.

Al analizar los resultados obtenidos al cambiar la temperatura se puede apreciar un
patron de cambios muy similar al observado para el aminoacido precursor (Figura 29). La
formacion y desaparicién de picos, junto con la presencia de puntos isosbésticos, podria
estar indicando nuevamente el desarrollo de un cambio estructural a medida que la
temperatura aumenta. Es importante notar que, ademas de los cambios sufridos por la
nube electrénica de los anillos aromaticos fendlicos que se discutié para la L-Tirosina,
estos compuestos presentan la necesidad de adquirir una conformacién que oriente
correctamente tanto el grupo amino como el hidroxilo terminal. Si se diera la pérdida de
esta conformacién durante el desensamblado de las arquitecturas supramoleculares se
alteraria de manera considerable el entorno molecular del croméforo y esto se veria
reflejado en diversas alteraciones del espectro de absorcién.

A diferencia del resto de la familia de derivados, el compuesto 2.d (derivado de
naftaldehido) casi no presenta cambios espectrales al variar la temperatura. Esto podria
deberse a que el cambio conformacional sufrido por este compuesto no es tan drastico
como los otros, o que este compuesto no ha logrado conformar entidades
supramoleculares estables en solucién que se estén desestabilizando.
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Figura 29. Estudio mediante espectroscopia UV-Visa temperatura variable para los derivados de
L-Tirosina en una solucién acuosa de NaOH 0,1M.

Aunque la posible formacién de arquitecturas supramoleculares en soluciéon parece
ser suficiente para explicar los cambios espectrales observados, este aspecto ahora dispara
un nuevo interrogante, écudl es el estado conformacional del mondmero en solucién luego
de desensamblarse? Considerando que el mondmero libre en solucién actuard como
bloque de construccién para el resto de las arquitecturas de orden superior, contar con
informacioén sobre su estado conformacional a una dada temperatura podria ayudar a
predecir los mecanismos de su ensamblado.

Con el objetivo de poder identificar la naturaleza de los cambios espectroscopicos
observados fue realizado un analisis empleando DFT dependiente del tiempo (TD-DFT)
sobre estructuras diméricas y monoméricas de todos estos compuestos. Por cuestiones de
extension, los resultados de este andlisis y su correspondiente discusidén se encuentran
detallados en el material suplementario de este capitulo. Si bien es posible establecer
algunas conclusiones parciales de utilidad, la totalidad de los resultados de estos calculos
no fueron concluyentes debido a que, probablemente, es necesario emplear un modelo que
describa de forma mas rigurosa los ensambles supramoleculares.

Estudios mediante espectroscopia de resonancia magnética
nuclear

En primera instancia, al realizar los experimentos de resonancia magnética nuclear
de H! a temperatura variable para L-Fenilalanina y L-Tirosina, no se observaron cambios
de ningun tipo en las condiciones empleadas en toda la ventana espectral estudiada
(Figura 30, paneles superiores). Estos resultados son consistentes con los cambios sutiles
que se producen al alterar la quimica conformacional de estas dos sustancias. Estos
compuestos presentan una barrera conformacional muy pequefia frente a la libre rotacion



de sus enlaces, lo que permite que coexistan a cada temperatura una amplia diversidad de
conférmeros, casi degenerados en energia. Sin embargo, hubiera sido esperable apreciar
algun tipo de alteracién en las sefiales asignadas a la regién aromatica de la L-Tirosina,
siendo que estas estan directamente relacionadas con los cambios observados en los
experimentos de UV-Vis a temperatura variable. El hecho de que no se evidencié ninguna
alteracién en todo el rango de temperaturas estudiadas podria deberse a una
compensacién entre el efecto protector que implica recobrar la densidad electrénica en el
anillo luego de desensamblarse y el efecto desprotector que se genera debido a la pérdida
del cono de proteccidn generado por el apilamiento aromatico sobre estos hidrégenos.
Debido a que el desplazamiento quimico de una dada sefial estd dado por un complejo
entramado de factores actuando todos al mismo tiempo sobre el mismo nucleo, no es
posible predecir en todos los casos cual sera el resultado final de un dado cambio sobre un
pardmetro que depende intrinsicamente de tantas condiciones.
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Para soluciones de los compuestos 1.a y 2.a (derivados de benzaldehido) en las
mismas condiciones de los experimentos realizados para los aminodcidos precursores, se
detectaron cambios apreciables en las sefiales correspondientes al grupo -CH;-
aminoacidico que estd acoplado al centro estereogénico heredado de la estructura
aminoacidica (Figura 30, paneles inferiores). En ambos se observa una alteracién en el
grado de desdoblamiento de esta sefial, mientras que todo el resto del espectro, en ambos
casos, parece no desarrollar ninguin otro tipo de cambio apreciable.

Para el caso del compuesto 1.a la alteraciéon se manifiesta como una pérdida del
acoplamiento entre los nucleos, lo que da como resultado la coalescencia de la sefial
desdoblada en un doblete. Al contrario, para el compuesto 2.a la sefial se ensancha y
desdobla, dando la sensacién de que el aumento de la temperatura hubiera generado que
el entorno de los hidrégenos metilénicos fuera claramente distinguible.

@"fﬁ*o mif? fim’3.1$

45°C

| 35°C

25°C

2.;35 2.}5 2.;36 2.I?5 2.I9? 2.;3'5
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Figura 31. Detalle de la sefial correspondiente al grupo —CH>— aminoacidico en los espectros de
RMN *H en solucién acuosa basica de los compuestos 1.a, 1.e y 1.f a distinta temperatura.

Al extender este mismo analisis para el resto de los compuestos de ambas familias
se observa que, para la familia de los derivados de L-Fenilalanina, todos parecen coalecer
a medida que aumenta la temperatura, salvo el compuesto 1.e, para el cual la sefial de
referencia coalece y luego vuelve a desdoblarse (Figura 31). Por otro lado, para la familia
de los derivados de L-Tirosina, el aumento en la temperatura parece dar lugar al
desdoblamiento de esta misma sefial para 2.a y 2.e, aunque el compuesto 2.f presenta una
multiplicidad desafiante y poco concluyente a temperatura ambiente, pero al aumentar la
temperatura la misma pareciera coalecer (Figura 32). Los derivados del 2—naftaldehido
con ambos aminodacidos no pudieron ser estudiados por esta metodologia debido a su baja
solubilidad en agua basica.
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Figura 32. Detalle de la sefial correspondiente al grupo —CH.— aminoacidico en los espectros de
RMN-!H en solucién acuosa basica de los compuestos 2.a, 2.e y 2.f a distinta temperatura.

Lo observado en estos experimentos de RMN-'H guarda cierta correlacion con los
resultados obtenidos mediante espectroscopia UV-Vis. Como se discutié en el inicio del
apartado de caracterizacién de la quimica supramolecular en solucién, si consideramos que
los cambios espectrales observados para los experimentos de RMN-'H estan directamente
relacionados con alteraciones en el estado conformacional de las moléculas, entonces la
coalescencia observada para las sefiales de referencia podria estar indicando la adquisicién
de un grado de libertad conformacional dado principalmente por la libre rotacién del grupo
metilénico. Esta situacion es inconsistente con la presencia de estados configuracionales
plegados, tanto sea en los mondédmeros como en las entidades supramoleculares. Por lo
tanto, esta observacion podria ser un indicativo de la existencia de una transicién desde
los estados conformacionales plegados y hacia los desplegados

En resumen, los resultados para los derivados de L-Fenilalanina 1l.a y 1.f
demuestran que, a temperatura ambiente, el grado de rigidez es mayor, dando lugar a que
la sefial de referencia se encuentre desdoblada. Esto puede ocurrir tanto como
consecuencia de la existencia de una estructura supramolecular multimérica estable, o una
estructura monomérica rigida. Esta Ultima podria tratarse de un estado plegado solvatado,
por ejemplo. Al aumentar la temperatura, la libertad conformacional de la estructura
aumenta notablemente, lo que conduce a la coalescencia de la sefial de referencia. Este
estado podria corresponderse tanto con la ruptura del agregado supramolecular en
mondémeros desplegados o bien, en el caso de existir como mondmeros plegados a
temperatura ambiente, a la adquisicién de una configuracion desplegada, o de menor
rigidez relativa.

En el caso del compuesto 1l.e podria estar desarrollandose un fenémeno
equivalente al incrementar la temperatura desde la temperatura ambiente hasta 35 °C. Sin

Capitulo IIT Autoensamblado de Pequefias Moléculas 147



embargo, a temperaturas superiores se podria estar generando algun tipo de arreglo
supramolecular estable que le volveria a conferir rigidez al sistema.

El resultado obtenido por RMN-'H para los derivados de L-Fenilalanina guarda
cierta correlacién con lo observado en los de espectroscopia UV-vis, aunque no es posible
identificar con certeza la existencia de una estructura tipo dimérica (o de orden superior)
en solucién. No se descarta que exista algun tipo de agregado, pero no es tan claro como
ocurre para los derivados de L-Tirosina, los cuales pudieron correlacionarse también con
los resultados cristalograficos. No obstante, si es posible identificar que durante los
experimentos en solucién a temperatura variable ocurren claros cambios
conformacionales.

Por otro lado, el desdoblamiento observado para los compuestos derivados de L-
Tirosina también esta indicando cambios conformacionales, pero esta vez a favor de la
obtencidn de entidades con mayor rigidez, en las cuales la libre rotacidon se encuentra
restringida. Si consideramos que la espectroscopia UV-Vis permitié observar la existencia
en soluciéon de entidades supramoleculares diméricas que se pierden al aumentar la
temperatura, es posible construir una idea del mecanismo de desensamblaje partiendo
desde las entidades diméricas propuestas. Al aumentar la temperatura y propiciar la
separacién en monodémeros, estos podrian, a priori, acceder a al menos dos estados
conformacionales posibles. Pero, de estos dos, sélo el conférmero plegado favorece el
apilamiento aromatico y el desarrollo de interacciones intramoleculares, tanto dipolares
como de puente de hidrégeno cuando estas son posibles.

Por lo tanto, con este resultado como referencia, y asi como se anticipd en base a
las estructuras cristalinas, se puede proponer que en solucién a temperatura ambiente los
derivados de L-Tirosina 2.a y 2.e estan formando dimeros supramoleculares estables en
los que el nucleo dimérico se conserva. Pero, gracias a la libertad conformacional de estos
compuestos, el resto de la molécula que no esta directamente involucrado en la formacién
del nudcleo dimérico puede adquirir diferentes orientaciones posibles. Todas estas
generarian cambios leves en el entorno molecular alrededor de los hidrégenos metilénicos
y el hidrégeno quiral. Al realizar el experimento de resonancia magnética nuclear sobre
esta poblacién tan diversa de estados conformacionales obtendremos un “resultado
promediado sobre todas ellas”, el cual daria una sefial ancha compuesta por las diferentes
posibilidades de nucleos en entornos “casi equivalentes” entre si. A medida que este
dimero se desensambla conforme aumenta la temperatura y el monémero tiende a adquirir
el estado conformacional mayoritario, esta cantidad de posibles conformaciones
disminuye y da como resultado el conjunto de sefiales correspondiente a la situacién en la
que ambos hidrégenos metilénicos ya no presentan entornos quimicos equivalentes.

El compuesto 2.f a temperatura ambiente presenta una un conjunto de sefales
anchas y poco resueltas, consistente con una muestra que presenta restos de sélido en
suspension. A medida que la temperatura aumenta esta sefal se define, lo cual podria
deberse a que aumenta la solubilidad. Pero, una vez disuelto, la sefial resultante pareciera
corresponder a la situacion de coalescencia, probablemente siguiendo un comportamiento
similar al descrito para los derivados de L-Fenilalanina (conformacién desplegada y menos
rigida). Este compuesto en particular presenta un marcado caracter divergente que
favorece la formacién de interacciones inter e intramoleculares tanto en su configuracién



plegada como desplegada. Considerando que ambas conformaciones parecen, a priori,
entalpicamente equivalente, es coherente que la conformaciéon desplegada sea la
seleccionada en el mondémero ya que esta favorece el apilamiento y disminuye la
intensidad de las fuerzas entrdpicas.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de los resultados obtenidos para las
espectroscopias electrdnicas y de resonancia magnética nuclear en agua bdsica para cada
compuesto. Se incluye también el cardcter convergente o divergente de los residuos de
cada compuesto a modo de resumen de los resultados obtenidos por cristalografia, y
debido a que seran relevantes para contextualizar la discusién siguiente. Los resultados de
UV-Vis en DMSO no se incluyen debido a que no observaron cambios apreciables para
ninguno de los compuestos ni los aminoacidos precursores.

Tabla 1. Resumen de los resultados de las espectroscopias a temperatura variable en solucién
acuosa bdsica para cada compuesto, y el caracter supramolecular de sus residuos.

RMN . l.JV-VIS . Caracter de sus residuos
(Hipo/Hipercromismo)
sefal CH, Agua Basica AA Aldehido
No cambia No Convergente -
Coalece Leve Convergente | Convergente
- No Convergente | Convergente
Coalece, luego desdobla Leve Convergente Dual
Coalece Si Convergente | Divergente
No cambia Si Divergente -
Desdobla Si Divergente |Convergente
- No Divergente |Convergente
Desdobla Si Divergente Dual
Coalece* Si Divergente | Divergente

*efecto que se observa una vez que se completa la solubilidad del compuesto

Simulacién computacional para el estudio conformacional en
solucién

Con el objetivo de estudiar tanto el proceso de desensamblaje de entidades
supramoleculares, como la transicién configuracional asociada al plegamiento o
desplegamiento, se evaluaron las propiedades termodinamicas de los diferentes
compuestos basdandonos en el modelo de coexistencia de 4 posibles especies introducidos
a inicio de este apartado (Figura 24). Esto se realizé empleando los valores de entalpia y
entropia que se obtienen como resultado de los cdlculos de termoquimica para cada
molécula/ion y sus respectivos dimeros, plegados y desplegados (Figura 23 y Figura 22),
calculando el valor de la energia libre asociada a cada especie a una dada temperatura. Las
temperaturas utilizadas fueron elegidas para poder extender el analisis del proceso de
formacion de entidades supramoleculares a todo el rango de temperaturas que permite el
solvente.
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Para calcular el valor de AG asociado a un proceso de ensamblado (AG’S’W y AG?up

en la Figura 24) se resté el valor de la energia libre del dimero correspondiente menos la
energia libre de Gibbs de dos moléculas/iones independientes en el estado configuracional
que se desea estudiar. Para calcular el valor de AG asociado a un proceso de
desplegamiento de un conférmero (AGpes, Y AGpegp €n la Figura 24), tanto sea de un

dimero como de un mondmero, se resté el valor del conférmero desplegado menos el valor
del conférmero plegado.

Es importante notar que todos estos valores tienen que ser corregidos por el
nimero de puentes de hidrégeno que se forman de manera explicita en las distintas
estructuras comparadas, luego de realizar la optimizacién geométrica. Esta correccién es
necesaria debido a que, en ninguna de las optimizaciones geométricas realizadas, han
podido agregarse de manera explicita las moléculas de solvente que estarian actuando
como donoras de puente de hidrégeno. Por lo tanto, al no poder introducir explicitamente
este factor, la energia obtenida para el compuesto que haya podido desarrollar puentes de
hidrégeno en el sistema (por ejemplo, los monémeros que conforman un dimero, o los
mondémeros plegados interactuando intramolecularmente) sufriria una disminucién
artificial respecto a la energia la sustancia con la que se compare.

Para construir los dimeros supramoleculares de los derivados de L-Tirosina
empleados para los cdlculos de optimizaciéon geométrica y termoquimica se utilizé como
estructura de partida los dimeros observados en las estructuras determinadas por
difraccidn de rayos X. Para el caso del compuesto 2.f, dado que este dio lugar a redes
extendidas que no presentaban el ntcleo dimérico caracteristico, se construyé el dimero
partiendo de una estructura equivalente del compuesto 2.e y realizando las alteraciones
correspondientes sobre el piperonal. En el caso de los derivados de L-Fenilalanina, se
construyeron utilizando una entidad dimérica del arreglo supramolecular descrito en las
estructuras cristalinas reportadas para este aminodcido en bibliografia,®> la cual se
caracteriza por la presencia de interacciones entre cargas opuestas que conforman un
“cierre electroestatico” entre los centros aminoacidicos, y localizan los residuos por encima
y por debajo de este.

Para todos los casos se emplearon las estructuras cristalinas disponibles en
bibliografia o las determinadas en nuestro grupo como punto de partida para construir las
geometrias de partida para realizar los calculos de estructura electrénica. En todos
aquellos casos en los que se pudo observar un conférmero desplegado en la estructura
cristalina, este fue utilizado como base para la construccién del dimero desplegado. En el
caso de las estructuras que no presentaron el estado de carga, o la quiralidad deseada, la
misma se adapté removiendo los contraiones y distribuyendo los hidrégenos de forma tal
de complacer ambos requerimientos (Figura 22). Para la construccién de los dimeros
plegados se empled una metodologia similar, pero utilizando como molde de construccién
las estructuras plegadas previamente obtenidas para algunos de estos compuestos (Figura
16) y extrapolando las estructuras al resto de los ligandos (Figura 23).

Todos los dimeros construidos fueron previamente optimizados empleando
mecdnica molecular a través de un campo de fuerzas universal con el fin de disminuir el
efecto de la congestion estérica y garantizar que las estructuras de partidas estuvieran
cercanas a un minimo local de energia.



En la Figura 33 y la Figura 34 (Tabla S11 del material suplementario) se muestran
los valores de AGP.g,, AGhesy, AGE,, y AGS,, calculados para todos los compuestos,
empleando DMSO como solvente, a temperatura ambiente y a la temperatura de
ebullicién de este, considerada como temperatura maxima posible de trabajo. El valor de

energia indicado corresponde al sentido de la reaccién segun la flecha que se ubica mas
cercano al mismo.
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Figura 33. Pardmetros termoquimicos calculados para los fendmenos de desplegamiento y
dimerizacién de todos los derivados de L-Fenilalanina en DMSO a temperatura ambiente (arriba)
y a la temperatura de ebullicién del solvente (abajo). Los colores indican aquellos valores que se
encuentran por encima (rojo) y por debajo del valor de la energia térmica a esa temperatura
(verde). En naranja se indican aquellos valores que se encuentran comprendidos dentro del rango
de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos estan informados en kJ/mol.
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Figura 34. Parametros termoquimicos calculados para los fendmenos de desplegamiento y
dimerizacién de todos los derivados de L-Tirosina en DMSO a temperatura ambiente (arriba) y a
la temperatura de ebullicidon del solvente (abajo). Los colores indican aquellos valores que se
encuentran por encima (rojo) y por debajo del valor de la energia térmica a esa temperatura
(verde). En naranja se indican aquellos valores que se encuentran comprendidos dentro del rango
de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos estan informados en kJ/mol.

En lineas generales podemos observar que todos los compuestos parecen tener
una clara preferencia por la formacién de aductos diméricos (estado s), tanto sea
empleando mondémeros (m) plegados (P) o desplegados (D). Esto se evidencia por los
valores negativos de la energia libre Gibbs asociados a los procesos de ensamblado de los
dimeros y contrasta con los valores positivos de energia libre de Gibbs obtenidos para los
fendmenos de desplegamiento.

Sin embargo, esto no se cumple para el caso de los compuestos 1.d y 2.e. Para el
caso del compuesto 1.d (derivado de naftaleno de L-Fenilalanina), sus cuatro parametros
termodindmicos son positivos, lo cual podria ser una sugerencia de que el estado
monomérico plegado es el predominante. Este resultado es consistente con lo observado
previamente en los experimentos de espectroscopia electrénica a temperatura variable y



la hipdtesis propuesta de que el impedimento estérico podria estar inhibiendo la formacién
de arquitecturas supramoleculares bien definidas.

Por el contrario, para el caso del compuesto 2.e (derivado de piperonal de L-
Tirosina), se observa una tendencia analoga, el cual es un resultado inesperado. Sin
embargo, el valor de energia libre de Gibbs obtenido para la formacién del ensamble
dimérico desplegado estd muy cercano al valor de la energia térmica a esa temperatura
(7,2 vs. 5,76kJ/mol). En resumen, segun los célculos, es probable la coexistencia tanto de
mondémeros libres y como entidades supramoleculares en solucién.

Al analizar lo que sucede al aumentar la temperatura se observa que la tendencia
general es la misma, con una marcada preferencia por la formacién de las entidades
supramoleculares en solucién, independientemente del estado conformacional empleado.
Para simplificar el analisis se confecciond la tabla S12, en la que se calcula la diferencia
obtenida por el aumento de la temperatura en todos los parametros. Analizando estos
resultados se observa la tendencia propuesta en base a los resultados experimentales: la
formacién de entidades supramoleculares se desfavorece en absolutamente todos los
compuestos, y la adquisiciéon de un estado desplegado se ve favorecida, tanto para algunos
mondémeros como para todos los dimeros.

Por otro lado, la nula o practicamente indetectable variaciéon producida al cambiar
la temperatura en los experimentos de espectroscopia electrénica realizados en DMSO es
consistente con el hecho de que, al variar la temperatura en los calculos, no se observa
cambios en las tendencias observadas a temperatura ambiente.

Esta misma metodologia de andlisis de los parametros termoquimicos fue
empleada para estudiar qué sucede con estos compuestos en agua en medio bdsico a
temperatura ambiente y al variar la temperatura. En la Figura 35 y la Figura 36 (Tablas S13
del material suplementario) se indican los resultados obtenidos para ambas familias.
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Figura 35. Pardmetros termoquimicos calculados para los fendmenos de desplegamiento y
dimerizacién de todos los derivados de L-Fenilalanina en agua basica a temperatura ambiente
(arriba) y a la temperatura de ebullicion del solvente (abajo). Los colores indican aquellos valores
que se encuentran por encima (rojo) y por debajo del valor de la energia térmica a esa
temperatura (verde). En naranja se indican aquellos valores que se encuentran comprendidos
dentro del rango de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos estan informados en
kJ/mol.
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Figura 36. Parametros termoquimicos calculados para los fendmenos de desplegamiento y
dimerizacidon de todos los derivados de L-Tirosina en agua basica a temperatura ambiente (arriba)
y a la temperatura de ebullicién del solvente (abajo). Los colores indican aquellos valores que se
encuentran por encima (rojo) y por debajo del valor de la energia térmica a esa temperatura
(verde). En naranja se indican aquellos valores que se encuentran comprendidos dentro del rango
de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos estan informados en kJ/mol.

En este caso, al analizar los resultados obtenidos a temperatura ambiente no
resulta tan directo poder extraer una tendencia clara. Lo primero que es posible observar
es que todos los derivados de la L-Tirosina, salvo el compuesto 2.e, presentan al menos
una entidad dimérica estable en solucién. Esto es parcialmente consistente con lo
observado en los experimentos de espectroscopia electrénica, para los cuales se habia
propuesto la formacién de entidades supramoleculares que luego se desensamblaban al
aumentar la temperatura. Aunque, nuevamente, es desconcertante lo que sucede con el
compuesto 2.e, el cual parece preferir también en estas condiciones, estar como
mondémero libre en solucién, y en la conformacién desplegada. Ya veremos mdas adelante
que este resultado, aunque no es del todo consistente con lo observado para la
espectroscopia UV-Vis, si podria ayudar a explicar la marcada cristalinidad que presentaron
los materiales supramoleculares obtenidos para este compuesto.
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El andlisis de la familia de los derivados de L-Fenilalanina es un poco mas complejo
debido a que no parece haberse establecido una tendencia clara. Aunque una primera
aproximacién parece indicar que todos los compuestos muestran una preferencia por
adquirir un estado conformacional plegado para sus entidades monoméricas, resalta el
caso del compuesto 1.d y 1.f. El primero parece tener una inesperada preferencia por
establecer entidades supramoleculares diméricas a través de la interaccién de monémeros
plegados. Esta tendencia no se corresponde con lo esperado y sélo puede entenderse en
términos de disminuir las fuerzas entrépicas a través de la formaciéon de entidades
supramoleculares compactas y densas. Por otro lado, el compuesto 1.f muestra una
tendencia parcial a formar dimeros, en tanto el valor de energia libre de Gibbs asociado al
proceso de dimerizacién a partir de mondmeros plegados se encuentra cercano a 0. Esto
podria estar sugiriendo que coexisten en solucién tanto monémeros plegados como sus
respectivas entidades supramoleculares, un resultado consistente con los cambios
espectrales vistos durante las espectroscopias.

Al aumentar la temperatura vemos nuevamente la misma tendencia previamente
discutida para el caso del DMSO: una marcada prevalencia a favorecer los
desplegamientos por encima de las dimerizaciones (Tabla S14). Sin embargo, en este caso
sucede algo muy particular al analizar la intensidad de estos cambios, la cual es
extremadamente baja. Tanto es asi que llega a ser nula para algunos compuestos. Pero esto
no es asi para las desestabilizaciones sufridas por las entidades diméricas, las cuales se
encuentran todas en el rango de los ~15 kJ/mol para los dimeros plegados y ~85k J/mol
para los dimeros desplegados. Es mucho mayor el efecto desestabilizante sufrido por las
entidades supramoleculares que lo que se favorece el desplegamiento de cualquier entidad
en solucién. Este resultado es fundamental para explicar lo observado en los experimentos
de RMN-'H dindmicos para estas sustancias.

Aquellas que pudieron ser estudiadas empleando esta metodologia presentaron un
efecto de desdoblamiento de sus sefales que, a priori, habia sido asignado a la formacion
de alguna especie en solucidén que presentara cierto grado de impedimento a la rotacidn
en sus enlaces. El candidato propuesto para cumplir este rol era el mondémero plegado.
Efectivamente, ahora vemos por célculos de estructura electrénica que elevar la
temperatura parece desestabilizar la formacién de entidades supramoleculares de forma
tal de que esta no puede ser compensada por el desplegamiento de los mondmeros
liberados, dando lugar a la estabilizacion de la especie en la conformacién monomérica
plegada. En el caso especifico del compuesto 1.e podria llegar a suceder que la temperatura
sea suficiente para permitir que se sortee la barrera de activacién conformacional y se
adquiera la conformacién desplegada del mondmero, explicando asi la tendencia tan
peculiar observada para sus seflales metilénicas en el RMN. Aunque este ultimo
comportamiento no se ve reflejado de manera directa en los resultados de los analisis
termoquimicos, la tendencia general parece favorecer esta hipétesis.

En lineas generales podemos concluir que, como se habia propuesto inicialmente,
todos estos compuestos presentan un marcado detrimento de su tendencia a formar
entidades supramoleculares al emplear agua en medio bésico. Posiblemente esto provenga
de la repulsion electroestdtica que se genera debido a la carga neta negativa adquirida por
todas las especies. No obstante, la accidén conjunta de las interacciones no covalentes y las



fuerzas entrdpicas asisten a la formacién de agregados supramoleculares y permiten que
coexistan en solucién con sus monémeros.

En base a los resultados expuestos podemos proponer un panorama general de lo
que podria estar ocurriendo en solucién para sistemas mayoritariamente convergentes y
divergentes. Los sistemas duales, que no pueden posicionarse claramente en alguna de
estas dos categorias (como el compuesto 1.e), serdn abordados por separado durante la
discusién.

Para poder describir la quimica en solucién es necesario enfocarnos en dos
caracteristicas principales. Primero, debemos tener una idea aproximada de cual podria ser
la entidad mayoritaria presente en solucién, si los mondémeros o los agregados
supramoleculares. Para el caso de los sistemas divergentes, y basados en los resultados
observados por espectroscopia electrénica y los calculos DFT, podemos asumir que las
entidades mayoritarias en solucién son los agregados supramoleculares (Figura 37, entidad
A, a la izquierda). Al contrario, basados en estos mismos resultados, para los sistemas
convergentes podemos asumir que las entidades mayoritarias son los mondémeros
plegados (Figura 37, entidad A, a la derecha).
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Tendencia general al desplegamiento al aumentar la
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Figura 37. Esquema de resumen de las dos tendencias sugeridas para los fenédmenos observados al
elevar la temperatura de sistemas convergentes y divergentes. Los sistemas divergentes se
representan como derivados de la L-Tirosina y los sistemas convergentes como derivados de la L-
Fenilalanina. Los hidrégenos se omiten por claridad. Las esferas de color representan
derivatizaciones genéricas de cada aminodcido. Las flechas gruesas representan el mecanismo
propuesto al aumentar la temperatura para cada compuesto.

Luego, es necesario poder tener una idea clara de como es la barrera energética
asociada a la desagregacién de las entidades supramoleculares respecto a la asociada al
desplegamiento de los conférmeros. Esto se debe a que ambos fendmenos se pueden
producir por efecto de un aumento en la temperatura, lo cual implicaria una competencia
entre ambos. De forma equivalente se puede decir que, o bien la energia cedida al sistema
“se emplea para separar las entidades supramoleculares”, o “se usa para alterar la
conformacién de los mondémeros”, o0 ambas. Particularmente, para el caso de los sistemas
divergentes, los resultados obtenidos por ambas espectroscopias, los calculos de DFT y los
reportes en bibliografia sobre la quimica en solucién de la L-Tirosina,* sugieren que la
barrera energética asociada a la ruptura de las interacciones no covalentes es mayor que
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aquella asignada a la alteracién conformacional. Esto conlleva a que este tipo de sistemas
sea mas proclive “a alterar su conformacién que ha desensamblarse” (estructura B en la
Figura 37, izquierda). Por el contrario, para los sistemas convergentes, se puede establecer
un comportamiento antagdnico. En estos sistemas serd “mds accesible energéticamente
que se produzca la ruptura de la entidad supramolecular antes que la alteracién
conformacional” (estructura B en la Figura 37, derecha).

Con este panorama general en mente, podemos abordar una descripciéon completa
de los resultados obtenidos para la caracterizacion de la quimica en solucién de todos estos
compuestos en ambos solventes.

Primero, para las espectroscopias electrénicas llevadas a cabo en DMSO, podemos
asumir que la atraccion electroestatica es tal que la temperatura alcanzada en el
experimento no fue suficiente como para producir una alteracién en el ensamble
supramolecular, si lo hubiera. Por este motivo, para ninguno de los compuestos fue posible
observar alglin cambio apreciable.

Segundo, para las espectroscopias llevadas a cabo en agua basica (tanto UV-Vis
como RMN), tenemos dos caminos distintos segln el sistema:

Para los sistemas divergentes podria estar ddndose un mecanismo por pasos donde
primero, se produce la alteracién conformacional con el agregado supramolecular todavia
establecido, para luego dar el desensamblado y la liberacién de los mondmeros
desplegados (Ruta A-B-C del panel izquierdo de la Figura 37). Para estos sistemas, al
aumentar la temperatura no se estaria dando una pérdida de la entidad supramolecular,
por lo que la flecha de desensamblado por aumento de la temperatura se encuentra
tachada.

Para los sistemas convergentes podria estar ddndose, también, un mecanismo por
pasos. Pero, en este caso, el mecanismo partiria directamente de la alteracidon
conformacional de los estados monoméricos plegados para la formacién de los estados
desplegados (Flecha A-B del panel derecho de la Figura 37). Es importante notar que, si la
temperatura es suficiente como para permitir que la mayoria de las moléculas adquieran
el estado conformacional desplegado, podria alcanzarse una concentracién tal que el
ensamblado de un nuevo tipo de entidad sea espontaneo. Esta entidad seria aquella
constituida a partir de la agregaciéon de monémeros desplegados (Flecha B-C del panel
derecho de la Figura 37). Este mecanismo, consistente de tres instancias, es el escenario
que podria estar dandose para el compuesto 1.e. Para este tipo de sistemas, el aumento en
la temperatura no induce una alteracién conformacional, sino que propiciaria el
desensamblado de la entidad supramolecular. Para resaltar esta diferencia entre ambos
sistemas es que se encuentra tachada la flecha asociada a este fendmeno.

Finalmente, los resultados de DFT también pueden emplearse para analizar si
existe una correlacion entre los pardmetros estructurales calculados para las entidades en
solucién y las propiedades observadas por microscopia confocal para los materiales
obtenidos por precipitacion in situ (Figura 19, Figura 20 y Figura 21). Considerando el rol
troncal que parece tener la difusién molecular en la seleccién de la via de descomposicion
durante la separacion de fases, se calculan los factores de forma y los didmetros de colisién
de cada entidad en solucién para identificar una posible tendencia. La determinacién de



estos parametros se realiza sobre los mondmeros plegados en estado aniénico para el caso
de l.a, 1l.e y 1.d. Para el compuesto 2.e, los cdlculos se realizaron considerando la
estructura dimérica plegada en solucién, y para 1y 2, se tomaron las entidades diméricas
construidas a partir de las coordenadas observadas en sus estructuras cristalinas y
empleado datos en solucion reportados en bibliografia.’*¢> En todos los casos las
estructuras fueron optimizadas por DFT.

Tabla 2. Tabla de pardmetros estructurales calculados sobre las distintas entidades propuestas en
solucién. La indicacién “dim” entre paréntesis implica que el calculo se realizé sobre una entidad
dimérica.

Ff (u.a.) Diametro (R) D« (R)

1(dim) 3.07 9.63 29.6
2.e(dim) 1.80 12.36 22.2
2(dim) 1.98 9.07 18.0
1d 1.74 9.12 159
l.e 1.73 8.83 153
l.a 161 8.62 139

Al comparamos los valores de factor de forma de todas estas entidades se observa
que existe una correlacién directa con los tiempos de decaimiento de fluorescencia y la
morfologia de los materiales obtenidos. A medida que el factor de forma aumenta, el
tiempo de decaimiento disminuye y se estabiliza, y la morfologia de los materiales se
vuelve mas regular y elongada. Aunque las limitaciones experimentales de la técnica
impiden resolver con claridad las formas y los aspectos de las particulas que componen los
solidos obtenidos para 1 y 2.e, podriamos formular la hipdtesis de que estos serian
mayoritariamente cristalinos. A modo de ejemplo, y como una prueba indirecta de un
comportamiento similar, en los primeros trabajos publicados para los geles de L-
Fenilalanina se acufié el término de “gelificacidén-cristalizacidn” para describir el caracter
cristalino, pero nanoscépico, de sus componentes.®

Por otro lado, si se comparan los valores del didmetro de colisién calculado para
todas las entidades se encuentra una tendencia completamente distinta. En este caso, a
medida que el diametro aumenta, (tendencia: 1.a < 1.e < 2(dim) < 1.d < 1(dim) < 2.e(dim))
los materiales obtenidos ven disminuido su tamafio promedio. Efectivamente, podemos
notar que en los extremos se encuentra 1.a, el cual presentd sélidos extremadamente
elongados y gruesos, y 2.e(dim), para el cual se observa material sélido que, en algunos
casos, tiene apenas el tamafio de unos pocos pixeles. En este caso el didmetro parece estar
determinando la capacidad difusiva y, en ultima instancia, el tamafio del sélido obtenido.

Por ultimo, si en vez de utilizar ambos pardmetros por separado construimos un
nuevo pardmetro a través de la multiplicaciéon entre ambos, el cual podria entenderse como
una especie de “diametro corregido por el factor de forma” (Ds), podemos observar que
quedan generadas dos categorias claras. Por un lado, aquellos tres compuestos que
presentan el didmetro corregido mayor (1(dim), 2.e(dim) y 2(dim)), y para los cuales sus
materiales sélidos pueden ser clasificados, en base a su tiempo de decaimiento de
fluorescencia y su morfologia, como materiales cristalinos. Por otro lado, aquellos que
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presentan diametros corregidos menores (1.d, 1.e y 1.a). Estos pueden ser clasificados,
empleando los mismos criterios, como materiales espinodales.

Gracias a este analisis hemos podido encontrar un criterio general, y facilmente
calculable, que permite ubicar a los “materiales duales” en una de las dos categorias
usualmente empleadas para la caracterizacién de los materiales sélidos: Cristalinos o
Espinodales. Al mismo tiempo, hemos podido entender que la naturaleza de su dualidad
reside en que son, o bien materiales extremadamente cristalinos pero muy pequefos
(como sucede con el caso de la L-Fenilalanina, 1(dim)), o bien materiales muy poco
cristalinos, pero con particulas elongadas (como sucede con el compuesto 1.a).

En el capitulo siguiente se extenderd este andlisis a compuestos con distinto grado
de derivatizacion, y se mostraran los beneficios de emplear el didmetro corregido sobre
diversas estructuras para comprender algunas de sus propiedades asociadas a la capacidad
difusiva y el orden por apilamiento.

Materiales autoensamblados: Mesocristales y
organogeles

Materiales cristalinos

Para el caso particular de los compuestos 1.e y 2.e (derivados de L-Fenilalanina y
L-Tirosina con piperonal) se han obtenido distintos materiales a través del control de las
condiciones experimentales de formacién de la fase sélida. Estos materiales presentaron
diferencias apreciables en su cristalinidad, morfologia y grado de agregacion.

En lineas generales, los materiales obtenidos para el compuesto 2.e mostraron un
marcado caracter cristalino en casi todas las condiciones testeadas. Particularmente,
ademas de los monocristales descritos al comiendo de la seccion de discusién, para este
compuesto se obtuvieron materiales cristalinos meso-estructurados, también conocidos
como mesocristales. Estos fueron cristalizados bajo distintas condiciones de pH o fuerza
idnica, y presentaron morfologias diversas entre las que se pueden apreciar agregados
esféricos, elongados tipo cilindros o de aspecto dendritico (Figura 38).



Figura 38. Imagenes de SEM de las mesoestructuras de 2.e obtenidas por difusiéon en un gel de
agarosa (primera fila), en una solucién a fuerza idnica 1M (segunda fila) y fuerza iénica 4,75M
(tercera fila).

Podemos observar que, tanto al emplear una matriz de gel de agarosa como una
solucién de elevada fuerza idnica durante la cristalizacién, se obtuvieron agregados
esféricos. Por el contrario, la disminucion de la fuerza iénica de la solucién dio lugar a la
obtencidon de agregados con un aspecto elongado y algunas ramificaciones. Esta
dependencia con la matriz podria estar indicando que uno de los factores determinantes a
la hora de seleccionar el aspecto final del sélido obtenido es la imposibilidad de desarrollar
s6lidos monocristalinos longitudinales, tanto sea por un impedimento estérico impuesto
por la red, o por un apantallamiento de las especies en solucién que inhibe la migracién de
nuevas moléculas a los sélidos ya formados. En ambos casos, el rol del entorno parece ser
regular el tamafio y el aspecto de los nanocristales que constituyen el agregado,
determinando de esta manera la morfologia final del mismo.

Sin embargo, todos estos mesocristales podrian estar siendo ensamblados a través
de particulas cristalinas isomérficas, en las que solamente cambia el habito cristalino y la
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orientacion preferencial con que se agrupan, pero no el orden interno de los iones que los
componen. Para corroborar esta hipétesis, mas adelante se detalla un experimento de
difraccion de rayos X de polvos bidimensional disefiado para estudiar este tipo de
mesoestructuras.

Al analizar en detalle el rol que cumple la matriz de agarosa, es posible entender
como esta asiste a la formacién de bloques de construccidn pequefios y muy regulares a
través de una reduccién del efecto del potencial gravitatorio y las posibles perturbaciones
mecanicas externas, ademds de constituir una red sélida que aumenta la tortuosidad e
inhibe la difusidon molecular. Este ultimo efecto tiene cierto grado de semejanza con lo que
sucede al aplicar como condicién de cristalizaciéon una elevada fuerza iénica. Esta provoca
un efecto de “apantallamiento” de los bloques de construccién y restringe la interaccién
entre ellos. Ambas condiciones de cristalizacién, en Gltima instancia, impiden la interaccion
eficaz entre moléculas. Esto impacta de manera directa en el proceso de crecimiento de
los nucleos cristalinos y fuerza al sistema a desarrollar un mayor nimero de nucleos
pequefios para distribuir toda la masa de 2.e que debe precipitar. Es interesante notar que
el efecto producido por ambas condiciones de cristalizacion puede entenderse como un
aumento en el caracter espinodal del fendmeno de separacién de fases a través de la
inhibicién de la difusién molecular. Este caso ilustra de manera clara cémo es posible
extender este paradigma del continuo cristalino-espinodal ain a sistemas
mesoestructurados y la coexistencia entre el caracter cristalino y espinodal en un mismo
material.

Para comprobar la hipdtesis de que el orden cristalino en los materiales
mesocristalinos estd conservado y que las alteraciones morfoldgicas devienen Unicamente
de la forma y la orientacién de las particulas cristalinas que los componen, se realizaron
experimentos de difraccidén de rayos X sobre mesoestructuras de diversa morfologia. El
estudio se realizé en la linea MX2 de difraccién de rayos X de monocristal en el LNLS
(Laboratorio Nacional de Luz de Sincrotron) en Sao Paulo, Brasil. Esta linea cuenta con un
haz de alta intensidad y un detector bidimensional de gran area, lo que permitié estudiar
la orientacién preferencial en una mesoestructura a través de ausencias sistematicas en
su patron de difraccién (Figura 39).



Figura 39. Esquema de los experimentos de difraccion de rayos X con un sistema de deteccidn
bidimensional realizados para estudiar la meso estructura de los sélidos obtenidos para 2.e

Para poder estudiar la existencia de ausencias sistemdticas debidas a una
orientacién preferencial fue necesario analizar dos tipos de morfologias mesocristalinas
distintas. Por un lado, se emple6 una morfologia cilindrica, la cual permite estudiar la
dependencia del patrén de difraccion con la orientacidn relativa entre el haz y el eje mayor
del ensamble. Por otro lado, para corroborar que estas ausencias no se perciben en
materiales isotrdpicos, se realizé el mismo experimento sobre una morfologia esférica.
Esto permitié confirmar que no hay ausencias sistematicas en sistemas isotropicamente
conformados y que estas devienen Unicamente del arreglo de las particulas cristalinas.

En la Figura 40 se detallan los patrones de difraccion obtenidos para una morfologia
cilindrica esférica (a), una morfologia cilindrica orientada paralela al haz incidente (b) y la
misma morfologia orientada perpendicular al haz incidente (c).
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Figura 40. Patrones de difraccién obtenidos para meso estructuras de 2.e esféricas (a), y con
forma longitudinal orientadas en paralelo (b) y perpendicular (c) al haz incidente.

Integrando radialmente los patrones de difraccion obtenidos para las estructuras
mesoscopicas de 2.e se obtienen los difractogramas correspondientes. En estos podemos
observar que aquel generado por la muestra de morfologia elongada orientada
perpendicular al haz incidente (Figura 40, c) presenta las ausencias sistematicas esperadas
para un conjunto de cristales orientados anisotrépicamente. Al mismo tiempo, la relacién
sefal ruido en este ultimo difractograma es mucho menor al observado tanto para la
misma muestra orientada paralela al haz incidente como para la muestra esférica. Esto se
debe a que, en esta orientacion, el niimero de cristales que son irradiados es mucho menor
al que se irradia al orientar la muestra en linea con el haz incidente (Figura 39).

Mas alla de estas diferencias, es posible realizar un refinamiento de LeBail de los
tres difractogramas empleando como modelo estructural la estructura cristalina resuelta
para el switeriéon de 2.e (Figura 10). En los tres casos la coincidencia entre el patrén
calculado y el experimental no es lo suficientemente buena como para establecer una
caracterizacidon estructural total debido a la presencia de ausencias sistematicas
intrinsecas al material mesoestructurado, pero es lo suficientemente satisfactoria como
para confirmar que las tres morfologias estan construidas a partir de la misma estructura
cristalina.

Al estudiar los sélidos que se generan para el compuesto 1.e empleando las mismas
condiciones, se observé la formacién de agregados mesoestructurados construidos a partir
de filamentos entrecruzados (Figura 41). En este material no se observa la presencia de
bloques de construccidn cristalinos, con figuras regulares bien definidas, vértices y aristas
apreciables, sino que se aprecia un entramado de fibras flexibles sin orientacién aparente
que conforman una textura filamentosa. El desarrollo de esta textura filamentosa para
estos arreglos es consistente con el caracter amilogénico esperado para este derivado
considerando su similitud estructural con un dimero supramolecular de L-Fenilalanina (ver
Capitulo V).



Estos dos materiales mesoestructurados ejemplifican el impacto que tiene el
caracter convergente de un bloque de construccidn en la cristalinidad de un material. Por
un lado, el derivado de la L-Tirosina dio lugar a la formacidén de materiales intrinsicamente
cristalinos constituidos a partir de switeriones desplegados ensamblados en dimeros que
conforman redes supramoleculares extendidas en el espacio, equivalentes a lo observado
para su estructura cristalina en el monocristal (Figura 10). Por el otro lado, el compuesto
derivado de la L-Fenilalanina dio lugar a la obtencién de materiales filamentosos de
aspecto flexible, en cuyos agregados no se distingue un claro orden.

Esto es consistente con la presencia en solucién de entidades supramoleculares
estabilizadas a través de un cierre electroestatico flexible y adaptable que permite la
coexistencia de un orden local de corto alcance con una movilidad molecular al extender
la longitud del ensamble. En el Capitulo V se hard un andlisis pormenorizado de esta
tendencia y del impacto que tiene la convergencia o divergencia supramolecular en el
cardcter cristalino de distintos materiales.

Figura 41. Imagenes de SEM de las mesoestructuras de 1.e obtenidas empleando soluciones
diluidas utilizando 2-(2-etoxietoxi)etanol (arriba) y n-butanol (abajo) como solventes.

Organogeles supramoleculares

Al realizar experimentos de solubilidad de estos dos compuestos en DMSO a altas
temperaturas, y luego del enfriamiento posterior, se observd la formacién de los
correspondientes organogeles. Para estos compuestos también se ensayaron otros
solventes, resultados que se discutirdn en el préximo apartado. Para verificar la formacion
de estos materiales se empledé el método del tubo invertido. Considerando que este
resultado ya fue observado para la L-Fenilalanina pero no asi para la L-Tirosina, se ensayo
la capacidad de formar organogeles de todos los derivados presentados en este capitulo
en DMSO en concentraciones isocdricas a las de los geles de L-Fenilalanina 90mM 0 2,9%
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volumen (Figura 42).5 El concepto de concentracion isocérica se basa en emplear el
volumen molecular de las sustancias comparadas en un dado estado conformacional para
calcular concentraciones que impliquen el mismo volumen ocupado por el soluto en todos
los casos. Este concepto se discute en detalle en el Capitulo V, en el apartado de cristales
liquidos.

Figura 42. Organogeles obtenidos en condiciones de concentracién isocérica al gel de L-
Fenilalanina en DMSO para ambas familias de compuestos.

Tanto la L-Tirosina como casi todos sus derivados dieron lugar a formacién de
materiales que dan positivo al ensayo del vial invertido, pero cuyo aspecto es ceroso y
grumoso, muy similar al esperado para un conjunto de cristales densamente compactado
(Figura 42, fila inferior). Por el contrario, para la otra familia de compuestos solo la L-
Fenilalanina, el compuesto 1.a (derivado de benzaldehido) y 1.e dieron positivo el ensayo
del vial invertido. Pero, en estos casos, se pueden observar geles trasltcidos y tersos, en
claro contraste a sus analogos de la L-Tirosina (Figura 42, fila superior).

Esta diferencia en la capacidad de formar organogeles y el aspecto de estos puede
estar intimamente relacionada, y podria estar dando otro claro indicio en la relacién entre
la via de descomposicién (proceso de separacién de fases) que llevd a la formacién del
material y sus propiedades. Si consideramos que los derivados de L-Tirosina tienen un
caracter intrinsecamente cristalino debido a su divergencia supramolecular y la posibilidad
de desarrollar factores de forma elevados al desplegarse, podemos entender que los
materiales observados en la Figura 42 para estos derivados son, en realidad, cimulos de
cristales confinados en una pequefa regién del espacio, de forma tal de desarrollar una
respuesta mecanica colectiva que simula lo esperado para un material entrecruzado (gel).
No son geles en el sentido estricto de la definicién sino, mas bien, un material que simula
su respuesta mecanica frente a ciertos estimulos. Entender este material en términos de
un “gel de cristales” permite comprender la extrema sinéresis que se observa luego de su
sintesis y el aspecto grumoso que desarrollan frente a cualquier disrupciéon mecanica.®

Por otro lado, los geles obtenidos para la L-Fenilalanina y sus derivados si presentan
el aspecto esperado para un gel fisico o gel supramolecular, con una textura tersa que
permite el pasaje de la luz y con una menor sinéresis. Considerando el cardcter
convergente de los derivados de L-Fenilalanina podemos entender estos materiales como
producto de una descomposicién de mayor caracter espinodal, lo que da como resultado



la formacion de un gran niimero de pequefios nodos que no tienen tamafio suficiente para
dispersar la luz. Al mismo tiempo, el entrecruzamiento intrinseco a este mecanismo de
descomposicién da como resultado un gel terso cuya respuesta mecanica no parece
colapsar al ser estresado mecadnicamente.

Por ultimo, se observa que el hecho de que los compuestos derivados de L-Tirosina
parecen tener mayor afinidad por la formacién de organogeles también puede explicarse
en términos de sus propiedades estructurales y la capacidad de formacién de entidades
supramoleculares en solucién discutidas anteriormente. Teniendo en cuenta que ya ha
sido reportada para la L-Tirosina una muy baja solubilidad en DMSO, producto de la
formaciéon de dimeros, y considerando que ya hemos probado que estos dimeros existen
en solucién también para algunos de sus los derivados, podemos extender la idea de que
la solubilidad de estos en DMSO también serd muy baja. Por lo tanto, durante el proceso
de enfriamiento de una solucién que se encuentra a mayor temperatura, estos sistemas
expulsardn una gran cantidad de material como sélido durante la descomposicién. Todo
este sélido deberd “acomodarse” al volumen del recipiente que lo contiene y, en un caso
extremo, puede llegar a confinarse para dar lugar al material de aspecto cetrino observado.
Este es un claro ejemplo de que, a la hora de disefiar un material sélido obtenido a través
de la descomposicion de una solucidn, no solamente debemos ser capaces de controlar el
mecanismo a través del cual este proceso sucede sino, también, la cantidad de sélido que
estara involucrado.

La diferencia observada entre los organogeles de ambas familias permiten ilustrar
también la relacién directa que hay entre el material obtenido y el grado de cristalinidad
de la via de descomposicién establecida durante la separacion de las fases. Esto se debe a
que poder desarrollar una red tridimensional capaz de percolar un volumen de solvente,
por ejemplo, estd intimamente ligado al uso eficaz de los bloques de construccién con los
que cuenta el sistema. Si estos se apilan densamente para dar lugar a un sélido eficazmente
empaquetado, se ocuparad muy poco volumen para un dado niimero de particulas. Si, al
contrario, los bloques de construccion se distribuyen en pequeifios clmulos
homogéneamente distribuidos en todo el seno del sistema, serd mucho mas simple
conectarlos entre si para formar una red tridimensional capaz de percolar. Este mecanismo
de distribucion eficaz de bloques de construccion para conformar un entramado de
filamentos finos se asemeja al fendmeno de descomposicion por la via espinodal (Figura
18).

Con el fin de estudiar si existe una correlaciéon directa entre la estructura molecular
de las sustancias sintetizadas y su capacidad de formar organogeles, se estudié esta
propiedad para los compuestos 1.e y 2.e en diversos solventes. Por limitaciones de tiempo
no se realizé el mismo estudio para todos los miembros de las dos familias. Sin embargo,
estos resultados podrian considerarse parcialmente representativos de cada conjunto.
Para realizar el andlisis se testearon 29 solventes distintos buscando maximizar la variedad
de constantes dieléctricas, la presencia de un momento dipolar permanente y el caracter
prético de las sustancias. Sorprendentemente, aunque el compuesto 1.e presenté una
respuesta muy satisfactoria frente a casi todos los solventes empleados, el compuesto 2.e
Unicamente logré formar organogeles con DMSO y DMF. (Tabla 3 y Figura 43).
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Tabla 3. Test de gelificacién y concentraciones criticas de gelificacién para 1.e y 2.e

Solvente

1.e™

(CCG)™ [mg/mL]

2.el

(CCG)" [mg/mL]

1,2-dicloroetano
1,4-dioxano
1-propanol
1-butanol
1,4-butandiol
1-pentanol
1-hexanol
1-heptanol
1-octanol
S-2-octanol
2-etoxietanol
2-(2-etoxietanol)etanol
Acetona
Acetonitrilo
Benceno
CCl4
Cloroformo
Diclorometano
Dietiléter
DMF
DMSO
Etanol
Acetato de Etilo
Isobutanol
Metanol
n-Hexano

THF

I
G (4.0)
GO (4.0)
GO (6.0)
GO (12.0)
G (8.0)
G (8.0)
G (8.0)
G (8.0)
G (20.0)
GO (6.7)
GO (6.7)
I

|
|
G (c.a. 15)

G (15.0)

GO (4.0)

|
|
G (c.a. 15)
G (20.0)
|



Tolueno [ [

Agua I I

[0l G: Gel translucido, GO: Gel opaco, I: Insoluble.
b1 CCG: Concentracion Critica de Gelificacion.

Figura 43. De izquierda a derecha: Geles de 1.e obtenidos con isobutanol, DMSO, 1,4-butanodiol,
2-(2-etoxietanol), 1,4-dioxano, 1-pentanol, 1-butanol y 2-etoxioetanol.

Debido a que l.e presentd la capacidad de gelificar en una gran variedad de
solventes, se pudieron estudiar los xerogeles obtenidos a partir de algunos de ellos con el
fin de comprender el rol que cumple la matriz en la formacién de los filamentos. Las
microscopias en ultra alto vacio de xerogeles de 1l.e (Figura 44, a) y en condiciones
ambientales de geles de 1-butanol (Figura 44, b) y dioxano (Figura 44, c¢) mostraron
estructuras de aspecto filamentoso y un gran entrecruzamiento.

Un analisis estadistico de la distribucion de espesores en los tres materiales arrojé
valores de ~200 - 300 nm para los filamentos con solvente, y 150 nm para los filamentos
secos. Esta disminucién en el espesor debido a la remocién del solvente podria estar
indicando que este cumple un rol no inocente en el mecanismo de ensamblado del
filamento.

Capitulo IIT Autoensamblado de Pequefias Moléculas 169



010 0.15
Ancho (um)

#10 P .

r R

[0z 04 06 o8y
Ancho (um)

Figura 44. Microscopia por dispersidn de electrones en ultra alto vacio de un xerogel de 1.e
obtenido a partir del secado en vacio de un gel de dioxano (4mg/ml) (a). (b) y (c) Microscopia por
dispersién de electrones en condiciones ambientales de un gel de 1.e en butanol (4mg/ml) y en
dioxano (4mg/ml)

Diserno racional de pequerfas moléculas para la seleccion del
mecanismo de separacion de fases

La relacién que existe entre la distribucion de los bloques de construccién de un
material supramolecular, la afinidad de estos por el empaquetamiento eficaz, y las
propiedades del material resultante podria llegar a explicar por qué el compuesto basado
en L-Tirosina (2.e), que se caracteriza por desarrollar materiales sélidos con un gran
caracter cristalino, sélo formo geles en solventes de alta viscosidad como DMSO y DMF,
mientras que el derivado de L-Fenilalanina (1.e), que tiene menos facilidad para desarrollar
redes tridimensionales extendidas por su caracter convergente, dio lugar a materiales
fibrilares y gelificé en una gran variedad de solventes.

Por un lado, como se discute en el Anexo, la viscosidad esta directamente asociada
con la capacidad difusiva de la molécula, y cumple un rol fundamental en determinar la
naturaleza del régimen de fluctuaciones que el sistema adquiere antes de precipitar



(Ecuacién 23). Por otro lado, podemos pensar que la sinergia que surge entre el factor de
forma, el volumen, el estado conformacional preferido en solucién y el caracter
convergente, vuelve a los derivados de L-Fenilalanina intrinsicamente “mas espinodales”
que los de L-Tirosina y, por lo tanto, mas afines a desarrollar entramados de filamentos al
precipitar.

Si queremos disefiar un material que sea capaz de percolar el volumen que lo
contiene debemos tener en cuenta la solubilidad como el principal pardmetro a controlar,
ya que sera el material expulsado del seno del liquido el que se deposite en el recipiente y
termine llenando ese espacio. Para este tipo de materiales, a la hora de hablar de
condiciones isocdricas, debemos considerar al volumen ocupado por el sélido expulsado
de la solucién, lo que se traduce en la Ecuacion 7:

Ecuacion 7. Condiciones isocdricas para el material generado por precipitacion de dos sustancias
distintas.

(SE =8NV, = (S —S}). NV,

En esta ecuacidén S,y S, refieren a la solubilidad de los compuestos a y b a la
temperatura final (f) e inicial (i), y V refiere al volumen por molécula de cada sustancia.

Las microscopias por dispersion de electrones en ultra alto vacio (SEM) de los
distintos xerogeles obtenidos a partir de organogeles de DMSO en concentraciones
isocéricas a la L-Fenilalanina de los compuestos permiten observar una clara tendencia a
la formacion de sdlidos con aspecto cristalino a medida que aumenta el factor de forma
y/o el cardcter divergente de la sustancia (Figura 45). Debido a que los geles son materiales
en los que las fases sélida y liquida se encuentran intimamente interconectadas, poder
estudiar los xerogeles nos brinda mucha informacién respecto al impacto que tiene la
quimica en solucién sobre los materiales sélidos obtenidos por la separacién de fases.

Figura 45. Micrografias SEM de los xerogeles de los compuestos 1.a, 1.e, 1.f y 2.f obtenidos a
partir de organogeles en DMSO.

La formacion de particulas elongadas con bordes rectos y caras definidas que no
parecen mostrar ninguna evidencia de flexibilidad es un claro indicio del caracter cristalino
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de los materiales obtenidos (Figura 45, tltimo panel). Al comparar estas micrografias con
el aspecto de los sélidos que dieron positivo al ensayo del vial invertido (Figura 42)
podemos observar que, para el compuesto 2.e, para el cual se observaba la formacién de
un sélido grumoso y opalescente, se aprecia un xerogel conformado por material cristalino
particulado. Por otro lado, para los compuestos 1l.a y 1.e, para los que se habian obtenido
geles transllcidos y tersos, se obtuvo un xerogel compuesto casi exclusivamente de
filamentos finos y entrecruzados, con un aspecto flexible y carente de cristalinidad. Estos
filamentos se asemejan bastante a los observados para las estructuras fibrilares de la L-
Fenilalanina.®® Este resultado es otra evidencia clara del rol que cumple el mecanismo de
descomposicién a la hora de determinar las propiedades finales de un compuesto.

Estudio de los ensambles supramoleculares que dan lugar a la
formacion de los geles

Complementariamente, se utilizé la técnica de dispersién de rayos X a bajo dngulo
para estudiar si existian diferencias entre las estructuras de los ensambles
supramoleculares formados por l.e en cada uno de los solventes. Por limitaciones
instrumentales, esta técnica solo se pudo utilizar para caracterizar los geles de 1.e debido
a que el azufre presente en el DMSO tiene una gran absorbancia a la longitud de onda a la
que se irradia la muestra. Para realizar este experimento se eligieron los geles obtenidos
empleando una familia de alcoholes de diferente longitud de cadena (Figura 46).
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Figura 46. Patrones de dispersién de rayos X a bajo dngulo (SAXS) de geles de 1.e (8mg/mL) en
isobutanol (cuadrado), 1-butanol (tridngulo), 1-pentanol (rombo) y 1-octanol (circulo). Las curvas
provenientes del ajuste empleando un factor de forma lamelar para los 1-alcoholes y esférico para

el isopropanol se muestran superpuestos a los datos en linea continua.

Los experimentos de SAXS mostraron una tendencia clara para todos los alcoholes
lineales (1-butanol, 1-pentanol, y 1l-octanol), para los cuales se puede proponer la
existencia de una estructura bilamelar extendida en el espacio cuyo espesor depende de
forma lineal de la longitud de la cadena del solvente empleado. Sin embargo, cuando se
utiliza un alcohol no lineal, como el isobutanol, la arquitectura supramolecular parece
cambiar para dar como resultado una entidad mayoritariamente esférica. Estos resultados



ponen de manifiesto el rol fundamental que cumple el solvente en la conformacién de
estas estructuras supramoleculares y suman un ejemplo mds al ya probado rol que ejercen
las fuerzas entrdpicas en la seleccién de las arquitecturas supramoleculares.

Por otro lado, para los geles de 1.e y 2.e en DMSO se llevé a cabo un experimento
mediante resonancia magnética nuclear resuelta en el tiempo con el objetivo de estudiar
el mecanismo de formacién de la red supramolecular en ese solvente. Inicialmente, se
prepararon soluciones de concentracién mayor a la CCG (Concentracion Critica de
Gelificacién) para cada uno de los gelantes en tubos de RMN y se llevaron a una
temperatura mayor a la Ts (temperatura de gelificacién). Luego, el sistema fue
termoestatizado a 25°C y se midieron espectros de resonancia magnética nuclear 'H cada
7 minutos, hasta que no se apreciaron mas cambios en las sefiales. Cuantificando el
desplazamiento sufrido por cada sefial y, gracias a la asignacion estructural de cada una de
ellas, se pudo correlacionar el grado de implicancia de cada porcién molecular en el proceso
de ensamblado (Figura 47).
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Figura 47. Andlisis de los cambios sufridos por los desplazamientos quimicos de distintas sefiales a
medida que se producia el ensamblado molecular para los compuestos 1.e (a) y 2.e (b) y cambio
total acumulado durante todo el proceso para cada una de las sefales (c y d).

De forma similar a lo que se observé en agua basica, no se identifican corrimientos
importantes en las seflales correspondientes a la regién aromatica, aun considerando que
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la concentracién, las condiciones de medicién y el medio empleado en ambos tipos de
experimentos es muy diferente.

Por otro lado, si se observa un rol protagénico del centro aminoacidico durante el
ensamblado, lo cual muestra cierta correlacién con los experimentos discutidos
previamente en ambos casos. Este cambio en el desplazamiento de las sefales, todas a
campos mas altos, podria estar sugiriendo la formacién de entidades supramoleculares
apiladas a partir de mondmeros que exhiben una conformaciéon preferentemente
desplegada, las cuales se estabilizan por la atraccién electroestdtica. Esto fuerza a los
anillos a orientarse parcialmente de cara al centro aminoacidico, apildndolos entre si y
propiciando un efecto protector a través de su campo magnético (Figura 48a).

Sin embargo, considerando que el cambio de las sefiales para el compuesto 1.e es
mucho menor que para el compuesto 2.e, y teniendo en cuenta que los parametros
termoquimicos arrojaron cierta tendencia general de los derivados de L-Fenilalanina a
permanecer plegados, podemos sugerir que el ensamble supramolecular del compuesto
1.e no presenta a sus mondémeros completamente extendidos si no en una conformacién
semi-desplegada (Figura 48b). Bajo este modelo, el cono de proteccién de los anillos de la
L-Fenilalanina casi no llega a alcanzar la regién del piperonal, lo cual podria explicar el
desplazamiento casi nulo que sufren estas sefiales respecto al resto.

Figura 48. Cono de blindaje generado por la anisotropia del campo magnético alrededor de los
anillos aromaticos.

Como resumen de este apartado podemos decir que, en base a los datos de SAXS,
la confirmacién del rol del solvente mediante las imagenes de las microscopias, la presencia
de entidades supramoleculares estables en solucién inferida de los experimentos de
espectroscopia UV-Vis (Figura 26) y la adquisicién de una conformacidn preferiblemente
desplegada que explica los resultados obtenidos por RMN, se pudo proponer un modelo
para el ensamble molecular que se desarrolla en el gel. Este consiste en un arreglo



extendido de moléculas que adquieren una conformacién desplegada en el compuesto 2.e
y semi-plegada en el compuesto 1l.e que estan interactuando longitudinalmente, tanto
entre si como con el solvente (Figura 49).

Estos modelos condensan toda la informacion extraida de los distintos analisis
realizados:

1) La adquisicion de diversos estados conformacionales conforme se altera la
temperatura, como se observé en las espectroscopias de resonancia magnética
nuclear.

2) La existencia de entidades supramoleculares en solucién interactuando a
través de interacciones de apilamiento aromadtico, como se extrajo de las
alteraciones espectrales observadas para los derivados de L-Tirosina en agua
basica.

3) El rol esencial que cumplen las interacciones electroestaticas y la marcada
estabilizacién que se observa para los ensambles generados empleando los
estados de carga switerionicos respecto a los estados con carga neta negativa,
extraida de los datos termoquimicos.

4) El favorecimiento de la adquisiciéon de conformaciones desplegadas por sobre
las plegadas al elevar la temperatura. Informacién que también fue inferida de
los datos termoquimicos.

5) Eldesarrollo de una estructura de aspecto lamelar con una fuerte intervencién
del solvente en su estabilizacién, como se vio en los resultados del modelado
de los datos de SAXS.

Todas estas piezas permiten ensamblar un modelo para los agregados
supramoleculares en solucién de los compuestos 1.e y 2.e. Este modelo incluye de manera
explicita las moléculas de solvente para poder corroborar el impacto que tienen sus
cadenas alifaticas en la extensidn de la longitud caracteristicas. Estas estructuras fueron
optimizadas geométricamente y convergieron a un minimo de energia (Figura 49).
Podemos observar que ambos ensambles consideran todo lo enunciado anteriormente.
Ambos poseen un cierre electroestatico que estabiliza el agregado, contienen solvente
interactuando en la periferia de este y tienen el estado conformacional propuesto para
justificar tanto las espectroscopias de resonancia magnética como las electrénicas.

Aunque este modelo estd acuiiado especificamente para estos dos compuestos y
no pretende ser generalizado sin modificaciones para el resto de las familias, si es factible
pensarlo como un excelente punto de partida para la construccién de modelos de
ensamble para todos los compuestos presentados en este capitulo.
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Figura 49. Modelos de ensamblado en solucién propuesto para los compuestos 2.e y 1.e. El valor d
refiere a la distancia que separa las moléculas de solvente que rodean el ensamble y se
corresponde con la longitud caracteristica del arreglo lamelar observado en los experimentos de
SAXS. En verde se resaltan las moléculas de solvente, en este caso metanol, interactuando con la
estructura.

Capacidad de gelificacion de muestras complejas

Para finalizar y como prueba de concepto, se ensayé la capacidad de formaciéon de
organogeles de l.e y 2.e en mezclas complejas que presentaran relevancia tecnolégica.
Particularmente, se estudié la capacidad de gelificar muestras de crudo patagénico
(densidad: 0.753g/cm?® y viscosidad: 0,9cP a 25°C). Ambas sustancias presentaron una
excelente respuesta frente a la gelificacién, dando lugar a materiales densos y con muy
poca sinéresis. En ambos casos se ha observado la formacién de geles estables atin a
concentraciones tan bajas como 1,2 %m/v, la cual es menor aun que lo reportado para otras
moléculas especialmente disefiadas para el tratamiento de derrames de crudo.®’
Adicionalmente, todos estos materiales mostraron una excelente reversibilidad térmica,
estabilidad frente al envejecimiento y la capacidad de regenerarse luego de una
perturbacidon mecanica al cabo de unos dias (Figura 50). Esta gran estabilidad durante
almacenamientos prolongados, en combinacién con la capacidad de regenerarse luego de
una perturbacion mecanica o a través de un curado térmico los vuelven materiales
potencialmente interesantes para su aplicacién en diversas tecnologias de remediacién y
transporte.®®¢’



Figura 50. Organogeles de 1.e y 2.e empleando petréleo crudo como solvente. (a) 1.e 12mg/ml, (b)
1l.e 20mg/ml, (c) 2.e 12mg/mly (d) 2.e 20mg/ml. (e), (f), (g) y (h) son los mismos sistemas al cabo
de 7 meses.
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Conclusiones y Perspectivas

Las plataformas estudiadas durante este capitulo, sintetizadas a partir de los
aminoacidos L-Fenilalanina y L-Tirosina y los aldehidos aromdaticos Benzaldehido, 2-
naftaldehido, piperonal y vainillina, han demostrado tener un gran potencial para formar
una vasta variedad de arquitecturas supramoleculares. Estas moléculas tienden a
agregarse dando lugar a la formacidn de arreglos supramoleculares con distintos grados de
anisotropia en la distribucién de sus interacciones. Esta capacidad de interaccién tan
variada se vio reflejada en la numerosa y diversa cantidad de materiales obtenidos a partir
de estos bloques de construccidn, entre los que se encuentran los organogeles, los cristales
liquidos, los sélidos monocristalinos y los mesocristales. La obtencién de cada uno de estos
materiales fue modulada a través del control riguroso de las condiciones fisicoquimicas
que rigen el fendmeno de autoensamblado, como son la fuerza iénica del medio, la
naturaleza del solvente, el tratamiento térmico empleado antes y durante la formacién del
ensamble o los cambios repentinos en la acidez del sistema. Las derivatizaciones
incorporadas al esqueleto aminoacidico permitieron la utilizacion de solventes no polares
para algunos de estos experimentos, lo cual dio como resultado la obtencién de varios
materiales innovadores que no podrian haber sido obtenidos empleando tanto los
precursores aislados como las derivatizaciones mas frecuentes encontradas en
bibliografia, que son aquellas realizadas empleando la formacién de un enlace peptidico. A
modo de prueba de concepto, la capacidad de gelificacion de estas nuevas plataformas fue
testeadas frente a sistemas complejos de interés tecnolégico, como el crudo patagénico,
dando resultados muy prometedores.

Gracias a la busqueda exhaustiva de condiciones de cristalizacién 6ptimas, junto
con la implementacién de experimentos de resolucién estructural de cristales Unicos en
una linea de luz sincrotrén, fue posible resolver las estructuras cristalinas de la gran
mayoria de las moléculas sintetizadas. Adicionalmente, para algunos compuestos se
pudieron estudiar dos estados de carga distintos, como los switeriones y los aniones
presentes en sales de cloruro. Toda esta informacion estructural resulté esencial para
poder comprender de manera precisa el rol que cumplen las interacciones
supramoleculares en el fenédmeno de interaccién de cada una de estas moléculas entre si
y con su entorno.

A lo largo de este capitulo se han presentado varios ejemplos en los que se ha
podido observar cémo la introduccién de un grupo hidroxilo en la posicién para de un anillo
aromatico, tanto sea en el grupo residual del aminodcido o en el correspondiente al
aldehido, conlleva a cambios excepcionales en la quimica supramolecular de una sustancia.
Principalmente, el agregado de esta funcionalidad altera la divergencia supramolecular de
la red de interacciones desarrollada, lo cual impacta de manera directa en la formacién de
los diversos ensambles moleculares que actlian como bloques de construccion de los
materiales obtenidos. Claros ejemplos de este impacto se han dado tanto para los
materiales sélidos, como sucede al comparar la distribucién de zonas de interaccidén que se
genera en las estructuras cristalinas de los derivados de L-Fenilalanina y el caso particular
del compuesto 1.f (Figura 7), como en solucién, al observar las distintas tendencias a la



pérdida de la agregacion por temperatura observadas para los derivados de L-Tirosina y el
caso del compuesto 2.d (Figura 29).

Al mismo tiempo, a lo largo de este capitulo se han discutido extensamente al
menos dos maneras experimentales de enmascarar este efecto de alteraciéon en la
divergencia supramolecular empleando un solvente de constante dieléctrica elevada,
como el DMSO, o un pH lo suficientemente basico como para cargar negativamente los
compuestos y favorecer el desagregado por la repulsidn electroestdtica. Estas técnicas han
sido utilizadas, en «casi todos los compuestos, para sintetizar organogeles
supramoleculares a través del desarrollo de redes extendidas de interaccién (Figura 42).
Utilizando diversas microscopias hemos podido observar que, mas alla de la derivatizacién
implementada, la tendencia a formar fibras en estado sélido que se ha reportado
previamente para estos dos aminodcidos ha sido conservada. No obstante, el grado de
cristalinidad de estas fibras se ha visto fuertemente alterado, a un punto tal que muchas
de estas han sido descriptas con el mismo grado de orden macroscépico (en términos de
lados bien definidos, adquisicion de morfologias regulares y baja variabilidad en los
tiempos de decaimiento de fluorescencia), usualmente empleado para cristales Unicos.
Nuevamente, estos resultados permiten ejemplificar de manera clara el rol que cumple la
divergencia supramolecular y el factor de forma en el grado de cristalinidad y, en ultima
instancia, en las propiedades del material obtenido.

El grado de similitud en la capacidad de interaccién supramolecular que se observé
entre el derivado de L-Fenilalanina con un hidroxilo en la posicién para del anillo aromatico
del aldehido, el compuesto 1.f, y los derivados de L-Tirosina. De la misma manera, también
se pudo demostrar la similitud reciproca entre el derivado de L-Tirosina cuyo aldehido
presenta un residuo voluminoso, el compuesto 2.d, y los derivados de L-Fenilalanina.
Ambos son un claro ejemplo de la capacidad de “imitar” la quimica supramolecular de una
dada sustancia objetivo introduciendo alteraciones especificas en las estructuras
moleculares. En nuestro caso, esto se logré mediante la elecciéon de la unidad incluida
mediante la derivatizacién. Esta capacidad de “simular comportamientos
supramoleculares” partiendo de precursores diferentes, resulta esencial a la hora de
disefiar racionalmente nuevas moléculas que busquen reproducir la respuesta que tiene
un determinado compuesto en un dado entorno. En lineas generales, contar con nuevas
herramientas que permitan simular, o sintetizar, sistemas bioinspirados resulta
fundamental para diversas aplicaciones tecnoldgicas, como el disefio de nuevos farmacos.

Empleando un abordaje integral a través de multiples técnicas espectroscépicas,
en complementariedad con cdlculos de energia y optimizacién estructural por DFT, se
pudo proporcionar informacién sobre la naturaleza del fenémeno de autoensamblado de
todas estas moléculas bajo distintas condiciones experimentales. Estos resultados
permitieron proponer un modelo de agregacién basado en la formacién de dos tipos de
arquitecturas marcadamente diferenciables.

Por un lado, en todos aquellos casos donde la divergencia supramolecular resulté
ser baja, como en el caso de los derivados de L-Fenilalanina, salvo el compuesto 1.f, y en
2.d, se espera la formacion de estructuras bidimensionales extendidas con una morfologia
similar a la de una lamina 3, denominadas también bicapa 3 por su naturaleza no covalente.
Este tipo de estructuras bilamelares son frecuentemente encontradas en la naturaleza,
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principalmente en compuestos anfifilicos o en proteinas con un alto contenido de
aminoacidos hidrofébicos cuando estos son expuestos a medios polares. La implicancia de
la conformacién de este tipo de estructuras en su potencial citotoxicidad, asi como su
similitud con estructuras biogénicas supramoleculares reportadas para proteinas vy
pequefios metabolitos, se discutird en detalle en el Capitulo V.

Por otro lado, para todas aquellas moléculas en las que se observé un grado de
divergencia mayor, como es el caso de los derivados de la L-Tirosina, salvo el compuesto
2d, y en 1.f se identificé el desarrollo de una red isotrépica de interacciones
intermoleculares extendida en el espacio que conllevdé a un aumento en el grado de
cristalinidad de los sélidos obtenidos. Sélo en un Unico caso, que fue en la especie
switeridnica del compuesto 2.a, se observé la formacién de una entidad supramolecular
dimérica estable que se comporté de manera similar a lo que hubiera sido esperado para
un bloque de construccion convergente. La posicidn y orientacién de los grupos amino,
carboxilato e hidroxilo, junto la capacidad de adquirir una conformacién semi—plegada que
expone el centro aminoacidico, pero no aleja del todo el grupo hidroxilo, fue esencial para
permitir la formacién de este bloque de construccion.

Por ultimo, todos casos presentados anteriormente sirven para ejemplificar la
utilidad de contar con herramientas que permitan cuantificar y predecir el grado de
cristalinidad de un sistema en términos de un continuo de posibles valores, y no como una
propiedad binaria, la cual estd o no presente en el sistema de estudio. Para esto es esencial
poder describir tanto la divergencia supramolecular del bloque de construccién empleado,
como el factor de forma adquirido por este en un dado ensamble, dos herramientas que ya
estaban previamente discutidas en bibliografia para otros sistemas en otras ramas de la
ciencia, pero que fueron introducidas para el estudio de la quimica supramolecular de
pequenas moléculas durante este trabajo de tesis (Figura 51).
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Figura 51. Relacién entre la estructura de un compuesto y el material sélido desarrollado.
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Experimental

Instrumentacion

Los espectros UV-Vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron ldmparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).
Las microscopias épticas de luz polarizada se realizaron utilizando un microscopio triocular
Nikon SMZ-745T con un sistema de iluminacién Nikon Ni-150. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa MicrometricsTM SE Premium para las
mediciones y el programa ImageJ’® para el andlisis.

Microscopia electrénica de barrido en alto vacio y en condiciones
ambientales (SEM)

La obtencién de imagenes de alta resolucién por dispersidén de un haz de electrones
se realizé utilizando un microscopio Carl Zeiss NTS - SUPRA 40 en alto vacio, disponible
en el centro de Microscopia Avanzada, DF, FCEN - UBA. La obtencién de imagenes de alta
resolucion en condiciones ambientales se realizé empleando un microscopio Quanta 250
Field Emission Gun operando a 15kV disponible en el Instituto de Investigacion e Ingenieria
Ambiental, UnSam. Las muestras estudiadas a alto vacio fueron purificadas y secadas
previamente y se las sembrd sobre sobre cinta de carbdn soportada en pines de aluminio
aptos para SEM. Las muestras estudiadas en condiciones ambientales fueron sembradas
sobre cintas de carbén sin acondicionamiento previo.

Microscopia confocal de imagen de tiempo de vida de fluorescencia
(FLIM)

Los experimentos de microscopia confocal de imagenes de tiempo de vida de
fluorescencia fueron realizados con un equipo Abberior Expert Line empleando un laser
pulsado de excitacion de 375 nm para las moléculas en solucién. Para la detecciéon se
emplearon fotomultiplicadores hibridos con filtros pasabajos de 405 nm. El tiempo de
exposicién por pixel fue seleccionado especificamente para cada muestra como una
soluciéon de compromiso entre tiempo de captura de imagen e intensidad de fluorescencia
detectada. La electrénica empleada para la adquisicidon fue un médulo HydraHarp 400 de
PicoQuant trabajando a una tasa de repeticién de 20 MHz. Las imagenes de FLIM se
construyeron considerando tiempos de vida de fluorescencia 1.5ns a 3ns para los casos de
moléculas sin sonda y 2ns a 6ns para aquellas obtenidas en presencia de AQui. El analisis
de las imagenes de FLIM se realizé empleando el software SymphoTime 64 de PicoQuant
y macros propias programadas en ImagelJ. Los tiempos de vida de fluorescencia fueron
modelados empleando un modelo mono exponencial.

Medidas de difraccion de rayos X de cristal unico

Todos los cristales presentados durante este capitulo fueron estudiados
empleando tres sets ups experimentales distintos.



Para las medidas a temperatura ambiente se empledé un difractémetro Oxford
Diffraction Gemini E con radiacién Mo Ka (A = 0,71 A) y Cu Ka (A = 1,54 A) con un
monocromador de grafito, disponible en el INQUIMAE (FCEN-UBA). Las estrategias de
medida, asi como el procesamiento de los datos, fueron realizados utilizando el programa
CrysAlis Pro.”* Un método gausiano implementado en WinGX’? o un modelo numérico
fueron utilizados para realizar la correccién por absorcion.

Los experimentos a baja temperatura de los cristales de 2.e, junto con los
experimentos de difraccion de rayos X de las estructuras mesoestructuradas fueron
medidos en la linea MX2-LNLS del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, Brasil) usando longitud de onda A = 0,80 A, mientras que el resto de los datos
adquiridos a baja temperatura fueron colectados en la linea MANACA-Sirius, usando una
longitud de onda de A = 0,67 A. Los datos fueron colectados usando un detector de area
PILATUS2M (Dectris). Debido a que ambas lineas de difraccion estan disefiadas
especialmente para macromoléculas, fue necesario colectar datos de multiples angulo
Kappa para evitar la carencia de completitud a grandes angulos.” Para esto se empled una
cabeza goniométrica mini-kappa. Las medidas fueron realizadas a 100 K y la reduccién de
datos fue hecha con el software XDS,’* empleando el protocolo de trabajo
MANACAutoproc.”” Los datos fueron corregidos por los efectos de absorcion utilizando
un método empirico implementado en el software XDS.”¢

Las estructuras fueron resueltas utilizando el programa Olex2’” con la metodologia
ShelXL” y refinadas utilizando el programa ShelXL. Los atomos distintos de hidrégeno
fueron refinados anisotrépicamente. Los dtomos de hidrogeno fueron incluidos, en su
mayoria, en la posicidén calculada geométricamente sobre segun el tipo de enlace formado
y se les asignd un parametro término extrapolado del calculado para su atomo parental.
Los atomos de hidrégeno unidos al agua fueron localizados en los mapas de Fourier de
cada estructura, y se les asignd una posicidn relativa fija con un pardmetro de
desplazamiento isotrépico. Debido a que, en algunas estructuras, el &tomo de Cl (CI1) se
encontraba desordenado, este se desdoblé en dos dtomos de cloro independiente en dos
sitios distintos con ocupancias de 0.26 y 0.74. El desorden no fue modelado para ninguna
de las moléculas de solvente por lo que estas presentan elipsoides de mayor tamafio.

Las estructuras fueron subidas a la base de datos cristalografica de Cambridge con
cddigos de referencia; 1984179 para el switeridn de 2.e, 2322151 para la sal de cloruro del
compuesto 1.e, 2322152 para la sal de cloruro del compuesto 2.a, 2322154 para el switeridn
del compuesto 1.f, 2322157 para el switerién del compuesto 1.d, 2322158 para el switeridn
del compuesto 2.f, 2322159 para el switerién del compuesto 2.a, 2322160 para la sal de
cloruro del compuesto 1.d, 2322162 para la sal de cloruro del compuesto 1l.a, y 2322155
para la sal de sodio del compuesto 1.d.

Metodologia computacional

Los calculos de estructura electrénica empleando la teoria del funcional de la
densidad (DFT) fueron realizados utilizando el programa ORCA.” El funcional utilizado
fue BP86 en conjunto con un set de bases de Ahlrichs def2-SVP y una triple correccién de
dispersion (DFT-D3). En todos los casos se empled la aproximacion por resolucién de la
identidad. Los calculos de SCF fueron del tipo de spin polarizado y se utilizé un criterio de
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convergencia de 1078 Eh en energia y 5.10~7 como elemento maximo de error tolerable en
el vector de DIIS. En todos los casos la grilla de integracién final fue elevada a 6 para
garantizar la precisién de los valores obtenidos.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Para el estudio del mecanismo de ensamblado durante el proceso de gelificacién se
realizaron medidas resueltas en el tiempo cada 5 minutos y a temperatura variable, cada
5°C desde 25°C a 45°C. Las medidas se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker AM-
500 MHz, disponible en UMYMFOR, FCEN-UBA. Las muestras fueron estudiadas en
oxido de deuterio—d; (D;O), deuterdxido-d; de sodio (NaOD) o dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds). Los valores de los desplazamientos quimicos (8, ppm) son
reportados referidos a la sefial del solvente empleado. Las constantes de acoplamiento (J)
se presentan en Hz. La multiplicidad de las sefales de *H RMN se indican mediante las
abreviaturas: s, singlete; d, doblete; dd, doble doblete; t, triplete; m, multiplete. La
obtencion de los espectros, su correccion y el tratamiento de los datos fue realizado con el
software MNova 14.3.2 de MestreLab.

Espectroscopia electrénica a temperatura variable

Los espectros UV-Vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron ldmparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).
Para los experimentos a temperatura variable se utilizé un termoestatizador Lauda RE 207
con una mezcla de etilenglicol:agua 70:30 como fluido de transferencia de calor.

Sintesis de los compuestos

Los compuestos de este capitulo se sintetizaron siguiendo procedimientos
reportados previamente en bibliografia para compuestos similares, pero con algunas
modificaciones para adaptarlos a las distintas solubilidades y reactividades de cada par de
aldehido y aminoacido en especifico.!* Todos los reactivos y solventes empleados en la
sintesis se obtuvieron de manera comercial y se utilizaron sin purificaciéon previa. El
metanol utilizado fue destilado antes de cada sintesis. Todas las reacciones se realizaron
en condiciones aerdbicas.

A continuacidn, se describe el protocolo general de sintesis y en la tabla se indican
las cantidades especificas de aminoacido, aldehido, base y agente reductor empleados para
cada compuesto. Las condiciones de reaccién de cada uno de los pasos y para cada uno de
los pares aminoacido—aldehido, fueron optimizadas por Cromatografia de Capa delgada
(CCD) y RMN. Todos los compuestos obtenidos luego de la acidificacion resultaron ser
insolubles en agua, acetonitrilo, metano y etanol, pero solubles en DMSO.

Protocolo: Una cantidad de aminoacido (4,71 mmoles) e hidréxido de litio (7,06
mmoles) se suspende en metanol anhidro y se calienta hasta disolucién total de ambos
solidos. A esta solucion se le agrega el aldehido (4,71 mmoles) y se lleva a reflujo por 4
horas. Luego del agregado del aldehido la solucién adquiere una coloracién amarilla
intensa. Al seguir la reaccién por CCD se observa una apreciable disminucién de la mancha
correspondiente al aldehido. A la solucidn resultante se le agrega el NaBH, (9,42 mmoles)
en bafio de hielo y se deja reaccionar a baja temperatura por un periodo de dos horas. En



este paso la solucién pierde su coloracidn caracteristica y se vuelve incolora. Para finalizar,
la solucién es acidificada con HCI (¢) hasta pH=5, lo cual conlleva a la aparicién de un sélido
blanco de aspecto fino. Es sélido es purificado a través de lavados sucesivos con agua,
etanol y acetona y caracterizado por técnicas espectroscépicas.

Cantidades: Masas utilizadas para 500 mg de aldehido. Todas las masas estan
expresadas en miligramos (mg).

Aminodacido Base Aldehido NaBH,

1.a 778 169 500 356
2.a 854 169 500 356
1.d 529 115 500 242
2.d 580 115 500 242
l.e 550 120 500 252
2.e 603 120 500 252
1.f 543 118 500 249
2.f 595 118 500 249
Caracterizacion.

1.a: Datos para la sal de sodio. RMN *H (500 MHz, D,O) 6=7,34 - 7,17 (m, 8H), 7,17
- 7,10 (m, 2H), 3,69 - 3,63 (m, 1H), 3,48 (d, /= 12,7 Hz, 1H), 3,29 - 3,22 (m, 1H), 2,84 (dd, J
= 13,4, 6,2 Hz, 1H), 2,78 (dd, J = 13,5, 7,6 Hz, 1H), UV-Vis en solucién acuosa basica,
Amax=220nm, 258nm; en DMSO A,,4,=259nm, 265nm, 309nm, Frecuencias de FT—IR
(KBr): v(O—H) = 3174 cm™, v(O—H) = 3100 cm~%, v(C=0) = 1607 cm™3,
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1.d: Datos para el switerion. RMN *H (500 MHz, DMSO) 6= 7,89 - 7,75 (m, 4H),
7,66 (s, 1H), 7,51 - 7,43 (m, 3H), 7,39 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,25 (dq, J = 13,3, 7,0 Hz, 6H), 3,96
(d, J=13,9Hz,1H),3,79(d, J=13,9 Hz, 1H), 3,35 (d, / = 13,5 Hz, 1H), 2,97 (dd, J = 13,6, 5,9
Hz, 1H), 2,87 (dd, J = 13,6, 7,5 Hz, 1H), 2,52 - 2,48 (m, 9H), UV-Vis en solucién acuosa
basica, A;;4x=224nm, 275nm; en DMSO A,,4,=277nm, 306nm, 320nm, Frecuencias de FTIR
(KBr): v(O—H) = 3029,8 cm~, v(C=0) = 1616,1 cm™™.



T T T T T T
3600 3000 2400 1800 1200 600

Nuamero de onda {crn"')

1.e: Datos para la sal de sodio. RMN *H (500 MHz, DMSO) 6= 7,27 - 7,18 ppm (m,
12H), 6= 6,80 - 6,78 ppm (m, 2H), 6=6,69 — 6,67 ppm (m, 1H), 6= 5,97 ppm (m, 2H), 6=3,70
- 3,67 ppm (M), 6= 3,58 - 3,53 (m), 6= 3,27 (d), 6= 2,97 - 2,93 (m), 6= 2,85 - 2,82 (m), UV-
Vis en solucién acuosa basica, A,,,4,=233nm, 285nm, en DMSO A,,,4,=288nm, Frecuencias
de FTIR (KBr): v(O—H) =3029,7 cm~, v(C=0) = 1614,2 cm™™
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1.f: Datos para la sal de sodio. RMN H (500 MHz, D,0O) 6= 7,36 - 7,17 (m, 6H), 6,76
(d, J=2,0 Hz, 1H), 6,65 (dd, J = 8,0, 2,1 Hz, 1H), 6,53 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,55
(d, J=12,3 Hz, 1H), 3,38 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 3,35 - 3,29 (m, 1H), 2,92 - 2,78 (m, 2H), UV-
Vis en solucidn acuosa bdsica, d,;,4,=245nm, 286nm, en DMSO A,,,,,=283nm, Frecuencias
de FTIR (KBr): v(O—H) = 3402,8 cm™, v(C=0) = 1625,2 cm™.
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2.a: Datos para la sal de sodio: RMN 'H (500 MHz, D,0O) 6=7,32 - 7,18 (m, 5H), 6,84
(d, J=8,4Hz, 2H), 6,44 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,81 (s, 2H), 3,64 (d, /= 12,7 Hz, 1H), 3,45 (d, J =
12,7 Hz, 1H), 3,17 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 2,65 (d, J = 6,8 Hz, 2H), UV-Vis en solucién acuosa
basica, A,,,4,=240nm, 283nm, en DMSO 4,,,,,=281nm, Frecuencias de FTIR (KBr): v(O—H)
=3408,6 cm™%, v(N—H) = 3176,7 cm~%, v(C=0) = 1578,9 cm™™.
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2.d: Datos para la sal de sodio: RMN *H (500 MHz, D,0O) 6= 7,85 - 7,76 (m, 5H), 7,62
(s,1H),7,50-7,41 (m,3H), 7,32 (dd, /= 8,4,1,6 Hz, 1H), 6,93 - 6,83 (m, 2H), 6,52 — 6,44 (m,
3,61(d,J=13,1Hz, 1H),3,22 (t, /= 6,7 Hz, 1H), 2,68 (dd, J =
6,7, 3,1 Hz, 2H), UV-Vis en solucién acuosa bdsica, A,,4,=224nm, 246nm, en DMSO
Amax=278nm, Frecuencias de FTIR (KBr): v(O—H) = 3419,6 cm™, v(N—H) = 3177,5 cm™},
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2.e: Datos para la sal de sodio. RMN *H (500 MHz, DMSO) 6= 7,04 - 6,95 ppm (d, J
= 8,4 Hz, 2H), 6=6,86 — 6,78 ppm (m, 2H), 6= 6,74 - 6,67 ppm (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6= 6,69 -
6,59 ppm (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6= 6,04 - 5,93 ppm (s, 2H), 6= 3,73 - 3,65 ppm (d, J = 13,4 Hz,
1H), 6= 3,61 - 3,50 ppm (d, J = 13,4 Hz, 1H), 6= 3,26 — 3,19 ppm (t, J = 6,6 Hz, 1H), 6= 3,20
- 3,10 ppm (s, 1H), 6= 2,88 - 2,80 ppm (dd, J = 13,8, 6,2 Hz, 1H), 6= 2,79 - 2,69 ppm(m, 1H),
UV-Vis en solucidén acuosa basica, 1,,4,=239nm, 287nm, Frecuencias de FTIR (KBr): v(O—
H) =3376,9 cm™, v(N—H) = 3180,2 cm™3, v(C=0) = 1577,6 cm™™.
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2.f: Datos para la sal de sodio: RMN H (500 MHz, D,0) 8= 6,92 (d, J = 7,4 Hz, 3H),
6,78 (s, 1H), 6,66 (d, /= 7,3 Hz, 1H), 6,52 (t, J = 8,7 Hz, 5H), 3,71 (s, 3H), 3,54 (d, /= 12,0 Hz,
1H), 3,37 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 3,31 (s, 1H), 3,25 (s, 1H), 2,71 (s, 2H), UV-Vis en solucién
acuosa basica, 1,,4,=220nm, 242nm, en DMSO 4,,,,=279nm, Frecuencias de FTIR (KBr):
v(O—H) =3394,1 cm™, v(N—H) = 3128,0 cm™, v(C=0) = 1575,1 cm™.
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Sintesis de los materiales mesoestructurados
Geles supramoleculares

Los geles supramoleculares fueron sintetizados utilizando la metodologia de
sobresaturacién térmica, que consiste en calentar una suspension del agente gelificante
en el solvente seleccionado hasta la disolucién total, para luego bajar la temperatura hasta
alcanzar el punto de sobresaturacion. La formacién del gel se evidencia por un cambio la
consistencia de la muestra y se verifica empleando el ensayo del tubo invertido. La
proporcién de agente gelificante para cada solvente fue puesta a punto en funcién del
ensayo realizado y se encuentra debidamente informada en el apartado de discusion
correspondiente.

Mesocristales

Los sdélidos mesocristalinos fueron sintetizados a través del secado directo de
soluciones de igual concentracién de 1.e y 2.e y distinta concentracion de NaOH, variando
de 5 a 0,22M por medio de diluciones sucesivas empleando una placa multiwells. El
material obtenido fue lavado con agua y secado al vacio.
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Informacion Suplementaria del
Capitulo Il

Tablas cristalograficas.

Tabla S1. Tablas cristalogréficas para la estructura de la sal de cloruro del compuesto 1.a

Tabla de distancias de enlace Tabla de angulos de enlace
Atomo Atomo D's:;';c'a Atomo Atomo Atomo An(%;' lo
o1 cé 1.264(2) C14 N1 Cc8 113.18(16)
N1 Cc8 1.507(3) C24 N2 C3 109.10(17)
N1 Cl4 1.503(3) C18 Cc1 C10 120.0(2)
04 C4 1.193(3) C18 Cc1 C26 118.9(2)
N2 C24 1.493(3) C26 Cl C10 121.0(2)
N2 C3 1.495(3) 04 C4 03 125.8(2)
02 Cé 1.225(3) 04 C4 Cl4 122.5(2)
o3 C4 1.297(3) O3 C4 Cl4 111.7(2)
C1 c10 1.514(3) o1 Cé C24 115.89(17)
C1 C18 1.395(3) 02 Cé o1 124.63(19)
C1 C26 1.399(3) 02 Cé C24 119.47(17)
C4 Cl4 1.529(3) N1 C8 C16 111.95(17)
Cé C24 1.545(3) C1 C10 C24 109.80(17)
Cc8 Cl6 1.510(3) C20 C12 Clé6 120.1(2)
Cc10 C24 1.533(3) N1 Cl4 Cc4 109.88(17)
C12 Cl6 1.401(3) N1 Cl4 C17 109.70(17)
C12 C20 1.394(4) C17 Cl4 C4 111.20(18)
Cl4 Cc17 1.528(3) C12 Cl6 C8 119.9(2)
C16 Cc28 1.399(3) C28 Cl6 C8 121.0(2)
C18 Cc9 1.393(4) C28 Cl6 C12 119.1(2)
C20 Cc2 1.386(4) Cc9 C18 C1 120.7(2)
C22 Cc17 1.519(3) C2 C20 C12 120.5(3)
C22 c23 1.379(4) C23 C22 C17 121.8(2)
C22 C15 1.367(4) C15 C22 C17 121.5(2)
C26 C11 1.399(3) C15 C22 Cc23 116.6(3)
C28 c21 1.385(4) N2 C24 Cé 108.42(16)
C30 Cc3 1.507(4) N2 C24 C10 110.49(16)
C30 C13 1.390(5) Cc10 C24 Cé 110.67(17)
C30 C29 1.390(4) C1 C26 C11 120.2(2)
C32 Cc9 1.381(5) c21 C28 Cl6 120.5(3)
C32 C11 1.388(4) C13 C30 C3 121.0(3)
C2 c21 1.398(5) C29 C30 Cc3 120.8(3)
C19 C5 1.360(5) C29 C30 Cc13 118.1(3)
Cc19 Cc23 1.392(4) Cc9 C32 Cc11 120.0(2)
C5 C31 1.352(6) C20 C2 c21 119.6(3)
C25 c27 1.355(6) C22 C17 Cl4 111.5(2)
C25 C29 1.416(5) C32 Cc9 C18 120.1(3)
C13 c7 1.387(4) C5 C19 c23 120.9(3)
Cc27 c7 1.385(6) C31 C5 C19 118.0(3)
C15 C31 1.393(5) C28 c21 C2 120.3(3)
C32 C11 C26 120.1(3)

C22 C23 C19 121.5(3)



N1
N1
N2
03

Tabla S2. Tablas cristalograficas para la estructura de la sal de cloruro del compuesto 1.d

H1A

H1B

H2A
H3

N2
C27
C7
C25
C27
C30
C22
C5

C3
C25
C13
C27

C7
C29
C15
C3l

Tabla de puentes de hidrégeno

A

o1t
Ccl1
022
013

d(D— d(H—
H)/R A)/R
0.91 1.83
0.91 2.19
0.91 1.98
0.84 1.68

C30 115.3(2)
Cc29 120.3(3)
C30 121.6(3)
c7 120.5(3)
C13 119.4(4)
C25 120.0(3)
C31 121.4(3)
C15 121.5(4)

d(D— D—H—

A)/R A/°
2.685(3) 155.5
3.081(2) 166.6
2.876(3) 166.9
2.516(3) 170.8

1-1/2+X,3/2—Y,1—-Z; 23/2—X,—1/2+Y,—Z; 31—X,1-Y,+Z

Tabla de distancias de enlace

Atomo

o1
04
N1
N1
C1
C1
C1
C4
C4
Cé
C8
C8
C10
C10
C12
C14
Clé6
C18
C22
C11
C3
C13
Cc7
C2
C17
02
03
C5

Capitulo IIT

. Distancia
Atomo (A)
Cé 1.206(7)
Ccé6 1.321(6)
C20 1.484(6)
C15 1.510(6)
Cc8 1.413(7)
Clé6 1.409(7)
C1l1 1.424(7)
C10 1.397(7)
c7 1.391(8)
C20 1.516(7)
Cl4 1.413(7)
C2 1.423(7)
C12 1.505(7)
C18 1.393(7)
C20 1.543(7)
C13 1.372(7)
C22 1.354(7)
C19 1.388(8)
C13 1.439(7)
C3 1.358(7)
c9 1.412(8)
C15 1.495(7)
Cc17 1.373(8)
c9 1.362(8)
Cc19 1.392(8)
c21 1.327(12)
c21 1.257(11)
c21 1.475(13)

Atomo

C20
C8
Clé6
Clé6
Cc7
o1
o1
04
C1
C14
C14
C4
C18
C18
C10
C13
C22
C19
N1
N1
Cé
Cleé
C3
C11
C14
C14
C22
C17
C13
Cc9
Cc7
C2

Tabla de angulos de enlace

Atomo Atomo

N1
C1
C1
C1
C4
Cé
Cé
Cé
C8
C8
C8
C10
C10
C10
C12
C14
Clé
C18
C20
C20
C20
C22
C11
C3
C13
C13
C13
Cc7
C15
C2
C17
Cc9

C15
C11
C8
C11
C10
04
C20
C20
C2
C1
C2
C12
C4
C12
C20
C8
C1
C10
Cé
C12
C12
C13
C1
Cc9
C22
C15
C15
C4
N1
C8
C19
C3

Autoensamblado de Pequefias Moléculas

Angulo
©)
117.5(4)
118.4(5)
118.7(5)
122.9(5)
121.2(5)
125.9(5)
124.8(5)
109.2(4)
119.1(4)
119.3(4)
121.6(5)
120.8(5)
117.765)
121.5(4)
114.6(4)
121.4(5)
121.5(5)
121.1(5)
111.1(4)
111.0(4)
110.0(4)
120.4(5)
121.2(5)
120.4(5)
118.6(5)
120.7(5)
120.7(5)
120.3(5)
113.1(4)
120.8(5)
119.5(5)
120.1(5)
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D

04
N1
N1
C20
02

H

H4
H1A
H1B
H20
H2A

C18
02
03
03

C19

C21 C5
C21 o2
C21 C5

Tabla de puentes de hidrégeno

A

cl1
cint
Cl1?
013
03¢

d(D—
H)/R
0.84
0.91
0.91
1.00
0.84

d(H—

A)/R
2.19
2.28
2.46
2.35
1.87

d(D—
A)/R
2.963(4)
3.150(5)
3.164(5)
3.159(6)
2.664(11)

C17

120.2(5)
114.4(9)
121.6(10)
124.009)

D—H—
A/°
153.3
160.7
134.1
137.7
157.2

1—X,1/2+Y,3/2—2Z; 2—X,1/2+Y,3/2—Z; 31+ X,+Y,+Z; *1/2+X,1/2—Y,2—Z

Tabla S3. Tablas cristalograficas para la estructura del switerién del compuesto 1.d

Tabla de distancias de enlace

Atomo

o1
02
N1
N1
C1
C4
C4
C4
Cé
C8
C8
C8
C10
C12
C12
C12
Cl14
Cl14
C5
C3
C13
Cc7
C15
C2
C17

Atomo

C1
C1
C10
C20
C10
Cé
C18
C20
Clé6
Cl4
Clé6
C13
C11
C5
C11
C15
C18
C3
C17
C19
Cc7
C19
C2
Cc9
Cc9

Distancia
¢:))
1.2501(13)
1.2586(14)
1.5048(13)
1.4924(13)
1.5486(16)
1.4158(16)
1.3809(15)
1.5160(14)
1.3769(15)
1.4201(17)
1.4167(15)
1.4246(15)
1.5311(15)
1.3992(16)
1.5116(15)
1.3980(16)
1.4224(15)
1.4262(15)
1.3926(16)
1.3759(16)
1.3734(17)
1.4116(18)
1.3945(16)
1.3917(17)
1.3911(17)

Atomo

C20
o1
o1
02
Cé

C18

C18

Clé6

C14

Clé6

Clé6
N1
N1

C11
C5

C15

C15
C8
C8

C18
Cé
C4
N1

C17

C12

C19
Cc7

C13
C2
Cc9
Cc9

C17
C3

Tabla de angulos de enlace

Atomo Atomo An(%;' lo
N1 C10 113.16(8)
C1 02 125.61(10)
C1 C10 117.2009)
C1 C10 117.17(9)
C4 C20 122.57(9)
C4 Ccé6 119.41(10)
C4 C20 117.9909)
Ccé6 C4 120.36(10)
C8 C13 119.61(10)
C8 Cl4 118.74(10)
C8 C13 121.65(10)
C10 C1 108.34(8)
C10 Cl11 106.46(8)
C10 C1 112.17(8)
C12 Cl11 120.74(10)
C12 C5 118.61(10)
C12 Cl11 120.60(10)
Cl4 C18 118.96(10)
Cl4 C3 118.59(10)
Cl4 C3 122.45(10)
Cle C8 121.25(10)
C18 Cl4 121.27(10)
C20 C4 113.37(9)
C5 C12 120.68(10)
C11 C10 114.5009)
C3 Cl4 120.49(11)
C13 C8 120.32(11)
Cc7 C19 120.30(10)
C15 C12 120.78(10)
C2 C15 119.97(11)
C17 C5 120.15(10)
c9 C2 119.79(11)
C19 Cc7 120.68(11)

Tabla de puentes de hidrégeno



N1
N1

Tabla S4. Tablas cristalogréficas para la estructura de la sal de sodio del compuesto 1.d

H1A
H1B

A

02!
01?

d(D—
H)/R

d(H— d(D— D—H—
A)/R A)/R A/°
1.84 2.7362(17)  167.0
1.91 2.8101(15)  167.6

1+X,+Y,+Z; 21—X,—Y,1-Z

Tabla de distancias de enlace

Atomo

Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
o1
O3
N1
N1
C1
C1
C4
C4
Cé
Cc8
C10
C12
C12
Cl4
C14
Cl6
Clé6
Cl6
C18
C20
C11
C3
c7
Cc2
Cc2

i Distancia
Atomo R)
Nall! 3.4779(2)
Nal? 3.4779(2)
04 2.4103(19)
06 2.5212(19)
07? 2.3613(17)
o7 2.3401(17)
05! 2.3650(16)
05 2.3217(16)
C8 1.264(2)
C8 1.255(2)
Cé 1.480(2)
C18 1.482(2)
C5 1.422(2)
Cl1 1.374(3)
Cc10 1.391(3)
Cc7 1.393(3)
c11 1.511(3)
C18 1.539(2)
C12 1.395(3)
C20 1.397(3)
C13 1.515(3)
C5 1.420(3)
C9 1.373(3)
C5 1.425(3)
C3 1.422(3)
c17 1.421(3)
C13 1.546(2)
Cc19 1.392(3)
C15 1.423(3)
C15 1.370(3)
C19 1.392(3)
c17 1.374(3)
Cc9 1.413(3)

12—X,—1/2+Y,1—Z; 22—
X,1/2+Y,1—Z

Capitulo IIT

Atomo

Nall!
04
04
04
06
06
o7
o7t
o7t
o7
o7t
o7
o7t
o7
o7
o7t
o7
o5
o5
052
052
052
o5
o5
052
o5
o5
o5
Nal
Nal
Cé6
Cl1
C10
N1

o1

03

03

C4
C10

Tabla de angulos de enlace

Atomo

Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
Nal
o7
05
N1
C1
C4
Cé6

C8

C8
C8
C10
C12

Atomo

Nal?
Nall!
Nal?
06
Nall!
Nal?
Nal?
Nall!
Nal?
Nall!
04
04
06
06
o7t
052
052
Na1l2?
Na1ll!
Na1ll!
Na1l2?
04
04
06
06
o7
o7t
052
Na1l2?
Na1ll!
C18
C5
(o
Cl1

C18

o1
C18
C12
C20

Autoensamblado de Pequefias Moléculas

Angulo
©)
174.25(6)
103.86(5)
80.93(5)
169.56(6)
85.14(5)
89.81(5)
42.53(4)
42.05(4)
135.80(5)
139.06(6)
90.65(6)
92.72(6)
92.68(6)
83.56(6)
175.74(5)
94.77(6)
82.91(5)
140.65(6)
42.57(4)
134.75(5)
41.61(4)
85.58(6)
98.21(6)
92.00(6)
84.28(6)
98.69(6)
83.38(5)
175.78(5)
95.42(5)
95.81(5)
114.52(15)
121.52(17)
120.23(19)
113.31(15)

117.81(15)

124.03(17)
118.12(16)
120.68(18)
118.62(19)
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o7
04
04
06
06
o7
05
05
N1
02
02

H

H7A
H4A
H4B
H6C
H6D
H7B
H5A
H5B
H1
H2A
H2B

C10
C20
Cc9
C3
C17
C17
N1
N1
C8
C19
C1
Cl4
Cl4
C1
C1
C15
C15
C12
C19
C3
C17
C2
Cl4
C20

C12
C12
Cl4
Clé
Clé
Clé
C18
C18
C18
C20
C5
C5
C5
C11
C11
C11
C3
C13
C7
C15
C2
C17
C9
C19

C13 119.81(17)
C13 121.51(18)
C5 120.67(18)
C5 118.47(17)
C5 118.84(18)
C3 122.69(18)
C8 104.79(14)
C13 114.51(15)
C13 111.23(14)
C12 120.94(19)
Clé 119.00(17)
C1 121.84(17)
Clé 119.16(17)
Cé 120.12(16)
C15 119.14(17)
Cé 120.70(16)
Clé6 121.11(17)
C18 115.68(15)

C4

119.6(2)

C11 120.74(18)
C9 120.62(19)
Clé6 120.53(18)

C2

120.2(2)

Cc7 119.87(19)

12—X,1/2+Y,1—-Z; 22—X,—1/2+Y,1-Z

Tabla de puentes de hidrégeno

A

O3
o3t
N12
(0X]
013
024
02
012
04*
N1°
o1

d(D—H)/AR

0.65(5)
0.85
0.85
0.85
0.85

0.92(4)

0.78(4)

0.87(4)

0.92(2)
0.85
0.85

d(H—A)/A

2.20(5)
2.01
2.2
2.04
2.07
1.86(4)
1.95(4)
1.93(4)
2.15(2)
1.97
1.91

d(D—A)/R D—H-—A/°
2.840(2) 169(5)
2.828(2) 161.2
3.021(2) 163.1
2.874(2) 167.2
2.879(2) 157.6
2.774(2) 171(3)
2.719(2) 167(4)
2.792(2) 172(3)
3.021(2) 158(2)
2.794(2) 163.9

2.7545(19) 172

12— X,1/2+Y,1—Z; 21—X,1/2+Y,1—Z; 31+ X, +Y,+Z; *1—X,—1/2+Y,1—Z; 5+X,1+Y,+Z

Tabla S5. Tablas cristalogréficas para la estructura de la sal de cloruro del compuesto 1.e

Tabla de distancias de enlace

Atomo

o1
04
N1
N1
C1
C1

Atomo

C10

C4
C4
C1

C4
C8

Distancia
(¢:))
1.313(4)
1.213(4)
1.491(4)
1.508(4)
1.522(4)
1.530(4)

Atomo

C1
N1
N1
C4
o1
04

Tabla de angulos de enlace

Atomo

N1
C1
C1
C1
C4
C4

Atomo

C10
C4
C8
C8
C1
o1

Angulo
©)
114.8(2)
107.6(2)
109.9(2)
112.7(3)
111.2(3)
125.6(3)



Cé Cc8 1.501(4) 04 C4 c1 123.2(3)

cé Cl4 1.376(6) Cl4 cé c8 121.8(4)
cé co 1.381(6) Cl4 cé o) 118.2(4)
C10 C12 1.490(5) co cé c8 120.0(4)
02 c17 1.412(7) cé c8 c1 113.5(3)
02 c3 1.369(10) C12 C10 N1 111.0(3)
C12 C16 1.393(7) c3 02 c17 103.9(5)
C12 c11 1.387(6) C16 C12 C10 119.8(4)
Cl4 c13 1.374(8) c11 C12 C10 119.5(4)
C16 c5 1.377(6) c11 C12 C16 120.7(4)
c17 c5 1.387(8) c13 Cl4 cé 120.7(6)
c17 c15 1.329(10) c5 C16 C12 115.7(5)
03 c5 1.348(7) c5 c17 02 108.4(6)
03 c3 1.452(8) c15 c17 02 126.7(6)
co c2 1.359(8) c15 c17 c5 124.7(5)
c11 c15 1.384(8) c5 03 c3 102.6(6)
c13 c7 1.395(12) c2 c9 cé 121.3(6)
c7 c2 1.335(12) C16 c5 c17 121.0(5)
03 c5 C16 127.0(6)
03 c5 c17 112.0(5)
c15 c11 c12 123.1(6)
02 c3 03 112.1(5)
Cl4 C13 c7 119.0(6)
c2 c7 c13 120.4(5)
c17 C15 c11 114.7(6)
c7 c2 c9 120.4(7)

Tabla de puentes de hidrégeno

D H A d(D— d(H— d(D— D—H—
H)/A A)/R A)/R A/°
01 H1 cl1 0.82 2.22 3.003(2) 160.0
N1 H1A Cl1t 0.89 2.23 3.118(2) 174.7
LeX,1+Y,+Z

Tabla Sé6. Tablas cristalogréficas para la estructura del switeridn del compuesto 1.f

Tabla de distancias de enlace Tabla de angulos de enlace
Atomo Atomo Dls:;r)lcm Atomo Atomo Atomo An(g;l lo
o1 c1 1.241(15) C12 02 Cc2 114.409)
02 c2 1.448(16) Clé6 N1 c17 116.009)
02 C12 1.368(15) o1 c1 04 127.1(12)
03 C5 1.360(13) 01 Cc1 C1e6 119.0(12)
04 c1 1.273(15) 04 c1 Clé6 113.9(11)
N1 C1leé 1.501(15) Cc8 C3 c7 118.2(12)
N1 Cc17 1.513(17) C12 c4 Cl4 122.9(12)
C1 C1leé 1.548(16) 03 C5 C12 122.2(11)
C3 c7 1.392(19) 03 C5 C15 119.4(12)
C3 c8 1.376(16) C15 C5 C12 118.4(10)
c4 C12 1.358(16) Cc8 Cé6 C10 116.7(11)
c4 Cl4 1.385(18) Cc8 Cé6 C13 121.2(12)
C5 C12 1.422(18) C10 Cé6 C13 122.0(11)
C5 C15 1.386(19) Cc9 c7 C3 121.5(12)
cé6 c8 1.395(16) C3 c8 Cé6 122.4(13)
cé6 C10 1.397(18) C10 c9 c7 118.4(14)
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Cé C13 1.501(15) co C10 Cé 122.7(13)

C7 Cco 1.384(19) C15 Cl1 Cl4 120.2(13)
Cco C10 1.369(18) 02 C12 C5 113.4(10)
Cl1 Cl4 1.412(18) C4 C12 o2 127.1(12)
C11 C15 1.381(16) C4 C12 C5 119.5(12)
C13 Clé 1.543(19) Cé C13 C16 115.1(11)
Cl4 C17 1.486(15) C4 Cl4 Cl1 117.6(10)
C4 Cl4 C17 119.5(12)
C11 Cl4 C17 122.9(12)
C11 C15 C5 121.2(12)
N1 C16 C1 111.1(10)
N1 Clé6 C13 110.0(10)
C1i3 Clé6 C1 110.1(10)
C14 C17 N1 116.6(11)

Tabla de puentes de hidrégeno

D H A d(D— d(H— d(D— D—H—
H)/A A)/R A)/R A/°
03 H3 041 0.84 1.99 2.644(12) 1339
N1 H1A 042 0.91 1.82 2.726(13) 173.3
N1 H1B 013 0.91 1.94 2.761(12) 148.8

1—X,1/2+Y,1/2—Z; 21+ X,+Y,+Z; ¥1/2+X,3/2—Y,1—Z

Tabla S7. Tablas cristalograficas para la estructura del switeridn del compuesto 2.a

Tabla de distancias de enlace Tabla de angulos de enlace

Atomo Atomo Dls(t;r)ma Atomo Atomo Atomo An(%;l lo
o1 C4 1.361(4) C16 N1 Cl14 116.3(3)
02 c9 1.249(4) c7 c1 Cl14 119.5(3)
03 c9 1.253(4) Cc8 c1 c7 118.0(3)
N1 Cl4 1.506(5) C8 C1 Cl4 122.3(3)
N1 Cl6 1.495(5) C5 c2 Cé 121.4(3)
C1 Cc7 1.400(5) Cc8 C3 C15 120.03)
C1 Cc8 1.395(5) o1 C4 C5 118.0(3)
C1 Cl4 1.506(5) o1 c4 C12 122.3(3)
c2 C5 1.387(5) C5 c4 C12 119.7(3)
c2 Cé 1.399(5) Cc2 C5 c4 119.8(4)
Cc3 Cc8 1.385(5) Cc2 Cé C11 120.1(3)
Cc3 C15 1.388(6) C10 Cé Cc2 117.7(3)
C4 C5 1.392(5) Cc10 Cé C11 122.2(3)
Cc4 C12 1.395(5) C13 c7 C1 120.6(4)
Cé C10 1.394(5) Cc3 C8 C1 121.2(4)
Cé C11 1.515(5) 02 Cc9 03 127.4(3)
c7 C13 1.380(6) 02 Cc9 Clé6 117.0(3)
c9 Cl6 1.545(5) 03 c9 C16 115.6(3)
C10 C12 1.386(5) C12 Cc10 Cé 121.7(4)
Cl1 Clé6 1.522(6) Cé Cl11 Clé6 114.7(3)
C13 C15 1.383(6) Cc10 C12 Cc4 119.7(3)
c7 C13 C15 120.8(4)

N1 Cl4 C1 113.0(3)

C13 C15 Cc3 119.4(4)

N1 Clé6 Cc9 110.0(3)

N1 Clé6 Cl1 110.5(3)

C11 Clé6 Cc9 111.0(3)



o1
N1
N1

Tabla S8. Tablas cristalogréficas para la estructura de la sal de cloruro del compuesto 2.a

H1
H1A
H1B

Tabla de puentes de hidrégeno

A

02!
032
o1t

d(D—
H)/R
0.84
0.91
0.91

d(H—

A)/R
1.77
1.83
2.18

1-1/2+X,3/2—Y,1—Z; 2—1+X,+Y,+Z

Tabla de distancias de enlace

Atomo

o1
02
O3
N1
N1
C1
C1
C2
C2
C3
C4
C4
C5
C5
Cé
Cc7
C10
C11
C12
C12
C13

o1
N1
04
04

Capitulo IIT

Atomo

C1
C8
C8
Cé
C14
C3
Clé
C4
Cé
Cc9
Cc9
C10
Cc7
C12
C8
c11
Cleé
C15
C13
C14
C15

H1
H1A
H4A
H4B

Distancia
(¢:))
1.373(3)
1.297(3)
1.214(3)
1.498(3)
1.506(3)
1.390(4)
1.382(3)
1.514(3)
1.540(3)
1.398(3)
1.391(3)
1.391(3)
1.388(4)
1.393(3)
1.532(3)
1.388(5)
1.397(3)
1.369(5)
1.376(4)
1.505(3)
1.395(4)

Atomo

Cé
o1
o1
Cl6
C4
C1
C9
C9
C10
Cc7
N1
N1
C8
C11
02
03
03
C4
C4
C15
C5
C13
C13
C12
C12
C11
C1

d(D—
A)/R
2.612(4)
2.737(4)
2.854(4)

D—H—
A/°
177.6
176.1
130.1

Tabla de angulos de enlace

Atomo

N1
C1
C1
C1
C2
C3
C4
C4
C4
C5
Cé
Cé
Cé
C7
C8
C8
C8
C9
C10
C11
C12
C12
C12
C13
Cl4
C15
Clé6

Tabla de puentes de hidrégeno

A

cn
cit
02
01?

d(D—
H)/R
0.84
0.91
0.85
0.85

d(H—

A)/AR
2.32
2.30
1.72
1.99

Atomo

C14
C3
Clé
C3
Cé
Cc9
C2
C10
C2
C12
C2
C8
C2
C5
Cé
02
Cé
C3
Clé
Cc7
C14
C5
C14
C15
N1
C13
C10

d(D—
A)/R
3.128(3)
3.127(3)
2.540(3)
2.796(3)

Autoensamblado de Pequefias Moléculas

Angulo
©)
112.94(17)
122.1(2)
117.6(2)
120.3(2)
113.47(18)
119.5(2)
121.9(2)
118.0(2)
120.1(2)
119.8(3)
108.32(17)
106.22(17)
111.65(18)
119.7(3)
112.7(2)
125.9(2)
121.4(2)
121.2(2)
121.6(2)
120.3(3)
119.1(2)
120.1(2)
120.8(2)
119.8(3)
110.93(18)
120.2(3)
119.4(2)

D—H—
A/°
160.4
151.3
160.1
158.0
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Lo14X,—1+Y,1+Z; 21+ X,—1+Y,+Z

Tabla S9. Tablas cristalograficas para la estructura del switeridn del compuesto 1.e

Tabla de distancias de enlace Tabla de angulos de enlace
Atomo Atomo Dls:;r)ma Atomo Atomo Atomo An(f;l lo
o1 C1 1.374(5) Cl4 04 Cc17 105.2(4)
02 Cc9 1.260(6) C15 o5 Cc17 105.7(5)
03 Cc9 1.252(7) C8 N1 C10 115.3(4)
04 Cl4 1.366(6) 02 Cc9 C8 118.2(5)
04 C17 1.434(9) 03 c9 02 126.2(5)
05 C15 1.373(7) 03 Cc9 C8 115.6(4)
o5 C17 1.442(8) o1 c1 Cé 117.7(5)
N1 C8 1.495(7) O1 Cc1 (OV 122.8(4)
N1 Cc10 1.509(6) C2 C1 Cé 119.5(4)
Cc9 C8 1.517(8) C5 Cé C1 120.1(5)
C1 Cé 1.387(7) Cé C5 Cc4 121.3(5)
C1 C2 1.385(8) C5 Cc4 Cc3 117.7(4)
Cé C5 1.382(7) C5 Cc4 c7 120.6(4)
C5 Cc4 1.388(8) Cc3 Cc4 c7 121.7(5)
Cc4 C3 1.398(7) N1 C8 Cc9 110.1(4)
Cc4 Cc7 1.516(6) N1 C8 c7 109.9(4)
C8 Cc7 1.540(7) Cc9 C8 c7 110.4(4)
C3 C2 1.376(7) C2 C3 Cc4 121.4(5)
C13 Cl4 1.364(8) Cl4 C13 C12 117.7(5)
C13 C12 1.381(8) Cc3 Cc2 C1 119.9(5)
Clé6 Cl11 1.388(8) C15 Clé6 Cl11 117.8(5)
Clé6 C15 1.362(8) C4 c7 C8 113.9(4)
C11 Cc10 1.508(7) Clé6 C11 Cc10 119.5(5)
Cl1 C12 1.407(8) Cl6 C11 C12 119.6(5)
C15 Cl4 1.397(9) C12 C11 Cc10 120.8(5)
05 C15 Cl4 108.5(5)
Clé6 C15 o5 129.1(5)
Clé6 C15 Cl4 122.3(5)
04 Cl4 C15 110.3(5)
C13 Cl4 04 129.0(5)
C13 Cl4 C15 120.7(5)
C11 C10 N1 114.6(4)
C13 C12 C11 121.8(5)
04 Cc17 o5 106.7(4)
Tabla de puentes de hidrégeno
d(D— d(H— d(D— D—H—
D H A H)/R A)/AR A)/AR A/°

o1 H1l 02! 0.84 1.79 2.630(6) 175.8

N1 H1A 03? 0.91 1.79 2.701(8) 175.2

N1 H1B o1 0.91 2.20 2.879(6) 131.0

Cc10 H10B 053 1.03(8) 2.36(7) 3.182(7) 137(5)

11X, —1/2+Y,—Z; 24 X,—1+Y,+Z; 31—X,—1/2+Y,1—Z

Tabla S10. Tablas cristalograficas para la estructura del switerién del compuesto 1.f



Tabla de distancias de enlace Tabla de angulos de enlace

Atomo Atomo Dls:;r)ma Atomo Atomo Atomo An(%;' lo
O1 C1 1.249(2) C3 05 C15 115.88(15)
04 C1 1.265(2) C10 N1 C13 115.28(13)
O5 C3 1.373(2) o1 Cl 04 126.66(16)
O5 C15 1.433(2) o1 Cl C10 119.04(14)
03 C12 1.356(2) 04 Cl C10 114.30(14)
02 Cc8 1.368(2) Cé6 C4 C9 120.33(15)
N1 C10 1.499(2) C5 C4 Cé6 118.02(16)
N1 C13 1.538(2) C5 C4 C9 121.64(16)
C1 C10 1.543(2) C17 Cé6 C4 121.21(16)
C4 Ccé6 1.399(3) 02 C8 Cl6 122.49(16)
C4 Cc9 1.510(2) 02 C8 C17 117.81(16)
C4 C5 1.395(2) Cle6 C8 C17 119.68(16)
Ccé6 C17 1.387(3) N1 C10 C1 111.25(13)
Cc8 Cle6 1.386(3) N1 C10 c9 111.06(13)
Cc8 C17 1.398(3) c9 C10 C1 111.57(13)
C10 C9 1.542(2) 03 C12 Cl11 123.68(16)
C12 Cl1 1.384(3) 03 C12 C3 116.70(15)
C12 C3 1.407(2) Cl11 C12 C3 119.62(16)
C14 C13 1.503(3) Cc7 Cl4 C13 120.74(16)
C14 c7 1.389(3) Cc7 Cl4 C2 119.27(17)
C14 C2 1.406(2) C2 Cl4 C13 119.99(17)
Cl6 C5 1.395(3) C8 Clé C5 119.90(16)
Cl1 c7 1.399(3) Cé6 C17 C8 119.94(16)
C3 C2 1.389(3) C4 Cc9 C10 114.66(14)

Cl6 C5 C4 121.25(17)
C12 Cl1 Cc7 120.73(17)
05 C3 C12 115.31(15)
05 C3 C2 125.11(16)
C2 C3 C12 119.57(15)
Cl4 C13 N1 113.40(14)
Cl4 Cc7 C11 120.01(17)
C3 C2 C14 120.69(16)
Tabla de puentes de hidrégeno
d(D— d(H— d(D— D—H—

P H A H/A  AYA  AYA AP

03 H3 04! 0.84 1.79 2.622(2) 168.8

02 H2 042 0.84 1.90 2.683(2) 154.5

N1 H1A 013 0.91 2.00 2.907(2) 172.7

N1 H1B 052 0.91 2.19 3.057(3) 160.1

12 X,1/2+Y,1/2—Z; 2—1+X,+Y,+Z; 31—X,1/2+Y,1/2—Z
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Tabla S11. Parametros termoquimicos calculados para los fenémenos de desplegamiento y
dimerizacién de todos los compuestos en DMSO a temperatura ambiente y a su temperatura de
ebullicién. Los colores indican aquellos valores que se encuentran por encima (rojo) y por debajo

de 0 (verde). Todos los datos estan informados en kJ/mol

Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 25°C
AGglesp AGi)esp AG.ISJup AG.IS‘)up

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f

Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 189°C

AG AG AGE,, AGZ,,p

s
Desp

m
Desp

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f

Tabla S12. Diferencia entre los pardmetros termoquimicos calculados para los fenémenos de
desplegamiento y dimerizacion de todos los compuestos en DMSO a temperatura ambiente y a su
temperatura de ebullicién. Los colores indican aquellos valores que se encuentran por encima
(rojo) y por debajo de 0 (verde). Todos los datos estan informados en kJ/mol

Diferencia entre los valores calculados a 189°C y 25°C

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f




Tabla S13. Tabla de los parametros termoquimicos calculados para los fendmenos de
desplegamiento y dimerizacion de todos los compuestos en agua en medio basico a temperatura
ambiente y a su temperatura de ebullicién. Los colores indican aquellos valores que se encuentran
por encima (rojo) y por debajo de 0 (verde). En naranja se indican aquellos valores que se
encuentran comprendidos dentro del rango de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos
estan informados en kJ/mol

Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 25°C
AGglesp AGi)esp AGgup AG?up

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f

Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 100°C

AG;)nesp AG%esp AG.‘S‘Jup AG.?up

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f

Tabla S14. Diferencia entre los pardmetros termoquimicos calculados para los fenémenos de
desplegamiento y dimerizacién de todos los compuestos en agua en medio bdsico a temperatura
ambiente y a su temperatura de ebullicién. Los colores indican aquellos valores que se encuentran
por encima (rojo) y por debajo de 0 (verde). Todos los datos estan informados en kJ/mol

Diferencia entre los valores calculados a 100°C y 25°C

l.a
1d
l.e
1.f
2.a
2d
2.e
2.f

Calculos computacionales de los espectros electrénicos

Para estudiar la factibilidad de la existencia de dimeros en solucion (modelo
propuesto) y su posible desensamblado en conférmeros distinguibles, se empleé el calculo
del espectro de absorciéon UV-Vis utilizando la teoria del funcional de la densidad mediante
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TD-DFT (time-dependent DFT) sobre los dimeros plegados (Figura 16) y los mondémeros
plegados y desplegados. La decision de emplear entidades diméricas como la
representacidn de la arquitectura supramolecular en solucién no estd inspirada
Unicamente en lo reportado previamente para la L-Tirosina sino también en la necesidad
de encontrar una entidad capaz de ser modelada computacionalmente de manera
accesible, aunque es posible pensar en varias entidades extendidas o con distinto grado de
agregacion que podrian estar coexistiendo en estos sistemas. La simulacién se realizé
empleando un modelo de dieléctrico continuo para modelar el solvente y alineando el pico
de maxima absorcién experimental con la transicién de mayor intensidad calculada. Este
andlisis se llevé a cabo con los derivados cuyos resultados experimentales sugieren la
formacién de estos aductos supramoleculares: 2 (L-Tirosina), 2.a, 2.d, 2.e, 2.f y 1.f en agua
basica.

Luego del andlisis comparativo de los espectros experimentales determinados a
temperatura ambiente con aquellos calculados para las estructuras de los dimeros
optimizados vemos que, en la mayoria de los casos, el aspecto general del espectro, dado
por el nimero de bandas en la regién estudiada y la relacidn de intensidades entre ellas,
muestran un buen grado de acuerdo (Figura S 1).

De todos los compuestos estudiados, los derivados 2.d y 1.f (derivados
naftaldehido y vainillina, respectivamente) merecen un andlisis especial debido a la
diferencia de comportamiento que presentaron en comparacién con sus aminodcidos
precursores. Consistentemente con lo observado experimentalmente, mientras que el
primero no muestra practicamente similitud entre el espectro determinado
experimentalmente y el calculado para el ensamble dimérico (modelo propuesto a
temperatura ambiente), el segundo si parece tener un grado aceptable de concordancia
también considerando el aducto.

Por un lado, como se discutié previamente, para el caso de 2.d se esperaba que la
formacion de la estructura dimérica estuviera fuertemente inhibida por el impedimento
estérico asociado al residuo naftalénico. La presencia de un residuo de mayor tamafno y
apolar como el grupo naftaleno no solamente implica una dificultad a la hora de optimizar
el empaquetado que caracteriza al dimero si no que, ademads, brinda un gran aporte
dispersivo y de apilamiento aromdtico a las interacciones que pueden desarrollarse entre
mondémeros. A medida que la temperatura aumenta y el efecto entrdpico se agrava, el
solvente segrega aun mas este tipo de grupos apolares y voluminosos, dando lugar a la
formacion de agregados inespecificos no estructurados.

Por otro lado, el hecho de que el espectro obtenido a temperatura ambiente para
1.f presente coincidencias con el espectro calculado para el dimero, es otro claro indicio
del caracter divergente de esta especie en soluciéon. Efectivamente, este hecho concuerda
con lo predicho al estudiar el impacto que podria tener la presencia de un hidroxilo en
posicion para en este tipo de estructuras. Adicionar un grupo donor/aceptor de puentes
de hidrégeno en esa posicién puede resultar en un comportamiento semejante al
observado para la L-Tirosina debido a la presencia de su grupo fenol, propiciando la
formacion de agregados supramoleculares. En el Capitulo V se discutira en detalle cé6mo
este efecto podria impactar en la formacidn o inhibicion de estructuras del tipo amiloide.
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Figura S 1. Espectros de absorcién UV-Vis de L-Tirosina y sus derivados, y de 1.f, en agua basica a
temperatura ambiente (rosa) y el espectro simulado por TD-DFT para el correspondiente dimero
optimizado (modelo propuesto como la estructura predominante en solucién a temperatura
ambiente).

Considerando la hipétesis de la posible ruptura, total o parcial, de los dimeros
supramoleculares propuestos como las estructuras supramoleculares mds estables en
solucién y la obtencién de mondémeros al elevar la temperatura, es posible que los cambios
espectrales observados puedan ser asignados a la desaparicién de las entidades
supramoleculares con la consiguiente aparicion de los monémeros.

Para estudiar el comportamiento a alta temperatura, y poder discernir entre los
distintos estados conformacionales presentes, se realizd la simulacién de los espectros
electrénicos de los conférmeros plegados y desplegados y se llevé a cabo la comparacion
con los datos experimentales (Figura S 2). En todos los casos, salvo para la L-Tirosina, los
espectros obtenidos experimentalmente no son facilmente asignables a través de una
comparacién directa con ninguno de los espectros calculados. Esto podria estar indicando
que los resultados experimentales no reflejan el fendmeno de absorcién de luz de un Unico
estado conformacional sino, mas bien, que provienen de una poblacién de estados
conformacionales heterogéneamente distribuida.
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Figura S 2. Espectros UV-Vis obtenidos a 75°C para la L-Tirosina y sus derivados, y el compuesto
1.f (rosa). En celeste se muestran los espectros calculados para cada compuesto en su
conformacién plegada y en gris para la conformacién desplegada para los correspondientes
monomeros (modelo propuesto como la estructura predominante en solucién a alta temperatura).

Sirealizamos el mismo analisis sobre los derivados de L-Fenilalanina a 75°C (Figura
S 3) podemos observar que estos tampoco arrojan un resultado concluyente respecto ala
asignacioén del estado conformacional.
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 220 240 280 280 300 320 340 360
A (nm) A (nm)

Figura S 3. Espectros UV-Vis obtenidos para la L-Fenilalanina y sus derivados a 75°C (rosa), y los
espectros calculados para cada conférmeros plegado (celeste) y desplegado (gris) para los
correspondientes monémeros (modelo propuesto como la estructura predominante en solucién a
alta temperatura).

En conclusién, aunque los cdlculos de simulacién del espectro electrénico
realizados sobre entidades diméricas fueron consistentes con la propuesta de la existencia
de dimeros supramoleculares en solucién a temperatura ambiente, estos no fueron
concluyentes respecto a los resultados del analisis conformacional a altas temperaturas.
Sin embargo, la implementacién de estas simulaciones permitié confirmar la propuesta de
que el compuesto 1.f presentaba un comportamiento supramolecularmente divergente,
analogo al observado para la L-Tirosina y sus derivados. Al mismo tiempo, fue posible
corroborar la inhibicién que se habia propuesto para el desarrollo de entidades
supramoleculares del compuesto 2.d.
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Apéndice

Sobre la relacidon entre estructura molecular,
mecanismo de separacion de fases y las propiedades
del material resultante

La teoria de fluctuaciones de Cahn y Hilliard nos permite delimitar un marco
termodindmico para el proceso de descomposiciéon de una solucién de dos componentes
en términos de las fluctuaciones espontdneas en la concentracion.t8? Para poder visualizar
esto, imaginemos una solucién homogénea constituida por un conjunto de esferas rigidas
de dos colores distintos. Debido a su naturaleza homogénea, si la miramos desde lejos
veremos Unicamente un color. Este color estara dado por el color de sus componentes vy la
cantidad que haya de cada uno en el sistema.

Pero, si pudiéramos observar el sistema a una escala atdmico—molecular seriamos
capaces de distinguir cada uno de los componentes por separado, y notariamos que
ninguno de los dos tiene el color que habiamos apreciado macroscépicamente. Ademds,
debido al movimiento aleatorio de las particulas, se generarian regiones con mayor o
menor contenido de alguno de los componentes. Si utilizamos nuevamente la metafora de
los colores podemos imaginarnos la solucién representada con una paleta de tonos que va
desde los colores puros de los componentes individuales, hasta la mezcla proporcional de
ambos (Figura 52).

Esta representaciéon pictérica del comportamiento colectivo de un sistema en
términos del aporte de cada una de sus partes nos permite dar un soporte visual para
visualizar el fendmeno de las fluctuaciones en la concentracién local de un sistema que se
aprecia macroscépicamente homogéneo.
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Figura 52. Representacion esquematica de la escala atémico—molecular de un sistema
homogéneo.

Cahn y Hilliard proponen un modelo matematico para describir el fenémeno de la
fluctuacién en las concentraciones en términos de una onda sinusoide con una amplitud a
y un vector de onda ¢.#* Si consideramos una fluctuacién en la concentracién como un
cambio infinitesimal de esta respecto al valor medio de la contraccién, podemos modelar
este diferencial como se indica en la Ecuacién 8:

Ecuacion 8. Definicion del cambio infinitesimal en el valor de la concentracion local en el modelo de
Cahn y Hilliard

8¢ = asin(gr)

El vector de onda puede relacionarse con el periodo espacial (1) como se indica en
la Ecuacién 9. Para las ecuaciones desarrolladas de ahora en mas evitaremos el uso de la
notacién vectorial en tanto solo vamos a realizar el andlisis para la versidon
monodimensional de las expresiones. Esta reduccién en la dimensionalidad del modelo no
le quitard rigurosidad ya que las tres dimensiones espaciales pueden tratarse
independientemente en los mismos términos:

Ecuacion 9. Relacidn entre el vector de onda y el periodo espacial.

El diferencial sinusoide definido en la Ecuacién 8 podemos utilizarlo para realizar
una expansién en polinomio de Taylor del cambio en la energia libre del sistema asociado
a los cambios en la concentracién. Para esto, Cahn y Hilliard acufiaron una expresién de la
energia libre del sistema considerando una expansién de segundo orden que permite
expresar la energia libre en términos del gradiente que se produce en la concentracién (Vc),
la energia libre de la solucién macroscépica homogénea por unidad de volumen (f;) y un
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pardmetro escalar (k) que pondera el costo de alterar la energia libre al alterar Ila
concentracion (Ecuacion 10).

Ecuacion 10. Ecuacion de Cahn y Hilliard para la energia libre de un sistema en términos de los
cambios en su concentracion.

F= f [f, + K(Vc)?] dV
|4

Podemos expandir la energia libre del sistema macroscépico homogéneo alrededor
del valor medio de la concentracién como:

Ecuacion 11

aof 1 5 0% f
H©= file)+C—a)(50)  +3C—aw?(55) +-
Cle=c, 2 dc? )
C=Co
Si consideramos Unicamente hasta el término de segundo orden de la expansién y
reemplazamos (¢ — ¢y) por ¢ obtenemos:

Ecuacion 12

0 1 0?
o + k(Vc)? = f,(co) + a*sin(g *7) (—f) + =a? * sin(q * 1)? _]Zr
0c/c=c, 2 dc c=co

+a?kq? cos(Gr) ?

Integrando esta expresidn respecto al volumen total del sistema, como indica la
Ecuacién 10, podemos utilizar las propiedades trigonométricas para mostrar que la integral
en todo el volumen del seno dara 0, mientras que el seno y el coseno cuadrado dardn un
valor de V/2.

Esto nos permite reescribir la Ecuacion 10 como:

Ecuacion 13

SF  [a*\|[0%f
= _7 2
% <4> (ac2>c_c +2Kq

—to

Notemos que, para que el fendémeno de la descomposicion sea favorable,
necesitamos que el cambio en la energia libre del sistema frente a una fluctuacién de
concentracion (el término a la izquierda de la igualdad en la Ecuacién 13) sea negativo. Si
este fuera positivo estaria indicando que el sistema aumenta su energia a medida que la
fluctuacioén se desarrolla, lo cual implica que es mas favorable quedarse en la condicién de
homogeneidad en la que se estd antes que separarse.

Dado que el término de amplitud en la Ecuacién 13 es siempre positivo, nos resta
analizar que sucede con la expresién entre corchetes. El término correspondiente al vector
de onda es, también, siempre positivo dado que el parametro escalar (k) es positivo por
definicion. Por lo tanto, es la segunda derivada de la energia libre respecto a la
concentracion la responsable de brindar el signo negativo que disparara la descomposicion
del sistema. Esto permite reescribir el periodo espacial en términos de la segunda derivada
de la energia libre del sistema respecto a la concentracién (Ecuacién 14).



Ecuacion 14. Relacion entre el periodo espacial de las fluctuaciones y la segunda derivada del
sistema respecto a los cambios en la concentracion.

Avax =

Esta expresién permite determinar cudl es el valor maximo tolerado de tamafio
medio de una fluctuacién en la concentracién. Todas aquellas fluctuaciones que se
encuentren por debajo de este tamafio no dardn lugar a una alteracién apreciable de la
segunda derivada del sistema respecto a los cambios en la concentracion.

Veamos cudl es la relacidén entre esta frecuencia espacial de la fluctuacién y la
amplitud de esta. Para esto debemos integrar la Ecuacién 8 en el espacio.

Ecuacion 15

JSCdV = fasin(qr)SV

Ecuacion 16

a
oc.V = a —cos(gr) + K

Notemos que, si hubiéramos integrado en todo el volumen del sistema, la parte
izquierda de la igual deberia haber dado 0 ya que todas las fluctuaciones tienen que verse
compensadas y no pueden dar lugar la generacién de un cambio neto en la concentracion
total. Por lo tanto, para que la igualdad se cumpla, el lado derecho de la igualdad también
deberia de haber dado 0. Considerando que el seno es una funcién impar, su integral en un
volumen cerrado da 0. Entonces el valor de la constante de integracién K también debe ser
0.

Por otro lado, si tomamos ahora un volumen de integracion de cualquier tamano
menor al de la totalidad del sistema, del lado izquierdo de la igualdad obtendremos el
nimero de particulas contenidas en ese volumen por culpa de la fluctuacién de
concentracion. Esto implica que, del lado derecho, el pardmetro de amplitud por vector de
onda debe tener unidades de nimero de particula para que la ecuacidén respete la
coherencia.

Ecuacion 17. Relacion entre la amplitud de una fluctuacion de concentracion y su periodo espacial.
a 7 7
6c.V =46ny, « [—] = [a.A] = nimero de particulas
q

Esta demostracidon no solamente corrobora que la amplitud de la fluctuacion de
concentracion tiene unidades de concentracién, hecho que se desprendia trivialmente de
la definicién de una fluctuacién, si no que esta es directamente proporcional al periodo de
las fluctuaciones.

Habiendo encontrado una relacién analitica entre la amplitud de una fluctuacién
de concentraciéon y su periodo, consideremos ahora un espacio tridimensional subdivido
en pequefias porciones cubicas cuyas aristas tienen un tamafio de media frecuencia
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espacial A/2. Estos cubos contendran distinta cantidad de particulas de soluto en su
interior. A ese cumulo de particulas separadas periédicamente a una distancia A/2 los
denominaremos nodos de concentracion. Debido a que estos nodos son productos de las
propias fluctuaciones (en especifico, son una representacién alternativa de la misma),
estos se adaptaran tanto en cantidad de soluto contenido como en tamafio para respetar
la relacién deducida en la Ecuacién 17. Esta doble dependencia impone restricciones en la
distribuciéon de particulas en un sistema y da lugar a dos regimenes distintos.

Por un lado, podemos tener todas las particulas de soluto confinadas en pequefas
porciones del espacio. Esto dard lugar a la formaciéon de nodos de alta concentraciéon y
pequefio volumen distribuidos espacialmente en una frecuencia elevada. Por otro lado,
podemos tener las particulas del soluto dispersas en grandes volimenes del espacio. Esto
dard lugar a la formacién de nodos de concentraciéon de gran tamafio, pero baja
concentracién (Figura 53).

Régimen de alta frecuencia y amplitud.

Régimen de baja frecuencia y amplitud

Figura 53. Representacion esquematica de los regimenes de alta y baja frecuencia espacial en el
modelo de fluctuaciones de la concentracién.

Considerando que la migracién molecular sera la encargada de llenar o vaciar los
nodos de concentracién con particulas de soluto podemos preguntarnos que rol cumple
en este modelo la capacidad difusiva de una sustancia (Figura 54). Para estudiar esto
podemos enfocarnos en el nimero de particulas que migren hacia el interior de un nodo o
escapen de él. Este nimero de particulas estara definido por el flujo de particulas del soluto
que atraviesen la superficie del nodo.
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Figura 54. Esquema del fenédmeno de migracién molecular por difusién entre nodos de
concentraciéon

Si consideramos al nodo como un diferencial cibico de volumen que tiene
superficie 65 y longitud A/2, podemos expresar el diferencial de particulas que difunden

entre nodos como:
Ecuacion 18
on =J.6S
Utilizando la primera ley de Fick para el calculo del flujo de particulas obtenemos:

Ecuacion 19

6C
on=—-D.—.6S
ox

Considerando que el nodo de concentracién puede aproximarse como un cubo
regular cuyas aristas valen todas 1/2 y que la diferencia de concentracion que acttia como
fuerza impulsora de la difusién se estudia entre los centros de ambos cubos, podemos

reescribir la Ecuacion 19 como:

Ecuacion 20
én=—D.6C.61.2 = —D.a.sen(x/1).2.62

Podemos integrar ambas partes de esta expresidn sobre el volumen de un unico
nodo y luego sumarla sobre todos los nodos del sistema. Esto nos devolverd una relacién
entre todas las particulas de soluto presentes en la solucidn (ny,.q;), €l coeficiente de
difusién, el periodo espacial de la fluctuacién, la amplitud, el conjunto de particulas
contenidas en un nodo (ny) y el nimero de nodos en el sistema (N).

Ecuacion 21

N a2

N a2
ZJO on = Z-fo —D.a.sen(x/A)61

Ecuacion 22
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2a
Nrotal = D-T-N

Ecuacion 23

ny = D'T
Por ultimo, debemos establecer cual es valor maximo de particulas que puede
contener un nodo. Para hacer esto podriamos pensar que, en cada nodo, si la concentracion
es suficiente, podria darse la génesis de una nueva fase. Mds alla de que ya se discutio
previamente que esto puede darse a través de diversas rutas termodindmicas el modelo
de fluctuaciones deberia de poder describir todas ellas sin distincién, en tanto la
fluctuacion en la concentracién sucede para todo sistema homogéneo. En especifico,
podemos estudiar qué cantidad de particulas son necesarias para formar una nueva fase
sélida cristalina. Este valor esta establecido por la termodindmica y proviene de la relacién
que existe entre el costo energético de formar una nueva fase en el seno de un medio
homogéneo y el beneficio que se produce al incrementar el volumen de un sélido. Para el
caso puntual de los sdlidos cristalinos, este valor puede pensarse como el nimero de
moléculas para el cual el tamafo del cristal que se forma logra que la energia reticular
venza al exceso superficial. Nodos con un nimero de particulas mayor a este dardn lugar a
la formacién espontdnea de centros de nucleaciéon lo cual implica, de manera explicita, la
formacién de una nueva fase.

Definimos a la energia de formacién de un ntcleo cristalino como:

Ecuacion 24
4
A= Gyye = —§.n.r3.AGV +4.m.1r%y

Donde r refiere al radio de la particula que se estad generando, A = Gy, es la energia
volumétrica asociada al incremento en el volumen de una fase y y es la energia superficial
(también conocido como exceso o tension superficial).®

Si queremos determinar cudl es el radio en el que ambos aportes energéticos se
compensan debemos asumir que el evento de nucleacién se encontrard en equilibrio y, por
lo tanto, la energia libre asociada sera nula. Igualando a 0 la ecuacién 18 y despejando el
valor del radio se obtiene la siguiente expresion:

Ecuacion 25

3y
Teq = E

Por otro lado, seria ideal contar con una relaciéon entre este radio y el nimero de
particulas que se empaquetan para formar un aglomerado supramolecular. En una primera
aproximacién podriamos pensar que el radio de un cimulo de moléculas puede calcularse
como la suma directa de los radios de cada una de ellas. El problema es que esto no tiene
en consideracion el factor de forma de la particula y su capacidad de empaquetarse. Por lo
tanto, es preferible utilizar una expresién que emplee el volumen de la molécula y el factor
de forma, como se muestra en la Ecuacion 26. Esta ecuacién proviene de aproximar el



volumen de un nodo como el volumen de una esfera para la cual el radio estarad
determinado tanto por el nimero de moléculas que contiene y el volumen de cada una de
ellas, como por su factor de forma. Una expresién similar es utilizada para calcular el radio
de giro de agregados moleculares con distintas dimensiones fractales durante un evento
de percolacion cinética.®

Ecuacion 26

Donde v,y €s el volumen molecular.

Notemos que, si el factor de forma vale 1 (el caso de una molécula con una morfologia
tridimensional isotrdpica) el radio calculado es equivalente al que se hubiera obtenido si se
aproximaba el volumen del nodo por una esfera. Por el contrario, a medida que las particulas
que componen el nodo presentan una mayor anisotropia se facilita su empaquetamiento,
disminuyendo el radio aparente y aumentando el factor de forma molecular. El factor de forma
en la Ecuacién 26 cumple un rol equivalente al factor de empaquetamiento en los sdlidos
tridimensionales constituidos por esferas rigidas..®*

Si queremos comparar, por ejemplo, cilindros, discos y esferas, todos de igual volumen,
los cilindros y los discos daran lugar a ensambles mucho mds densos que los esperados para un
conjunto de esferas. Esto se debe a que la misma carece de complementariedad morfoldgica
consigo misma y deja mucho espacio libre al querer ser empaquetada (Figura 55).

S

Fr > 1

Figura 55. Esquema de representacion del rol del factor de forma en el empaquetamiento de un
ensamble de particulas y su impacto en el radio aparente.
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Empleando la Ecuacién 25 y la Ecuacién 26 podemos encontrar una expresion para
el nimero maximo de moléculas que pueden ser admitidas en un nodo de concentracién
antes de que este ya no pueda relajarse mas y de lugar a la formacién de una nueva fase.

Ecuacion 27

y3.Fr.m.36

3
Vimol- AGV

n}l\l;lax

Notemos que hemos encontrado una expresion que depende Unicamente de
pardmetros estructurales y termodinamicos, y que delimita el nimero maximo de
particulas que pueden encontrarse interactuando en una dada regién del espacio antes de
formar una fase. Al mismo tiempo, utilizando la teoria de Cahn y Hilliard quedé
determinada también la frecuencia espacial maxima que puede haber entre nodos de
concentracién antes de que el sistema se descomponga. Y ambas ecuaciones se relacionan
a través de la Ecuacion 23 en donde el coeficiente de difusiéon estda actuando como
intermediario. Considerando que tanto el nimero maximo de particulas en un nodo de
concentracion como el volumen maximo de este estan determinados
termodindmicamente para un dado sistema en un conjunto de condiciones
experimentales, termina siendo la difusién molecular la Gnica encargada de discernir entre
los multiples regimenes de fluctuacidn posibles.
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Introduccion

Tanto los péptidos compuestos por secuencias menores a cinco aminodcidos como
los aminodcidos individuales han atraido mucho interés en la Ultima década debido a su
bajo costo en términos de sintesis y purificacién, y su capacidad de ser modificados con
relativa facilidad para modular sus propiedades, en comparacion con el uso de
macromoléculas.? Gracias a que es posible conjugar distintos fragmentos moleculares en
una misma estructura, la quimica supramolecular, la morfologia y la naturaleza del
autoensamblado de estos productos modificados puede ser tan diversa y adaptable como
lo permitan los bloques de construccién empleados para su disefio. Esto nos provee de una
herramienta muy poderosa para el desarrollo y la fabricacion de nuevos materiales blandos
bioinspirados.

Aunque actualmente existe en la bibliografia un consenso general sobre cémo es
el mecanismo a través del cual la L-Fenilalanina,® la L-Tirosina,* y otros metabolitos de
interés biolégico interactian en solucién para dar lugar a la formacién de agregados
supramoleculares,” no es facil encontrar un estudio similar sobre derivados de L-
Fenilalanina. Casi toda la bibliografia actualizada esta centrada alrededor del fenémeno de
autoensamblado de este aminoacido,®’ o sus derivados mas frecuentes en la sintesis
organica, los cuales corresponden a moléculas obtenidas a partir de la modificacién via
enlace amida.®® Como ya se presentd, son muy pocos los trabajos reportados de derivados
amino secundarios de L-Fenilalanina.

Podemos pensar a la L-Fenilalanina como un fragmento molecular capaz de
introducir propiedades especificas en sistemas complejos. Debido a la anfifilicidad, dada
por la presencia de un anillo y un grupo aminoacidico en la misma estructura, esta molécula
es capaz de promover la formacién tanto de interacciones electroestaticas como de
apilamiento aromatico. Por este motivo es que tanto la L-Fenilalanina como muchos de
sus derivados son capaces de llevar a cabo un autoensamblado eficiente, cuyas
propiedades tanto fisicoquimicas como reoldgicas son relevantes para su aplicacion en
reparacion de tejidos,' desarrollo de dispositivos para la entrega controlada de drogas en
el organismo (fenémeno conocido como drug delivery),’* asi como para el estudio de
multiples enfermedades relacionadas con el fenémeno de autoensamblado en condiciones
fisiolégicas.!*?

Todos estos antecedentes, en conjunto con los resultados obtenidos en el grupo
presentados en el capitulo anterior, y la enorme cantidad de posibilidades que permite el
disefio estructural de nuevos derivados de aminoacidos, en especial para L-Fenilalanina,
nos inspiran a seguir con nuestras investigaciones en este campo. Sin embargo, esta vez
serd empleando sistemas obtenidos a partir de la incorporacién de mas de una biomolécula
en una plataforma aromatica conveniente. Es interesante entender, ademas, los efectos en
las propiedades supramoleculares resultantes a medida que aumenta el contenido de L-
Fenilalanina en la estructura, asi como la dependencia con respecto a la orientacién y la
conformacion que estos residuos pueden adquirir. Poder comprender hasta qué punto el
agregado de este aminodcido puede conferir propiedades especificas a una estructura
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resulta esencial a la hora de disefiar nuevas moléculas bioinspiradas con potenciales
aplicaciones.

El plegamiento de las macromoléculas presentes en sistemas biolégicos estd
considerado actualmente como uno de los problemas principales de la biologia molecular
y la biofisica. Las moléculas de proteinas, por ejemplo, cuentan con un nimero enorme de
conformaciones accesibles. Sin embargo, esto no les impide encontrar una Unica
estructura tridimensional estable en un breve periodo de tiempo. Periodo que, es necesario
aclarar, es mucho menor del que hubiera requerido explorar exhaustivamente todos y cada
uno de los conférmeros posibles. A esta relacién, aparentemente contradictoria, entre el
gran numero de estados accesibles y la unicidad del estado natural de plegamiento
proteico se la conoce como Paradoja de Levinthal (Figura 1).%®

Desde que fue enunciada por primera vez en 1968, resolver esta paradoja ha sido
una de las grandes metas de la biologia molecular. Una de las primeras conclusiones que
se extrae de la propuesta de Levinthal es que el proceso de autoensamblado no parece
seguir una metodologia estocdstica de exploracidon si no, mds bien, resulta necesario que
existan rutas particulares a través de las cuales se desarrolla el fenédmeno de plegamiento
en términos de que conférmeros en especifico con alcanzados durante este proceso.

Figura 1. Representacién tridimensional de los posibles paisajes energéticos que se generan al
representar la energia libre interna de un polimero. Un punto en la superficie representa una dada
conformacioén. La letra N representa el punto donde se alcanza la conformaciéon de menor energia.

Para el caso de una proteina, esta seria la conformacién nativa. (A) Paisaje energético plano,
excepto por el estado de menor energia. Este es el estado asumido en la paradoja de Levinthal,
que implica una busqueda al azar entre conformaciones equiprobables. La grieta observada en la
superficie representa un camino preferencial de plegamiento que facilitaria la bisqueda. (B) Un
paisaje en forma de embudo que considera conjuntos estadisticos de conformaciones
energéticamente mas favorables. De este modo el polimero puede acceder al minimo de energia,
pero siguen existiendo multiples caminos. (C) Contorno que considera la existencia de minimos
locales en la energia que generan frustraciones y trampas termodindmicas. Figura adaptada del
trabajo de Dill y Chan.4

Entre las multiples propuestas que se han hecho para intentar comprender cuales
son los factores que permiten seleccionar esta ruta de plegamiento, en los ultimos afios ha
tomado impulso la idea de no concebir el plegamiento como un fenémeno dado por un
conjunto de interacciones cuya complementariedad es suficiente como para explicar por
si misma la morfologia supramolecular adquirida. Esto se basa, fundamentalmente, en la
propuesta de que el aporte entdlpico a la energia libre de Gibbs de todo el proceso se ve
compensado al pasar de formar interacciones puentes de hidrégeno con el solvente a
formar las mismas interacciones, pero intramolecularmente.”® Por lo tanto, parece ser el
término entrépico el encargado de asistir en la seleccidn del estado de plegamiento final



de una proteina. A esta seleccién de un estado conformacional en particular debido
principalmente a la busqueda del sistema de aumentar su entropia total se lo suele
denominar “aparicion de una fuerza entrépica”.’* Aunque esta fuerza no es tal, en términos
de que no es un vector aplicado sobre una particula por accién de un estimulo, sino que se
trata de un fendmeno emergente de la accién colectiva de todos los componentes del
sistema con el fin de estabilizarlo.””

Considerando al rol que parecen cumplir estas “fuerzas entrépicas” en los
fendbmenos de plegamiento de macromoléculas podemos entender cdmo es su
dependencia con respecto a ciertas condiciones experimentales, como son la temperatura,
la libertad conformacional o la identidad del solvente. Por ejemplo, introducir una
modificacion estructural que altere la rigidez de la molécula tendra un impacto directo en
la cantidad de conformaciones accesibles, lo cual impactard de manera directa en la
entropia total del fendmeno de plegamiento.

En los sistemas poliméricos tanto el solvente empleado como el estado de carga de
la estructura estudiada impactan en la red de interacciones inter e intramoleculares
desarrolladas y en la conformacidn adquirida (Figura 2). Esto tiene consecuencias directas
tanto en la contribucién entalpica como entrépica de todo el fendmeno. Adquirir un estado
de carga neta, o emplear un solvente con una constante dieléctrica elevada, disminuird la
capacidad de interaccién de los grupos funcionales presentes en las estructuras, tanto sea
por repulsién electroestatica como por efecto del apantallamiento. Esto podria dar como
resultado un mayor niimero de estados conformacionales accesibles, debido a que la
estructura cuenta con menos cantidad de puntos de anclaje entre grupos funcionales. Sin
embargo, el universo de posibles estados conformacionales también se ve mermado al no
poder acceder a todos aquellos estados que si requieren la mediacién de la interacciéon
entre grupos funcionales para subsistir.

Mal solvente Buen solvente

= Polimero Solvente

Figura 2. Efecto de un “buen” y un “mal” solvente sobre la conformacién adquirida por un
polimero.

El ejemplo que se ilustra en la Figura 2 muestra de manera clara lo dificil que puede
llegar a ser predecir el impacto que tendrd una modificacién, experimental o estructural,
en el fendmeno de plegamiento de un sistema dado. Es por este motivo que, a lo largo de
este capitulo, se pretende presentar una extension a la utilizaciéon de las herramientas
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previamente introducidas en el capitulo anterior (el factor de forma y la divergencia
supramolecular) para el andlisis y la prediccién del comportamiento en compuestos que
presentan dos o tres residuos de L-Fenilalanina.

Para estudiar en qué medida la incorporacién de unidades de L-Fenilalanina a una
estructura puede conferir propiedades especificas, para este capitulo se han sintetizado
tres compuestos nuevos basados en plataformas aromaticas policarbonilicas utilizando L-
Fenilalanina como aminodcido y empleando la misma ruta sintética presentada
anteriormente para los monoderivados. En todos los casos se realizé una caracterizacion
exhaustiva de su quimica en solucién empleando técnicas espectroscépicas a temperatura
variable en complementacién con calculos de estructura electrénica a nivel del funcional
de la densidad.

Las caracterizaciones en solucién han permitido observar el papel fundamental que
cumplen tanto el solvente como el estado de carga en el autoensamblado de estos
compuestos, y el delicado equilibrio que existe entre la agregacién intermolecular y el
plegamiento intramolecular. Por otro lado, la diversidad estructural permitié poner de
manifiesto el rol que cumple la entropia en todos los fenémenos estudiados. Finalmente,
se estudié la capacidad de formar materiales supramoleculares, poniendo especial
atencién en la formacién de organogeles y diferentes tipos de agregados sélidos.

Para terminar con la introduccién, incluimos ciertas definiciones y enfoques que se
emplean a lo largo de este capitulo. A pesar de que los polimeros, tanto artificiales como
naturales, son materiales que han sabido formar parte de grandes desarrollos tecnolégicos
y que han sido ampliamente estudiados desde hace tiempo, actualmente sigue siendo un
gran motivo de debate definir de manera precisa a partir de qué extensién una estructura
puede ser considerada un polimero.®® Esta limitacion en la definicidon quedé ain mas clara
en las ultimas décadas debido al surgimiento de polimeros enlazados con distintos tipos
de uniones mas alld de la covalente, como la de coordinacién o las interacciones
intermoleculares,’®? los cuales abrieron el abanico de propiedades, masas, longitudes y
tamafos que podian ser adquiridos por entidades consideradas poliméricas. Tampoco es
posible establecer una definicion clara en términos de la identidad de los bloques de
construccién, debido a que la variedad de polimeros presentes en los sistemas biolégicos
muestra una enorme diversidad no solo de estos, sino también de los motivos y los
patrones con los que estos se repiten en una cadena o red.” Al parecer, la Gnica propiedad
claramente conservada entre todos estos sistemas es el rol fundamental que cumple tanto
la entropia propia de la estructura, manifestada en la libertad conformacional, como las
fuerzas entrdpicas provenientes del entorno, en seleccionar el estado conformacional vy,
consecuentemente, modular varias de sus propiedades.?*??

Por este motivo, resulta interesante contar con una definicidn versatil, que pueda
ser adaptada a todos los tipos de polimeros y bloques de construcciéon que existen en la
actualidad. Si pensamos en el “caracter polimérico” de una estructura como un pardmetro,
continuo y cuantificable, que se intensifica a medida que la estructura aumenta en
extensién, y que impacta de manera directa en varias de las propiedades fisicas y quimicas
relacionadas con el tamano y la forma, como el coeficiente de difusion, la solubilidad, la
reactividad o la propia morfologia, entonces podemos emplear este concepto para
clasificar todas las posibles sustancias. Simplemente basta con asignarle un “caracter



polimérico nulo” a todas aquellas especies que estén actuando como bloque de
construcciény, de ahi en mds, incrementar este valor de manera arbitraria a medida que la
extension altera alguna caracteristica particular del sistema. Esta definicién circunvala la
necesidad de definir a un polimero como una entidad que tiene una propiedad especifica,
sino como una entidad cuyo “caracter polimérico”, propiedad intrinseca a toda sustancia,
supera un dado valor. Gracias a esta definicion podemos, por ejemplo, entender a los
polimeros supramoleculares desarrollados a partir de péptidos anfifilicos?* como entidades
con un gran cardcter polimérico (los péptidos supramoleculares) constituidas a partir de
estructuras de menor caracter polimérico (los péptidos anfifilos) ensamblados a partir de
la unién covalente de bloques con caracter polimérico nulo (los aminodcidos). De esta
misma manera, empleando esta definicidn podemos clasificar a los compuestos
poliderivados presentados durante este capitulo como entidades de “mayor caracter
polimérico” que los presentados durante el Capitulo Ill, especificamente respecto al
compuesto 1.a, el monoderivado de la L-Fenilalanina obtenido a partir de la reaccién con
benzaldehido.

A lo largo de todo el capitulo se analizan varios resultados experimentales donde
las moléculas presentan comportamientos usualmente esperados para materiales
poliméricos, como la adquisicién de estados conformacionales de menor volumen y factor
de forma a medida que aumenta la temperatura.”” Una de las principales hipotesis de este
capitulo es la posibilidad de extender esta definicion del “caracter polimérico” a moléculas
usualmente consideradas como “pequenas”, con el fin de poder emplear toda la maquinaria
de conceptos y herramientas de andlisis y prediccién de la quimica conformacional y
supramolecular, que ya estdn ampliamente establecidas para los materiales poliméricos.
Con este fin, se propuso una manera de cuantificar este caracter polimérico a través del
calculo de la entropia del sistema al adquirir un estado conformacional y supramolecular
dado, y se ilustré cémo esta cambia a medida que se modifica la cantidad de aminoacidos
derivatizados en una estructura, permitiendo evaluar la relacién entre la entropia y el
estado conformacional mas estable.
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Resultados y discusiones

Estructuras poliderivatizadas con L-Fenilalanina

Para este capitulo se sintetizaron compuestos derivados de L-Fenilalanina y
moléculas aromdticas que presentaran mas de un grupo aldehido reactivo, como el
tereftaldehido (compuesto 1.b), el 1,3,5-triformilbenceno (compuesto 1.c) y la divainillina
(compuesto 1.g).

Como se discutié en el Capitulo Ill, debido a la presencia de los grupos amino y
acido carboxilico en los compuestos resultantes, se estima que estos derivados presenten
un comportamiento acido-base anfétero, con un punto isoeléctrico muy cercano al
correspondiente a su aminoacido precursor. Aunque este punto isoeléctrico no es simple
de caracterizar debido a la baja solubilidad en agua de estos compuestos en estado
switeridénico y la multiplicidad de estados de carga disponibles, se ha estimado que la
regién de pH en la que se observa una mayor concentracion de la especie switeridnica es
alrededor de pH=5. Debido a que el Ultimo paso de la sintesis empleada para la obtencién
de estos compuestos es, nuevamente, la precipitaciéon en un medio moderadamente acido
(pH = 4-5) se estima que los mismos se obtienen como la especie switeridnica.

Asi como se explicé en el capitulo anterior, para facilitar la representacion, el estado
de carga explicito (switeridnico o anidnico) serd explicitado en las imagenes Unicamente
en los casos en que este sea esencial para la discusidn de los resultados. En el resto de los
casos, cuando la estructura molecular sea presentada Unicamente a modo de etiqueta de
una figura, esta serd esquematizada sin cargas para facilitar la lectura.
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Figura 3. Compuestos sintetizados y que se discutirdn en este capitulo del trabajo de tesis.



Aunque la ruta de sintesis empleada para la obtencién de estos compuestos es
andloga a la utilizada para los compuestos del Capitulo Ill, fue necesario poner a punto
cada procedimiento particular para optimizar los tiempos de reaccidn, relacién entre
reactantes, y cantidades de base y agente reductor a emplear. Debido a que estos
compuestos presentan un ndmero mayor de aminoacidos por molécula, en algunos casos
fue necesario introducir mas de un paso de derivatizacidn sobre el mismo compuesto con
el fin de garantizar una transformacién completa al compuesto deseado. Adicionalmente,
para el caso puntual del compuesto 1.g, fue necesario sintetizar también el precursor
dialdehidico en base a métodos reportados previamente en bibliografia.?® En la seccién
experimental se discute en detalle las cantidades empleadas y las consideraciones
experimentales realizadas para cada compuesto.

Debido al parentesco estructural entre estos compuestos y 1.a, introducido en el
capitulo anterior, y considerando que la finalidad mayor de todo este trabajo de tesis
consiste en encontrar relaciones entre estructuras moleculares y diversas propiedades, en
algunas discusiones se incluirdn también resultados obtenidos para este “monoderivado”
con el fin de extender el andlisis y la extraccidén de alguna dada tendencia.

Estructuras propuestas, analisis conformacional y de factor de
forma

Para el estudio de las moléculas de este capitulo también se realizaron los calculos
de factor de forma de los mondmeros y de diferentes agregados supramoleculares,
siguiendo las estrategias ya descritas. Para modelar los agregados supramoleculares se
realizaron los cdlculos empleando tanto dimeros como trimeros. Ademds, para la
construccién de estas entidades se ha tenido en cuenta las diferentes opciones de
conformaciones que se describirdn a continuacién. Debido a la gran diversidad de
conférmeros que pueden desarrollarse para las estructuras poliderivatizadas, se vuelve
muy desafiante poder encontrar un Unico factor de forma que logre representar de manera
estadistica la distribucién de tamafos y las relaciones de aspecto. No obstante, es posible
pensar en, al menos, dos conformaciones extremas: aquella que maximiza el factor de
forma y aquella que lo minimiza. A cada una de estas dos conformaciones las
denominaremos conformacioén desplegada y conformacién plegada, segin corresponda.
Desde la quimica supramolecular podemos notar que el conférmero de mayor factor de
forma sera aquel en el cual se encuentren inhibidas las interacciones intramoleculares y
consecuentemente, la quimica supramolecular se encuentre disponible para interactuar
eficazmente con el entorno. Al contrario, aquel conférmero que presente el menor factor
de forma serd el que contara con los grupos funcionales dispuestos a menor distancia entre
si, permitiendo que las interacciones intramoleculares se maximicen, inhibiendo asi la
interaccién con los alrededores.

Al realizar los célculos de optimizacién estructural sobre mondémeros tomando
como geometria de partida ambos tipos de conférmeros, se observa que los de mayor
factor de forma no pueden ser optimizados sin sufrir fuertes alteraciones estructurales.
Este resultado estaria indicando una pobre estabilidad de los mondémeros en esa
conformacion. A diferencia de los compuestos monoderivados sintetizados en el Capitulo
I1l, para los di- y triderivados la adquisicidén de estados conformacionales completamente
desplegados no corresponde a un minimo de energia, salvo que las mismas se encuentren
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como parte de agregados supramoleculares densamente apilados (ver discusién mas
adelante). Por otro lado, los resultados obtenidos partiendo de los mondmeros, que
corresponden al menor factor de forma, permiten observar como este casi no se altera a
lo largo de la optimizacién. Estos conférmeros casi no sufren alteraciones durante la
optimizacidn, tanto sea al estar aislados o conformando un agregado supramolecular.

A modo de ejemplo, en la Figura 4 se representa cémo varia el factor de forma de
cada conférmero a medida que avanza la optimizaciéon geométrica para un mondémero del
compuesto 1.b que parte del estado mas y menos plegado (panel a, verde y celeste), y para
un mondémero que conforma un trimero supramolecular constituidos de tres conférmeros
desplegados y plegados (panel b, verde y celeste). En los cuatro casos se puede observar
cémo el factor de forma sufre leves variaciones durante la optimizacion salvo para el caso
del mondédmero desplegado (panel a, verde), para el cual este parametro sufre una
disminucién abrupta durante los primeros pasos de optimizaciéon hasta alcanzar una
conformacién semi-plegada, que luego se conserva sin mayores cambios hasta que es
alcanzado el minimo de energia.

6] a Optimizacion del monédmero
plegado

i
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;
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Factor de forma
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Paso de optimizacién Optimizacién del del trimero
6l b supramolecular construido a partir del
monoémero plegado

Factor de forma
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Figura 4. Factores de forma en funcién del paso de optimizacién para la estructura del compuesto
1.b partiendo de (a) un monémero completamente desplegado (verde) y un monémero plegado,
(celeste) y (b) un trimero supramolecular considerando como unidad un monémero desplegado
(verde) y un trimero supramolecular considerando como unidad un monémero plegado (celeste).

En este caso se muestran los resultados para las moléculas en estado switeridnico. Los hidrégenos
fueron omitidos por claridad. El nimero de pasos de optimizacién fue normalizado en todos los

casos empleando una escala arbitraria para facilitar la representacién.

Paso de optimizacion

Este fendmeno de estabilizacién del estado conformacional desplegado a través del
desarrollo de agregados supramoleculares no es exclusivo del compuesto 1.b. Por el
contrario, este efecto se manifiesta de forma mucho mas clara al realizar la estabilizacion
geométrica de los diversos conférmeros de los compuestos 1.cy 1.g.



A medida que el nimero de ramificaciones aumenta, o el aldehido central se vuelve
mas flexible, el efecto de la entropia en el favorecimiento de la conformacién plegada es
mucho mas apreciable. Esto implica que para el compuesto 1.g se deberia ver mas
favorecido su estado plegado respecto a los compuestos 1.c y 1.b, los cuales presentan
anillos centrales rigidos y planos.

Estos resultados podrian estar dando un indicio del papel seleccionador que
cumple el “caracter polimérico” en el estado conformacional de estas estructuras, segln
se definié en la introduccién. El hecho de que parece ser Unicamente a través de la quimica
supramolecular que se produzca la estabilizacién de estados conformacionales que, de otra
forma, serian inestables individualmente, pone de manifiesto una vez mas el delicado
equilibrio que existe entre la libertad conformacional y el desarrollo de una red de
interacciones intermoleculares.

Quimica en solucion
Dimeros, conféormeros y agregados

Nuevamente, y de manera andloga a los discutido durante el Capitulo Ill, en las
soluciones de estos compuestos se espera que puedan coexistir diversos tipos de
estructuras, que van desde los mondmeros hasta los agregados supramoleculares de orden
superior, todos ellos con un estado conformacional especifico. Pero, a diferencia de los
monoderivados presentados anteriormente, por las caracteristicas estructurales, mayor
numero de grupos funcionales y mayor flexibilidad, se espera que en la quimica en soluciéon
de todas estas moléculas se vea exacerbado el rol de las fuerzas entrépicas y crezca la
tendencia al establecimiento de interacciones intramoleculares, en contraposicién con la
capacidad de desarrollar agregados supramoleculares. Para estudiar la diferencia entre
estos dos fendmenos se debe realizar un andlisis global de los resultados obtenidos a partir
de las técnicas espectroscopicas en solucién a temperatura variable de manera equivalente
a lo realizado durante el Capitulo Ill. Adicionalmente, para complementar la discusién se
utilizaran los resultados obtenidos mediante calculos de estructura electrénica.

Debido a la enorme variedad de estados conformacionales y posibles ensambles
que pueden presentar estas moléculas no es simple proponer un modelo sencillo que
describa de manera rigurosa lo que podria estar sucediendo en solucién sin recaer en una
conceptualizacidon reduccionista. Sin embargo, haciendo uso del conjunto de herramientas
experimentales y computacionales presentadas en el Capitulo Ill podemos proponer un
abordaje similar, considerando cuatro posibles entidades en solucidn que representen
hasta cierto punto, la totalidad de las especies potencialmente presentes en el sistema
(Figura 5, representada para el compuesto 1.b a modo ilustrativo).

Las cuatro entidades definidas para el andlisis consisten en los dos mondmeros (m)
en los estados conformacionales plegado (P) y desplegado (D) (1.bP y 1.b2,
respectivamente) y cada uno de los dimeros (s) obtenidos a partir de ellos (1. bf y 1. b?,
respectivamente). La eleccién de dimeros como modelos representativos de la totalidad
de posibles arquitecturas supramoleculares presentes es meramente debido a la
restriccidn computacional que impone la optimizacion geométrica y el calculo de

pardmetros termoquimicos de sistemas tan grandes, pero debe quedar claro que no se
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asume que estos agregados sean las Unicos que podrian desarrollarse. El AG asociado a un
proceso de ensamblado se representa como AGSup y AGSup en la Figura 5. El AG asociado
a un proceso de desplegamiento de un conférmero se representa como AGpesy Y AGpesy.-

1.b2 1.b?

Figura 5. Esquema de las cuatro posibles entidades estructurales propuestas en los sistemas
estudiados con su respectiva nomenclatura y los procesos de intercambios esperados, eligiendo
ejemplo el compuesto 1.b en estado anidnico. Los superindices indican el estado conformacional

adquirido por los bloques monoméricos (D o P) y los subindices distinguen las entidades
supramoleculares (s) de los mondémeros (m). Para los cambios de energia se emplea AGSup y AG?HP

para representar al proceso de formacién de los agregados supramoleculares empleando los
mondmeros en un dado estado conformacional, y AGp,s, Y AGp.s, pararepresentar el fenomeno

de desplegamiento de los monémeros o los agregados supramoleculares.

Para estudiar el fendmeno de autoensamblado y alteraciéon conformacional en
solucién se realizaron experimentos de espectroscopias de RMN-H! y de emisién de luz
sobre soluciones acuosas bdasicas en un rango de temperaturas entre 25 y 45 °C, y
espectroscopias de absorcién de luz UV-Vis sobre las mismas muestras, pero empleando
un rango de temperaturas de 25 a 75 °C (Figura 6, Figura 7, Figura 8 y Tabla 4).

A causa de la enorme libertad configuracional que le brinda la poliderivatizacién a
estos compuestos, resulta muy enriquecedor contar con informacién directa de los
cambios locales sufridos por las distintas regiones de la molécula. Como se discutié en los
capitulos anteriores, la resonancia magnética nuclear de nucleos de hidréogeno permite
extraer informacion sobre alteraciones conformacionales debido al cambio en el entorno
local (ver apartado correspondiente en el Capitulo Ill). En particular, para los tres
compuestos estudiados a lo largo de este capitulo se enfocard el estudio en las se
alteraciones sufridas por la sefial del grupo metileno proveniente del residuo aminoacidico
a medida que cambia la temperatura. Esta sefial es particularmente susceptible a cambios
en la conformacién de la estructura y sera utilizada como diagndstico de la presencia de
cambios conformacionales, y de la naturaleza de estos. Se espera que la existencia de
conformaciones desplegadas favorecerd la libre rotacién de los enlaces involucrados en el



grupo metilénico y dara como resultado la coalescencia de las sefiales correspondientes a
€so0s protones.

Por otro lado, de las espectroscopias de absorcién UV-Vis a temperatura variable
se puede extraer informacién sobre la alteracidén en la nube electrénica de las regiones
aromaticas analizando la presencia o ausencia de hipocromismo en las bandas de absorcién
de la region ultravioleta. Esto permite obtener informacién sobre el autoensamblado y el
papel que cumplen los anillos aromaticos y los puentes de hidrégeno durante este proceso.
A medida que se rompen las interacciones no covalentes en una entidad supramolecular
se redistribuye la densidad electrénica que habia sido implicada en la conformacién de
estos enlaces, alterando la capacidad de los grupos croméforos de absorber luz. Esto
alterard el espectro aumentando la absorbancia en todas aquellas bandas en las que estos
grupos estuviesen implicados.

Por ultimo, debido a que la capacidad de emitir luz a través de un decaimiento
energético estd directamente relacionada con la libertad conformacional, la rigidez
estructural y la posibilidad de intercambiar energia con el entorno, estudiar las alteraciones
que se producen en la fluorescencia de estos compuestos en solucién al aumentar la
temperatura fue también de gran utilidad. Los resultados obtenidos a partir de estos
experimentos pudieron correlacionarse con la formacion de agregados, el grado de rigidez
y las caracteristicas del empaquetamiento de las moléculas estudiadas. Una disminucién
en la intensidad de emision a medida que aumenta la temperatura puede generarse por, al
menos, dos motivos. Por un lado, por un aumento en el nimero de colisiones con el
solvente, lo cual favorece la disipacién de energia desde la molécula excitada hacia el
entorno vy, por otro lado, también como consecuencia de la adquisicién de un estado
conformacional desplegado con mayor libertad rotacional, el cual actuaria como una via de
decaimiento no radiativa. Sin embargo, la informacién que se puede extraer respecto a la
quimica supramolecular no es inequivoca, debido a que existen reportes en la literatura de
efectos tanto inhibidores como estimulantes de la emisién producto de la agregacién, los
cuales son muy dependientes del sistema de estudio.?’?®

Caracterizacion espectroscépica en solucién

Debido a que el abordaje necesario para caracterizar la quimica en solucién de estas
moléculas debe darse de manera integral considerando los resultados de las tres
espectroscopias en concomitancia, se presentardn los datos obtenidos para las
espectroscopias de resonancia magnética nuclear, electrénica y de emisién de luz al mismo
tiempo para cada una de ellas. De la misma manera que se procedié para los estudios de
los monoderivados, estos experimentos se realizaron disolviendo los di y triderivados en
agua bdsica. Por ese motivo, las especies presentes corresponden a los respectivos
aniones. Todas las figuras son construidas utilizando el mismo cédigo de colores para
reflejar el aumento de la temperatura (azul para temperatura ambiente y anaranjado para
la temperatura maxima) y cada espectroscopia es informada en la ventana espectral de
mayor relevancia.

Todos los compuestos presentan un espectro de resonancia magnética bien
resuelto para el cual pudo asignarse cada una de las sefiales considerando su multiplicidad,
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corrimiento e integracién (ver apartado de caracterizacion de los compuestos en la seccion
experimental). En los tres casos, para los experimentos de espectroscopia electrénica se
observaron bandas angostas de absorciéon alrededor de los 214 nm acompainadas de una
banda pequefia a 257 nm para los compuestos 1.b y 1.c y a 277 nm para 1.g. Este ultimo
presenta, ademas, un hombro apreciable a ~230 nm. Las bandas de menor energia (214 y
257 nm) se corresponden a lo observado para el aminoacido precursor mientras que las
otras dos bandas, para el caso del compuesto 1.g, podrian estar asociadas a la vainillina,
aunque muestran grandes corrimientos respecto a lo observado para el monoderivado. Los
espectros de emision también presentan claras similitudes entre los compuestos con una
Unica banda ancha alrededor de 455 nm para los tres. Los cambios de temperatura durante
las espectroscopias de absorcion y emisién no dan lugar a la formacién de puntos
isosbésticos ni alteran la morfologia de las bandas, viéndose solo alterada la intensidad de

estas.
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Figura 6. Experimentos de RMN *H (izquierda), UV-Vis (medio) y Emision de luz (derecha) a
temperatura variable realizados para soluciones acuosas basicas de 1.b.

Al estudiar el espectro de RMN-H! del anién resultante de 1.b se observa
coalescencia de la sefial asignada al metileno a medida que aumenta la temperatura (Figura
6, izquierda). Este fendmeno se ve acompafiado de un marcado hipercromismo en la region
ultravioleta en su espectro de absorcién UV-Vis, y un leve decaimiento en la intensidad de
su espectro de emisién de luz por fluorescencia (Figura 6, centro y derecha).

El hecho de que la sefial metilénica en el espectro RMN-H! se altere y que se
evidencie hipercromismo en el espectro de absorcidn UV-Vis parece estar indicando un
cambio conformacional que expone los anillos arométicos y elimina cualquier posible
apilamiento que se pudiera haber producido intramolecularmente a menores
temperaturas. De la misma forma que se discutié para los monoderivados, la coalescencia
podria asociarse a una mayor flexibilidad del sistema, en la cual la libre rotacién de los
enlaces vinculados al metileno se encuentra menos impedida. Al mismo tiempo, que estos
cambios se vean acompafiados por una disminucién en la intensidad en el espectro de



emisidén puede ser evidencia de que se estan produciendo una disminucion de la rigidez
estructural, en concordancia con lo observado por RMN. En vista de estos resultados
pareciera que, en solucidén acuosa bdsica, durante el calentamiento sélo se desarrolla un
cambio configuracional hacia un estado mas desplegado de la molécula. No hay evidencias
para proponer la existencia en solucién de agregados supramoleculares.
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Figura 7. Experimentos de RMN *H (izquierda), UV-Vis (medio) y Emision de luz (derecha) a
temperatura variable realizados para soluciones acuosas basicas de 1.c.

Para el caso de la molécula 1.c se observa el desdoblamiento de la sefial metilénica
en el espectro RMN-H! a medida que aumenta la temperatura (Figura 7, izquierda). Este
cambio se ve acompafiado por un leve aumento de la absorbancia en el espectro de
absorcién UV-Vis, pero sin alteraciones en la intensidad de emisién de luz por fluorescencia
(Figura 7, centro y derecha).

El leve aumento en la capacidad de absorber luz, que no se ve acompafiado de
alteraciones en el espectro de emisién, podria estar indicando que se producen cambios de
conformaciéon, pero sin modificar sustancialmente la rigidez de la especie. Esto es
consistente, ademas, con la existencia de varios estados conformacionales distintos,
accesibles a la misma energia, los cuales podrian presentar grados de libertad rotacional
similares, pero con distinta orientacién de sus grupos aromaticos. Esta adquisicion de una
libertad conformacional que permite la coexistencia de multiples conformaciones posibles
es consistente también con que existan entornos quimicos distintos para los hidrégenos
diastereotdpicos, lo que podria explicar el multiplete poco definido que se observa a
temperatura ambiente. A medida que la molécula se despliega conforme aumenta la
temperatura, la observacion de una Unica sefal para los metilenos que presenta el patrén
de desdoblamiento esperado por el acoplamiento con el protén del centro quiral, podria
asociarse a una conformacién que mantiene cierta rigidez y que fuerza a que se
establezcan entornos equivalentes para la regién alifatica de cada uno de los fragmentos
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de los aminodacidos. Este escenario podria ser consistente con un monémero desplegado
solvatado, o bien podria existir también la formacidn de agregados supramoleculares entre
los derivados. Sin embargo, el hecho de que no se produzcan cambios apreciables en el
espectro de emisidn es un punto en contra de esta ultima hipétesis.

Compuesto 1.g
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Figura 8. Experimentos de RMN *H (izquierda), UV-Vis (medio) y Emision de luz (derecha) a
temperatura variable realizados para soluciones acuosas basicas de 1.g.

El comportamiento del compuesto 1.g durante el calentamiento en solucién
acuosa bdsica muestra un distanciamiento entre las dos sefiales de los hidrégenos
diastereotdpicos en el espectro de resonancia magnética nuclear (Figura 8, izquierda),
acompafada de un aumento en la absorcién y una disminucidn en la intensidad de emision
de luz (Figura 8, centro y derecha).

La alteracion observada en el espectro RMN-!H podria estar indicando que el
entorno quimico alrededor de cada uno de esos hidrégenos se va modificando, pero sin
que esto implique una libre rotacidén de los grupos aledafos. Por otro lado, el hecho de que,
a medida que la absorcién de luz aumenta, la intensidad de emisidn disminuya es, a priori,
contrario a lo esperado, si entendemos que una absorcién mas eficaz permitird aumentar
la poblaciéon de moléculas excitadas y, por lo tanto, deberia aumentar también de manera
proporcional, la cantidad de luz emitida. Sin embargo, este comportamiento inverso entre
absorcion y emision puede entenderse en el marco de un fenémeno de desplegamiento
molecular que permite exponer los anillos aromaticos y disminuir la rigidez estructural al
mismo tiempo. Es importante notar que la disminuciéon de la rigidez no implica
exclusivamente un aumento en la libertad rotacional, lo cual conllevaria a la coalescencia
de las sefiales de RMN que no se ve en este compuesto, sino que implica la adquisicién de
una multiplicidad de estados conformacionales degenerados en energia con una libre
interconversion entre ellos.



En la Tabla 4 se presenta un resumen de los resultados obtenidos para cada
espectroscopiay para cada compuesto. Representar los resultados de las caracterizaciones
espectroscépicas términos ternarios (aumenta, disminuye o no cambia, por ejemplo)
facilita el andlisis a la hora de poder discernir entre los fendmenos intramoleculares
asociados al desdoblamiento y los eventos de agregaciéon molecular.

Analizando la columna asignada a los resultados del cambio en la sefial metilénica
en el RMN-H! (columna RMN de la tabla) se observa que los derivados 1.c y 1.g presentan
un comportamiento equivalente en donde, al calentar, se produce un cambio
conformacional que da como resultado una molécula con una estructura desplegada y con
entornos quimicos equivalentes para los fragmentos de los aminoacidos. Por el patrén de
desdoblamiento se concluye que el sistema mantiene cierta rigidez, a pesar de haber
aumentado la temperatura. Este escenario podria ser compatible con un mondmero
estabilizado por interacciones con el solvente o bien, mediante la formacién de agregados
supramoleculares de orden superior. En el caso de 1.b, al calentar se observa la
coalescencia de la sefal, indicando un aumento de la flexibilidad del sistema. Esto seria
consistente con la adquisicién de una conformacién desplegada, pero que no da lugar a
agregados supramoleculares.

Por otro lado, al estudiar como se altera la banda asociada a la absorcion de luz
ultravioleta en el espectro de absorcion UV-Vis (columna UV-Vis de la tabla) podemos
extraer informacién sobre la formacién de interacciones de apilamiento aromatico y
puentes de hidrégeno. Ninguna de estas dos columnas, ni aisladas ni en conjunto, son
capaces de brindar informacion suficiente para discernir entre un fenémeno de
desdoblamiento y uno de desagregacién. Pero, si incluimos en el andlisis los cambios
observados en el espectro de emision de luz por fluorescencia (columna Emi de la tabla),
podemos tener informacién adicional de cémo se altera la rigidez molecular durante el
calentamiento. Este Ultimo dato es fundamental para dar evidencia del desarrollo de
fendmenos colectivos en el sistema, como la emision por agregacion.?’

Tabla 4. Resumen de los resultados de las espectroscopias a temperatura variable en solucién
acuosa bdsica para cada compuesto.

RMN UV-Vis Emi
sefial CH, sefial A~ 214 nm sefial A~ 460 nm
Coalece Aumenta Disminuye
Desdobla Aumenta No cambia
Separa la senal desdoblada Aumenta Disminuye

Calculos de estructura electréonica de parametros termoquimicos

Con el objetivo de complementar las caracterizaciones espectroscopicas realizadas
en solucion se realizé el célculo de los pardmetros termoquimicos de los diferentes
compuestos basdndonos en el modelo de coexistencia de 4 posibles especies propuestas:
mondémero plegado y desplegado, y los dos tipos de dimeros que se obtienen de la
interaccion de a pares de estos dos tipos de mondmeros, todos en estado anidnico,
considerando que seran las especies presentes en soluciones acuosas basicas (Figura 5).
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De la misma manera que se procedié en el capitulo anterior, el solvente sera considerado
empleando el modelo de dieléctrico continuo. Para el andlisis se emplearon los valores de
entalpia y entropia que se obtienen como resultado de los cdlculos de termoquimica para
cada molécula/ion y sus respectivos dimeros, plegados y desplegados (Figura 9),
calculando el valor de la energia libre asociada a cada especie a una dada temperatura. Las
temperaturas utilizadas fueron elegidas para poder extender el andlisis del proceso de
formacién de entidades supramoleculares a todo el rango que permite el solvente. Los
dimeros fueron construidos buscando optimizar la conformacién de una estructura
estabilizada electroestaticamente donde todos los centros aminoacidicos maximicen
tanto su cercania como la complementariedad.

1.b 1.c 1.g

A

Figura 9. Estructuras optimizadas de los dimeros construidos a partir de monémeros desplegados
(arriba) y plegados (abajo) para los compuestos 1.b (izquierda), 1.c (centro) y 1.g (derecha). Los
célculos fueron realizados empleando los correspondientes aniones; los H no se incluyen por
claridad.

Para calcular el valor de AG asociado a un proceso de ensamblado (AGgup y AG?up

en la Figura 5) se rest6 el valor de la energia libre del dimero correspondiente, menos la
energia libre de Gibbs de dos moléculas/iones independientes en el estado configuracional
que se desea estudiar. Para calcular el valor de AG asociado a un proceso de
desplegamiento de un conférmero (AGp,q, Y AGh,sp €N la Figura 5), tanto sea de un dimero

como de un mondmero, se resté el valor del conférmero desplegado menos el valor del
conférmero plegado. En todos los casos se realizaron las correcciones necesarias para
considerar la diferencia entre los puentes de hidrégenos generados en cada sistema.

Al realizar cdlculos de termoquimica empleando la teoria del funcional de la
densidad sobre los estados conformacionales plegados y desplegados de estos tres
compuestos podemos obtener informacién de como es el cambio en la energia libre de
Gibbs asociado al proceso de desplegado de los conférmeros, y el aporte que hace la
entropia a este fendémeno. Para realizar este cdlculo se emplea la misma metodologia que
seintrodujo en el Capitulo Il1, para la cual se consideré el estado desplegado como el estado
final, el estado plegado como el estado final y se calcula la diferencia aritmética entre
ambos (Figura 10 y Tabla S1).
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Figura 10. Pardmetros termoquimicos calculados para los fendmenos de desplegamiento y
dimerizacion de todos los compuestos en agua basica a temperatura ambiente (arriba) y a la
temperatura de ebullicidn del solvente (abajo). Los colores indican aquellos valores que se
encuentran por encima (rojo) y por debajo del valor de la energia térmica a esa temperatura
(verde). En naranja se indican aquellos valores que se encuentran comprendidos dentro del rango
de energia térmica a esa temperatura. Todos los datos estan informados en kJ/mol.

En lineas generales podemos observar que, a temperatura ambiente, se verifica la
hipétesis propuesta en relacidén con la preferencia de estos compuestos por adquirir la
conformacién plegada al estar como mondémeros en solucién acuosa bdsica. Segun los
célculos, luego de haber aumentado la temperatura tampoco se verian favorecidos los
estados conformacionales desplegados. No obstante, para el compuesto 1.c se puede
apreciar una leve tendencia al desdoblamiento, pero este valor estd contenido dentro del
rango esperado para la energia térmica a esta temperatura (6,3 vs 4,0 kJ/mol en valor
absoluto). Este resultado pone de manifiesto que, si bien este modelo tan simplificado no
replica los que se propone segln los resultados experimentales en solucion, si permite
inferir la estabilidad relativa de las posibles estructuras que podrian estar presentes en una
solucién para estos compuestos y ciertas tendencias.

Al estudiar qué sucede con las energias de dimerizacién, tanto a temperatura
ambiente como a alta temperatura, es posible estimar el rol que cumple la entropia en los
fendmenos de ensamblado. Mas alla de que, a temperatura ambiente, ya se observa la
estabilizacién de al menos un estado dimérico en solucién para los tres compuestos, al
elevar la temperatura se produce mayor estabilizacidn de todos los estados diméricos. Esto
se evidencia por la gran diferencia observada al restar los valores de energia libre de Gibbs
a cada temperatura (Tabla S1). Estas diferencias se encuentran todas por encima de los
66k J/mol, valor casi 10 veces mayor que el correspondiente a la energia térmica a la
temperatura mas alta (4,0 kJ/mol).

Esta estabilizacién de los agregados supramoleculares con respecto a los
mondémeros permite inferir que, si la concentracién es suficiente y la temperatura es
propicia, todos estos compuestos presentardn una clara afinidad a ensamblarse
espontaneamente. Sin embargo, la solubilidad de todos estos compuestos en agua, a pesar
del medio basico y el estado de carga neta, hace que sea desafiante poder alcanzar una
concentracion tal que se pueda verificar esta hipdtesis. Adicionalmente, aumentar la
temperatura no parece ser una metodologia viable para favorecer la solubilidad, en tanto
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esta favorece la formacién de entidades supramoleculares y no su dispersiéon. En el
apartado de materiales supramoleculares, se presentaran ejemplos en los que se empled
un cambio de solvente para poder resolver este impedimento y se empleé el efecto de la
temperatura para obtener distintos materiales.

Empleando los pardmetros termoquimicos obtenidos podemos estudiar cémo se
altera el factor entrépico durante los procesos en cuestidn. Es fundamental entender que
esta variable estd directamente asociada a la libertad configuracional de la especie
estudiada y es, en ultima instancia, un pardmetro que nos permite cuantificar el caracter
polimérico de cada una de estas estructuras, como ya se presenté en la introduccion.

En la Tabla 5 se encuentran detallados los factores entrépicos asociados al proceso
de desdoblamiento de los mondémeros y los dimeros de cada compuesto. Estos se calculan
a través de la resta entre la contribucién entrépica de la estructura desplegada y la
estructura plegada, ambas a la misma temperatura (notadas como ASjp., y ASh,, para

los mondmeros y los dimeros, respectivamente). Se puede observar cémo este factor
aumenta abruptamente al pasar de 1.b a 1.c o 1.g en los mondémeros, pero no tanto asi
para sus dimeros. Este aumento podria considerarse como evidencia clara de cémo, al
aumentar el nimero de derivatizaciones o bien, disminuir la rigidez del fragmento central,
el aporte entrépico adquiere un papel preponderante a la hora de seleccionar el estado
conformacional mds poblado. Este andlisis apoya la hipdtesis de la presencia en solucién
de entidades mayormente plegadas para los compuestos 1.b y 1l.c y de caracter
conformacional mixto para el compuesto 1.c.

Tabla 5. Factores entrépicos asociados al proceso de desdoblamiento de monémeros y dimeros
supramoleculares

ASglesp ASf)esp
(kJ/mol) (kJ/mol)
-0.003 0.003
-0.027 -0.005
-0.078 -0.069

En base a los resultados expuestos, podemos proponer un panorama general de lo
que podria estar ocurriendo en solucién. Si bien se cuenta con los datos experimentales de
las soluciones en medio bdsico, el andlisis podria extenderse a las especies en estado
switeridnico, considerando que estas veran aumentada su afinidad a la agregacion debido
a la disminucidén en la repulsién electroestatica.

Para los compuestos 1.b y 1.g, habra una presencia mayoritaria de monémeros
plegados, que se despliegan al aumentar la temperatura. En una situacidn donde la
concentracion es lo suficiente alta, este fendmeno competiria de manera directa con la
formaciéon de agregados supramoleculares, dando lugar a la coexistencia de monémeros
desplegados y entidades supramoleculares ensambladas a partir de monémeros plegados
y desplegados. Si la concentracién es menor, al aumentar la temperatura se enriquece el
nimero de mondmeros desplegados en solucién. Lamentablemente, debido al
impedimento de la técnica y la baja solubilidad de los compuestos estudiados,



consideramos que en los experimentos llevados a cabo en solucién no se cumplia la
condicién de minima para la formacién de agregados supramoleculares.

Para el compuesto 1.c, el panorama a temperatura ambiente es levemente distinto,
ya que la solucién estard compuesta de una distribucién heterogénea de distintos
conférmeros, pero con un aporte mayoritario del plegado por sobre todos los demas. A
diferencia de lo que sucede con los otros dos compuestos, aumentar la temperatura en
este caso no favoreceria tanto la formacién de agregados, ya que es mucho menor la
barrera hacia la formacién de monémeros desplegados para este compuesto. Por lo tanto,
aumentar la temperatura del sistema conllevard a enriquecer el nimero de mondémeros
desplegados en solucién sin una competencia tan marcada por la agregacién. Sin embargo,
si la concentracion fuera suficiente, eventualmente el sistema evolucionaria hacia la
formacién de entidades supramoleculares que, debido al enriquecimiento previo que sufrié
el sistema, estarian compuestas principalmente de mondmeros desplegados
interactuando entre si. De la misma forma que ocurrié para 1.b y 1.g, consideramos que
en los experimentos realizados para 1.c tampoco se alcanzé la concentraciéon necesaria
para garantizar la formacion clara de agregados supramoleculares.

La distribucion de entidades conformacionales y supramoleculares que podrian
estar coexistiendo para cada compuesto en base a los resultados experimentales y los
pardmetros termoquimicos calculados se ilustra en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de las posibles entidades supramoleculares y conformacionales propuestas
para cada compuesto y su dependencia con la temperatura y la concentracién. (a): Compuesto 1.b,
(b): Compuesto 1.g, (c): Compuesto 1.c. Los cdlculos fueron realizados empleando los
correspondientes aniones; los H no se incluyen por claridad.

Mecanismo de precipitacion y propiedades del material resultante

Considerando el rol esencial que cumple la difusién molecular en seleccionar el
caracter espinodal o cristalino, de la via de separacion de fases que precede la formacion
de un sélido, es esencial tener una idea clara del estado conformacional y supramolecular
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de estos en solucién para poder aproximar el tamafio aparente de las entidades que
difunden. Generar arquitecturas extendidas, o adquirir estados conformacionales
desplegados, genera un radio aparente mayor al real del objeto, de manera andloga a lo que
sucede para el radio hidrodinamico en las particulas en solucién acuosa.*

Para estudiar en detalle el proceso de autoensamblado durante la precipitacién de
estos compuestos se tomaron imagenes de microscopia confocal de tiempo de vida de
fluorescencia durante la acidificacion controlada utilizando (D)-Glucono-1,5-lactona
partiendo de las soluciones acuosas basicas (Figura 12). Como se discutié previamente, se
espera que el estado de carga de la especie en el sélido generado corresponda al ion dipolar
o switerién.
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Figura 12. Imagenes de microscopia coloreadas empleando el tiempo de fluorescencia de los
compuestos 1.b (izquierda), 1.c (centro) y 1.g (derecha). Abajo se informa el cambio en el tiempo
de vida de fluorescencia a medida que se produce la precipitacion.

En las 3imdgenes de microscopia que se muestran en el panel superior de la Figura
11 se puede observar, en lineas generales, una morfologia dispersa e inespecifica de los
nodos de precipitacidon donde no se distinguen formas apreciables salvo por algiin cimulo
de particulas esferiformes para el compuesto 1.g. En todos los casos, los sélidos obtenidos
presentan una topologia extendida y mixta, sin que se pueda definir de forma clara la
formacion de una regidn asignable a material cristalino. En particular, el compuesto 1.c
desarrolla una microestructura que casi no presenta regiones discretas distinguibles
(Figura 12, centro). Existe un gran entrecruzamiento entre las regiones asignadas al
solvente (sin color en la microscopia) y las regiones donde hay presencia del compuesto
(regiones rojizas en la imagen). Este tipo de microestructuras extendidas, sin regiones
discretas claramente apreciables y con un gran entrecruzamiento entre sélido y liquido son



caracteristicas de los materiales obtenidos a través de una descomposicién espinodal.3*
Por otro lado, los compuesto 1.b y 1.g presentan un aspecto un poco mas discreto, menos
extendido y con regiones de acumulacién puntuales de morfologia aproximadamente
esférica, que contrastan con las regiones donde solo hay solvente (regiones negras en las
imagenes). Este aspecto hibrido que no puede asignarse de manera clara a materiales
cristalinos, pero que, si presenta regiones puntuales de precipitacién con un grado de
entrecruzamiento menor al esperado para un material estrictamente espinodal, es un claro
indicio de una via de descomposiciéon de caracter intermedio o dual, que no puede
posicionarse de manera inequivoca en ninguno de los dos extremos del espectro
Espinodal-Cristalino.

La existencia de este tipo de materiales hibridos es un punto a favor de la hipdtesis
de que pensar las vias de descomposicidén de fases como dos Unicas ramas, antagdnicas y
mutuamente excluyentes, descarta todas las opciones que existen entre ambas, y no
permite describir correctamente la totalidad de los procesos que pueden suceder. Por el
contrario, si pensamos que existe un continuo de tamafos y grados de ordenamiento de
las particulas que puede ir desde lo extremadamente ordenado a la carencia total de orden,
aun a distancias intermoleculares, podemos desdibujar esta frontera entre ambas vias para
tolerar la existencia de un espectro continuo de posibilidades entre ellas.

Estos ejemplos se suman a los ya presentados en el Capitulo Ill, donde se
manifiesta de manera alin mas clara la necesidad de describir al menos un estado
intermedio entre el mecanismo clasico de nucleacién y crecimiento y la descomposicién
espinodal (Figura 13). Al comparar las imagenes de microscopia de estos tres compuestos
con las obtenidas bajo las mimas condiciones para 1.a (derivado de benzaldehido) se puede
apreciar cierto grado de similitud entre este ultimo y 1.g, en términos del tiempo de vida
de fluorescencia del material generado. Sin embargo, la morfologia de ambos es
apreciablemente distinta, con filamentos longitudinales para el compuesto 1.a y regiones
puntuales y esferiformes para 1.g. Mas adelante se discutira una posible justificacién a
estas similitudes y diferencias.
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Figura 13. Imagenes de microscopia coloreadas empleando el tiempo de fluorescencia de los
compuestos 1.a (monoderivado), 1.g y 1.b (diderivados) y 1.c (triderivado).

Al estudiar cémo varia el tiempo de vida de fluorescencia durante la precipitacién
de los compuestos 1.b, 1.c y 1.g, podemos observar que, en todos los casos, este aumenta
amedida que el sélido se genera. Sin embargo, se observa una estabilizacién del parametro
al cabo de un tiempo, que es propio y caracteristico de cada sustancia. Para el compuesto
1.g esto sucede alrededor de los 250 s mientras que para el compuesto 1.b y 1.c se aprecia
recién al cabo de los 600 y 750s, respectivamente.

Este tipo de emision estimulada por la agregacidon ya se ha reportado en
bibliografia antes, y se ha propuesto que se debe, principalmente, a las restricciones
vibracionales y conformacionales que impone el confinamiento durante la agregacion.?”-?
El hecho de que el tiempo de vida de fluorescencia de los tres compuestos se altere
apreciablemente en las primeras etapas del ensamblado es también un indicio claro de la
naturaleza mayoritariamente espinodal de este fendmeno. Como se discutié en el capitulo
anterior, para los fendmenos que se den a través de un mecanismo espinodal esperamos
fuertes fluctuaciones en todos aquellos pardmetros asociados a la interaccion entre la
molécula y su entorno. Esto es debido a que el entorno se vuelve particularmente
susceptible a cambios y alteraciones durante este tipo de descomposiciones, a diferencia
de lo que sucede a medida que se aumenta el tamano de un cristal en un fendmeno de
nucleaciéon y crecimiento. No obstante, se destaca la diferencia en los tiempos de
estabilizacién de este fendmeno. El hecho de que el compuesto 1.g se estabilice tan
anticipadamente respecto a los otros dos podria ser otro indicio de una naturaleza
parcialmente mas cristalina de su via de descomposicion. Este resultado es consistente
también con la morfologia observada para sus nodos de precipitacion, donde los agregados
podrian estar formados de nanocristales o regiones extendidas con orden molecular de
corto alcance, como las esferulitas, que no pueden ser claramente identificados por las
limitaciones instrumentales.

Dados los resultados presentados previamente para los monoderivados resulta
interesante detenernos a pensar si la naturaleza mayoritariamente espinodal observada



para estos compuestos no podria haber sido predicha en término de sus radios, factores
de forma y naturaleza convergente de la quimica supramolecular. Para poder extender el
andlisis con el fin de encontrar una tendencia global se incluird en la discusién los
resultados obtenidos para el compuesto 1.a, presentado en el capitulo anterior.

Al calcular los valores de didmetro de colision de las estructuras optimizadas
computacionalmente para el conférmero monomérico plegado en solucién acuosa basica,
podemos observar que el compuesto 1.g presenta el mayor didmetro (Tabla 6, columna
Didmetro). Este resultado podria sugerir una menor capacidad de difundir para este
derivado y, por lo tanto, se veria favorecida la descomposicién a través de un mecanismo
principalmente espinodal. Sin embargo, las imagenes de microscopia confocal muestran
que, de los cuatro compuestos estudiados, este es el Unico que desarrollé agregados
facilmente distinguibles con un aspecto apreciablemente esférico y con un tiempo de
decaimiento de fluorescencia promedio similar al observado para el compuesto 1.a. Como
se discutié en el apéndice termodindmico del capitulo anterior, la formacién de particulas
discretas y de forma regular es un comportamiento usualmente asociado las primeras
etapas del mecanismo de nucleacién y crecimiento, y no a las descomposiciones por via
espinodal. Al mismo tiempo, alcanzar una rapida estabilizacién de su tiempo de
decaimiento de fluorescencia es consistente con la formacién de un entorno
supramolecular conservado para todas las moléculas, lo cual se correlaciona también con
la generacién de entornos ordenados y periddicos. Por lo tanto, de este andlisis se deriva
que no es concluyente emplear este parametro para predecir el mecanismo de
descomposicién.

Por otro lado, si calculamos los factores de forma de las mismas estructuras
optimizadas obtenemos valores muy similares para el compuesto 1.b y 1.c (Tabla 6,
columna Ff), pero levemente menores para 1.a y mds aln para 1.g. Nuevamente, esta otra
variable no resulta del todo satisfactoria para explicar los resultados experimentales, si
tenemos en cuenta lo similares que parecen ser los sélidos obtenidos para 1.by 1.g y lo
particularmente distinto que parece ser el de 1.c respecto a todos los demads. Da la
sensacion de que ninguno de los dos pardmetros, por separado, alcanza para explicar la
tendencia observada.

No obstante, si en vez de utilizar ambos pardmetros de manera independiente los
multiplicamos entre si, obtenemos un nuevo valor, que podria definirse como el “didmetro
corregido” por el factor de forma (Dg), se puede extraer una tendencia clara. Este nuevo
parametro, que puede ser pensado como un didmetro aparente o un diametro de giro,
contiene la informaciéon de ambos componentes y permite distinguir al compuesto 1.c de
del resto. Podemos ver que ahora que 1.c se encuentra claramente por encima de los otros
tres compuestos, dando un panorama claro de su caracter espinodal. A medida que este
valor aumenta, implica que o bien el factor de forma, o el didmetro, habran aumentado, lo
cual implicaria en ambos casos un detrimento de la capacidad de difusién de la especie en
solucion.

Este resultado también es consistente con el caracter apreciablemente mas
cristalino que presentan los compuestos l.a y 1.g durante su descomposicién. Sin
embargo, se puede apreciar un resultado inesperado al comparar los valores de didmetro
corregido obtenido para ambos. EI compuesto 1.a, que dio lugar a la formacion de
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filamentos extendidos al precipitar, presenta un valor de didmetro corregido mayor que el
de 1.g, cuya morfologia esferiforme parece mdas cercana a lo esperado para una
descomposicidén espinodal. Este resultado podria estar indicando que el mecanismo de
descomposicién es solo uno de los factores que determina el aspecto del sélido generado,
pero no es el tnico. A modo de ejemplo, mas adelante se discutira el rol fundamental que
parece tener el factor de forma en seleccionar el modo de apilamiento de 1.c en sélidos
obtenidos a partir de una solucién de DMSO y la relacién que existe entre este apilamiento
y el aspecto del sélido formado.

Para el caso particular de la comparacién entre 1.ay 1.g se evidencia una tendencia
similar. El primer compuesto presenta un factor de forma mucho mayor, lo cual podria
generar una restriccién en la libertad con la que estos pueden apilarse, imponiendo la
necesidad de generar arreglos apilados de bloques, resultado que aumentaria la extension
en detrimento del espesor. Sin embargo, el segundo compuesto presenta un factor de
forma casi isotrdépico, lo cual podria resultar en que el apilamiento también sea mas
isotrdpico, permitiendo que se desarrollen regiones mds esferiformes y menos elongadas.

Tabla 6. Factor de forma, didmetro de colisién y didmetro corregido por el factor de forma
calculados sobre estructuras optimizadas de los compuestos 1.a, 1.b, 1.c y 1.g

Ff Diametro Dx
(u.a) R) R)

1,61 8,62 13,9
1,67 10,72 17,9
1,68 11,77 19,8
1,13 12,02 13,6

Para todo este analisis es fundamental notar que el caracter convergente de todos
estos compuestos fue asumido implicitamente a la hora de calcular el diametro aparente,
ya que este fue calculado sobre mondédmeros optimizados geométricamente. Si una
molécula presenta un marcado caracter divergente sera necesario corregir estos calculos
contemplando todas las arquitecturas que se espera que estén presentes en solucién. Solo
tiene sentido calcular el didmetro aparente sobre las especies que se sospecha que estan
presentes en la solucién ya que serdn estas las que estén difundiendo durante la
descomposicion del sistema.

Al estudiar los difractogramas de rayos X de polvos de los materiales sélidos
obtenidos a partir de la precipitacién por cambio de pH de soluciones basicas empleando
acido clorhidrico como agente acidificante (Figura 14), se observa una tendencia
equivalente a la descripta anteriormente para la microscopia confocal. Tanto el compuesto
1.b como el 1.c dan lugar a la obtencién de patrones con muy pocos picos detectables,
anchos y de baja intensidad. Esto es caracteristico de materiales amorfos o con dominios
cristalinos de tamafio nanoscépico. Por el contrario, los compuestos 1.a y 1.g generan
patrones de difraccidn con picos finos e intensos, los cuales son indicio de la presencia de
material cristalino.
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Figura 14. Difractogramas de rayos X de polvos de los sélidos obtenidos a partir de la precipitacion
por salto de pH del compuesto 1.b (a), 1.c (b), 1.a (c), y 1.g (d). La escala de intensidades
empleada para graficar los patrones es la misma en los cuatro casos.

Este resultado ilustra nuevamente como dos compuestos estructuralmente tan
poco emparentados dan lugar a un comportamiento similar, el cual puede ser predicho en
base a su didmetro corregido.

Materiales supramoleculares
Materiales mesoestructurados

La diversidad de posibles estados conformacionales junto con la presencia de una
gran cantidad de grupos funcionales capaces de adquirir diversas orientaciones son la
combinacién perfecta para una quimica supramolecular versatil y adaptativa. Esto motiva
el estudio de la formacién de nuevos materiales sélidos por el autoensamblado de estas
moléculas bajo distintas condiciones experimentales, con el fin de explorar cémo estas
pueden llegar a impactar en las propiedades del material resultante.

Debido a que la mayor eficacia de interacciéon entre moléculas de todos estos
compuestos se da cuando estas disminuyen la repulsidén electroestatica y adquieren el
estado switeridnico, el andlisis de la formacién de fases sélidas se enfocé en la
precipitacidén de estas especies en particular. Considerando que las moléculas presentan
una muy baja solubilidad en agua, estos experimentos sélo pudieron llevarse a cabo
empleando dimetilsulféxido como solvente.

Para los tres compuestos se obtuvieron materiales sélidos a partir de la
evaporacion del solvente a temperatura ambiente de una solucién 50 mM en DMSO. Estos
solidos fueron aislados y se caracterizados por microscopia de barrido electrénico (Figura
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15). Una caracterizacion exhaustiva de todos estos materiales no fue posible debido a las
restricciones impuestas por el aislamiento social preventivo y obligatorio que se extendié
durante la Ultima etapa de este trabajo de tesis. No obstante, continuar con la
caracterizacidn de todos estos materiales es parte de las perspectivas proyectadas.

Figura 15. Imagenes de microscopia de barrido electrdnico de los sélidos obtenidos a partir de
soluciones 50mM en DMSO de 1.b (arriba), 1.c (medio), y 1.g (abajo).

Tanto para el compuesto 1.b como para el 1.g se obtuvieron materiales sélidos
porosos y parcialmente esferiformes. Sin embargo, el compuesto 1.c dio lugar a la
formacion de fibras estriadas compactas y carentes de porosidad. Si bien es dificil realizar
una correlacién directa entre estas imagenes y las obtenidas para los experimentos de
microscopia confocal (panel superior Figura 12), es posible identificar cierta similitud para
los sélidos 1.b y 1.g. En ambos, esta morfologia de agregados esferiformes pareciera estar
presente en los dos experimentos. Sin embargo, para 1.c la morfologia del material estd
perfectamente definida por microscopia electrdnica, pero no asi en las imagenes de la
técnica confocal. Podriamos asumir que estos microfilamentos desordenados
identificados por SEM para 1l.c no pudieron ser diferenciados por limitaciones
experimentales de la microscopia confocal. Adicionalmente, otro dato que puede
obtenerse a partir de la comparacién de estos resultados es que ambos sélidos, tanto los
obtenidos a partir de soluciones de DMSO como los generados a partir de la acidificacion
de soluciones basicas, estan formados por las moléculas en estado switeridnico.

Las particulas del compuesto 1.b presentaron una morfologia que se asemeja a un
ovillo ligeramente compactado, con un didametro de 4,07 pm. Debido a la heterogeneidad
en formas y tamafos, no se pudo caracterizar con rigurosidad estadistica sus poros. Por



otro lado, para las particulas del compuesto 1.g se determiné un didmetro medio de
~4,36um con poros con un didmetro medio de 149 nm. Estas particulas presentaron una
distribucién mucho mas homogénea tanto de forma como de aspecto de poro, aunque se
puede seguir apreciando el aspecto de particula ovillada con un gran entrecruzamiento.

Los filamentos del compuesto 1.c tienen un ancho con un valor medio de alrededor
de 6, 8um, una distancia entre estrias de 2-3 pm y un dngulo diagonal de aproximadamente
23°, Si consideramos un tamano medio de estria de ~2,5 pm se puede estimar que la
relacidén entre el ancho y la periodicidad espacial es de ~2,72. Por ultimo, podemos observar
que el estriado no se encuentra orientado perpendicular respecto al borde del filamento si
no que esta se encuentra formando un angulo de ~25° con el eje transversal (detalle en la
Figura 17).

El valor de 2,72 obtenido de la relacién entre el espesor de la fibra y la longitud de
la estria resulta extremadamente cercano al factor de forma calculado para un monémero
de 1.c que adquiere una configuracién totalmente desplegada al confinarse entre otras dos
moléculas en un trimero supramolecular optimizado geométricamente, que es de 2,64
(Figura 16). Se aclara que, para los calculos de este modelo trimérico, se emplearon las
moléculas en estado switeridnico.

Esta coincidencia entre ambos valores podria estar sugiriendo que el
empaquetamiento de estas moléculas en el filamento tenga una naturaleza similar al
apilamiento que se observa para cristales liquidos discéticos. El ntcleo plano y rigido de
esta molécula brinda la geometria adecuada para favorecer el apilamiento y, ademas,
contribuye a su estabilizacién por el desarrollo de interacciones interaromaticas.
Adicionalmente, gracias a que los residuos aminoacidicos se encuentran orientadas hacia
el exterior de este nucleo central, la red de puentes de hidrégenos e interacciones
electroestaticas que se desarrolla rodea este apilamiento columnar y se extiende a lo largo
de todo el filamento. La estabilizacion de este tipo de apilamientos en condiciones de alta
concentracion es consistente con los resultados obtenidos en el calculo de los pardmetros
termoquimicos. Aunque los célculos fueron realizados sobre los aniones para modelar el
ensamblaje en medio basico, podemos asumir que las especies switeridnicas, exentas de
la repulsidn electroestatica, veran exacerbada la tendencia a la agregacion.

La distribucién heterogénea de estrias a lo largo de la fibra también es consistente
con una organizacién desigual de factores de forma que proviene de la dificultad que
implica acomodar eficazmente los anillos aromaticos alrededor del centro para minimizar
la distancia de apilamiento sin aumentar la congestion estérica. A modo de ejemplo, en el
trimero estabilizado por DFT se pueden obtener tres factores de forma apreciablemente
distintos, 2,45 para el menor, 2,64 para el intermedio y 2,92 para el superior (Figura 16).
Aunque sin lugar a dudas este modelo no alcanza para describir la complejidad de matices
estructurales del ensamble, permite dar una primera descripciéon a la heterogeneidad
estructural de estos arreglos, y cdmo esta podria verse reflejada en el material resultante.

Capitulo IV Autoensamblado de Plataformas Poliderivatizadas 257



Figura 16. Factores de forma calculados para cada una de las moléculas que conforman el trimero
supramolecular del compuesto 1.c al apilarse columnarmente adquiriendo conformaciones
desplegadas.

Para intentar obtener un modelo potencialmente mds representativo del
ensamblado de 1.c en estos sistemas es necesario extender la construcciéon empleando un
conjunto de distintos arreglos supramoleculares compatibles con la formacién del
filamento. Para esto es necesario utilizar tres conjuntos de trimeros moleculares apilados
en conformacién desplegada optimizados libremente empleando mecanica molecular con
un campo de fuerzas universal (Figura 17).%

Figura 17. (a) Detalle de la estructura del filamento desarrollado por el compuesto 1.c y su
respectivo estriado. (b) Modelo de tres agregados triméricos construido a partir de switeriones de
1.c empleado para describir la formacion del filamento.

Al calcular la orientacion relativa entre las moléculas de 1.c entre cada conjunto se
puede observar que, en todos los casos, la libre rotacién da lugar a una orientacién de los
trimeros en un angulo de 23°, Esta distorsidon fuera del eje longitudinal se genera debido a
la necesidad de optimizar la interaccidon entre trimeros, la cual se ve fuertemente
restringida debido al impedimento estérico que implica la presencia de los anillos
aromaticos en los alrededores de los grupos aminoacidicos.

Aunque hacen falta imagenes con mayor resolucién espacial y experimentos de
dindmica molecular de mayor sofisticaciéon para poder dar un marco mds riguroso a esta
propuesta, el hecho de que el estriado tenga una frecuencia espacial y se orienten en un
angulo tan especifico podria ser un indicio a favor de la existencia de arreglos
supramoleculares discoticos columnares trenzados para dar lugar a la formacién de los
filamentos.

Curiosamente, no se ha podido observar una correlacién directa entre el niimero
de residuos L-Fenilalanina en la estructura y la capacidad gelantes o formadora de
agregados sélidos de filamentos de los compuestos.



Geles supramoleculares

Inspirados en la capacidad organogelante tanto de la L-Fenilalanina como de sus
monoderivados presentados en el capitulo anterior, se estudié la capacidad de formar
organogeles de estos compuestos. Notoriamente, inicamente el compuesto 1.c dio lugar
a la formacién de geles supramoleculares, tanto en DMSO como en DMF, aldn en
proporciones tan pequenas como 0,45 mg/mL (Figura 18, arriba y medio). El compuesto
1.g, por el contrario, dio lugar a la formacién de geles supramoleculares en DMSO, pero
con el desarrollo de sinéresis, lo que impidid su caracterizacién a través del ensayo del tubo
invertido.

Curiosamente, mas alla de la sinéresis observada para los geles del compuesto 1.g
en DMSO, este fue capaz de gelificar distintos volimenes de crudo a través de un proceso
de calentamiento-disoluciéon y enfriamiento (Figura 18, abajo). Estos geles también
presentaron una sinéresis apreciable.

Figura 18. Geles supramoleculares obtenidos para 1.c en DMSO en concentraciones de 0,45 a 10
mg/mL (arriba), y DMF (medio), y organogeles de 1.g empleando petréleo crudo como solvente
(abajo).

Finalmente, el compuesto 1.b no dio lugar a la formacién de organogeles en
ninguno de los solventes testeados. Este comportamiento tan anormal para esta serie de
compuestos puede estar relacionado con su baja solubilidad a temperatura ambiente en
todos los solventes testeados.

Si tenemos en cuenta el modelo de dimeros supramoleculares propuestos por Ji 'y
sus colaboradores para explicar la disminucidn en la solubilidad de la L-Tirosina respecto a
la L-Fenilalanina,* podemos imaginar un modelo similar para el compuesto 1.b, pero en
lugar del desarrollo de dimeros, en este caso se tendria una estructura monomeérica
plegada muy estabilizada mediante la formacién de interacciones intramoleculares.
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Considerando los resultados obtenidos para la caracterizacién de la quimica en
solucién de este compuesto podemos proponer que el estado conformacional mas poblado
serd, en la inmensa mayoria de los solventes, el estado plegado. Sin embargo, hemos
podido mostrar que el estado mas favorecido durante la agregacion es aquel donde la
molécula se encuentra completamente desplegada. Esto implica que la migracién de
moléculas del sélido a la solucidn estd directamente relacionada con el desarrollo de un
cambio conformacional. Esto explicaria, al menos parcialmente, la disminucién tan
marcada en la solubilidad.

Complementariamente, se utilizé la técnica de dispersién de rayos X a bajo dngulo
(SAXS) para estudiar la morfologia de los ensambles supramoleculares formados por estos
compuestos en las soluciones de DMSO. Para poder realizar esta caracterizacién se
utilizaron las facilidades de luz sincrotrén del laboratorio ALBA, en Barcelona, en
colaboracién con el Dr. Cristian Huck-Iriart (Figura 16).

10-1 .

102 5

—_

o
&
1

10

10°8 -

Intensidad (un. arb.)

1.b
107 5 1.c

1.9

01
q (nm™)

Figura 19. Patrones de dispersién de rayos X a bajo dngulo (SAXS) de geles de 1.b, 1.c, y 1.g en
DMSO.

El modelado de estos datos es particularmente desafiante debido a que la baja
solubilidad de estos compuestos genera la presencia de particulas en suspensién que
aumentan la dispersion inespecifica de luz y den lugar a artefactos espurios que son
dificiles de separar y sustraer. Sin embargo, los perfiles observados para estos patrones son
consistentes con la presencia de entidades esféricas para los compuestos 1.b y 1.g, vy
agregados cilindricos para 1.c. Resulta interesante notar la semejanza entre estos
resultados y las morfologias de los sélidos obtenidos a partir de soluciones diluidas en
DMSO observadas por SEM (Figura 15). Estos resultados podrian estar indicando que
existe una correlacién directa entre los agregados presentes en la solucién y la red
extendida desarrollada durante la formacién del gel. De ser asi, esto implicaria que el
fendmeno de percolacién es consecuencia de la congestidn desarrollada como
consecuencia de la cantidad de sélido que precipita durante el enfriamiento, y no por un
cambio en el grado de entrecruzamiento de estos agregados.



Poder continuar con el modelado y la caracterizacién completa de estos datos para
contar con un tamafo estimado de los agregados en solucién seria muy enriquecedor para
arrojar luz sobre la relacion que existe entre el sistema homogéneo, los sélidos generados
y el mecanismo de separacién de fases, y es una de las principales perspectivas a futuro de
este trabajo de tesis.
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Conclusiones y Perspectivas

Las moléculas estudiadas durante este capitulo, sintetizadas a partir de
tereftaldehido, 1,3,5-triformilbenceno y divainillina, y L-Fenilalanina, han demostrado ser
muy buenas para ilustrar la capacidad que tiene este aminodcido de introducir propiedades
deinterés en el disefio de nuevos bloques de construccién supramoleculares al ser utilizada
como un fragmento estructural. Fue posible poner a punto las metodologias de sintesis de
los tres compuestos y uno de sus precursores, y realizar una caracterizacién completa de
las tres moléculas en solucién empleando diversas técnicas espectroscépicas.

Las distintas caracterizaciones presentadas durante este capitulo permitieron
demostrar como estas moléculas tienden a agregarse o a plegarse sobre si mismas dando
lugar a la formacién de arreglos supramoleculares con distintos grados de anisotropia en
la distribucién de sus interacciones.

Cabe destacar que la presencia del fragmento aportado por la L-Fenilalanina en
todas estas estructuras se vio reflejada principalmente en la naturaleza de las fases sélidas
y materiales supramoleculares obtenidos. Tanto la capacidad de formar organogeles en
mezclas complejas y solventes polares, como la de ensamblarse para dar lugar a la
formacién de filamentos supramoleculares, son comportamientos tipicamente asignados
a la L-Fenilalanina. Sin embargo, no fue posible encontrar una correlacién clara entre el
nimero de L-Fenilalaninas derivadas presentes en la estructura y las propiedades del
material resultante. A modo de ejemplo, el compuesto 1.b y 1.g, ambos con la misma
cantidad de residuos aminoacidicos, no presentaron la misma capacidad organogelante ni
dieron mesoestructuras con la misma porosidad. Sin embargo, el compuesto 1.a, que tiene
un aminoacido derivatizado menos que ambos, presentdé una capacidad organogelante
similar a la del compuesto 1.g. Ademas, 1.a y 1.g dieron lugar a sélidos con un grado de
cristalinidad muy semejante, mientras que la de 1.b y 1.c fue notablemente menor, como
se pudo apreciar en los experimentos de difraccién de rayos X de polvos y las microscopias.

La imposibilidad de identificar una tendencia entre el nimero de residuos vy las
propiedades pone de manifiesto la existencia de un delicado balance entre la cantidad y la
naturaleza del aminoacido empleado, como asi también de la plataforma seleccionada para
la derivatizacion y las condiciones experimentales a las que es sometido el sistema.

Sin embargo, si fue posible proponer una relacidon potencial entre la rigidez del
nucleo aromdtico empleado y el efecto de las fuerzas entrdpicas sobre toda la estructura.
Esto, a su vez, resulta determinante durante la seleccién del estado conformacional final
de la estructura, lo cual tiene un efecto directo en la capacidad de agregacién y en la
capacidad del compuesto de difundir en solucioén.

Por ultimo, quedan como perspectivas principales el estudio en detalles de las
propiedades organogelantes, asi como completar el andlisis del modelo de
autoensamblado empleando dindmica molecular y experimentos de dispersion de rayos X
a bajo angulo resueltos en el tiempo y a temperatura variable, con el fin de poder los
cambios sufridos por estos compuestos a medida que se produce la agregacion.



Experimental

Instrumentacion

Los espectros UV-vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron ldmparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).
Las microscopias épticas de luz polarizada se realizaron utilizando un microscopio triocular
Nikon SMZ-745T con un sistema de iluminacién Nikon Ni-150. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa MicrometricsTM SE Premium para las
mediciones y el programa ImageJ* para el andlisis.

Espectroscopia electrénica a temperatura variable

Los espectros UV-Vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso 6ptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron lamparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).
Para los experimentos a temperatura variable se utilizé un termoestatizador Lauda RE 207
con una mezcla de etilenglicol:agua 70:30 como fluido de transferencia de calor.

Microscopia electrénica de barrido en alto vacio y en condiciones
ambientales (SEM)

La obtencién de imagenes de alta resolucién por dispersidén de un haz de electrones
se realizé utilizando un microscopio Carl Zeiss NTS - SUPRA 40 en alto vacio, disponible
en el centro de Microscopia Avanzada, DF, FCEN - UBA. Las muestras estudiadas a alto
vacio fueron purificadas y secadas previamente y se las sembré sobre sobre cinta de carbon
soportada en pines de aluminio aptos para SEM.

Microscopia confocal de imagen de tiempo de vida de fluorescencia
(FLIM)

Los experimentos de microscopia confocal de imagenes de tiempo de vida de
fluorescencia fueron realizados con un equipo Abberior Expert Line empleando un laser
pulsado de excitacion de 375 nm para las moléculas en solucién. Para la detecciéon se
emplearon fotomultiplicadores hibridos con filtros pasabajos de 405 nm. El tiempo de
exposicion por pixel fue seleccionado especificamente para cada muestra como una
soluciéon de compromiso entre tiempo de captura de imagen e intensidad de fluorescencia
detectada. La electrénica empleada para la adquisicién fue un médulo HydraHarp 400 de
PicoQuant trabajando a una tasa de repeticién de 20 MHz. Las imagenes de FLIM se
construyeron considerando tiempos de vida de fluorescencia 1.5 a 3ns para los casos de
moléculas sin sonda y 2 a 6ns para aquellas obtenidas en presencia de AQui. El andlisis de
las imagenes de FLIM se realizé empleando el software SymphoTime 64 de PicoQuant y
macros propias programadas en ImagelJ. Los tiempos de vida de fluorescencia fueron
modelados empleando un modelo mono exponencial.
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Difraccién de rayos X de polvos

Las medidas de pDRX fueron realizadas en un difractémetro PANalytical
Empyrean equipado con un tubo de rayos X con radiacién Cu Ka de 4-kW (K-Alphal=1,541
A, K-Alpha2=1,544 A, generador de potencia regulada: 60 kV y 100 mA), filtro beta de
niquel y un detector de area PIXcel3D que emplea una geometria de haz paralelo (rendijas
adaptadas seglin cada determinacién, mascara incidente 15mm). Las muestras fueron
medidas sobre un portamuestra de silicio monocristalino. Para todos los experimentos de
pDRX los datos fueron medidos en un intervalo 2 theta de 4° a 50° con barrido continuo,
velocidad de barrido de 200 s por paso y con 0,026° por paso.

Dispersion de rayos X a bajo dngulo

Las medidas de dispersidn de rayos X a bajos dngulos fueron realizadas en la linea
NCD-SWEET del Sincrotrén ALBA, en Barcelona, Espafia. Debido a la alta absorcién de
los dtomos de azufre en el DMSO, se empleé una energia incidente de 15 keV (0,8 nm de
longitud de onda aproximadamente) y una distancia de la muestra al detector de 6,6
metros. La adquisicién de los datos fue mediante un detector Pilatus 1M (Dectris, Suiza).
Teniendo en cuenta que los experimentos de dispersion fueron isotrépicos, se pudo
realizar una reducciéon de la dimensionalidad de los patrones a través de una integraciéon
en el dngulo azimutal empleando la libreria pyFAl, la cual se encuentra disponible en
python 3.3 Para cada muestra fueron colectadas 20 imagenes de 1 segundo de exposicion
cada una, con el fin de analizar un posible dafio por radiacion sufrido por la muestra.*’

Metodologia computacional

Los cdlculos de estructura electrénica empleando la teoria del funcional de la
densidad (DFT) fueron realizados utilizando el programa ORCA.*® El funcional utilizado
fue BP86 en conjunto con un set de bases de Ahlrichs def2-SVP y una triple correccién de
dispersion (DFT-D3). En todos los casos se empled la aproximacion por resolucién de la
identidad. Los calculos de SCF fueron del tipo de spin polarizado y se utilizé un criterio de
convergencia de 10 Eh en energia y 5.107 como elemento maximo de error tolerable en
el vector de DIIS. En todos los casos la grilla de integracidén final fue elevada a 6 para
garantizar la precisién de los valores obtenidos.

Los calculos de pre-optimizacién geométrica y de optimizacién de los conjuntos de
trimeros se realizaron empleando un campo universal de fuerzas (UFF por sus siglas en
inglés)** con un umbral de convergencia de 107, utilizando 5000 pasos de un algoritmo de
descenso empinado,® los cuales se encuentran implementados en el médulo de mecanica
molecular del programa Avogadro.*

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Para el estudio del mecanismo de ensamblado durante el proceso de gelificacién se
realizaron medidas resueltas en el tiempo cada 5 minutos y a temperatura variable, cada
5°C desde 25°C a 45°C. Las medidas se llevaron a cabo en un espectrometro Bruker AM-
500 MHz, disponible en UMYMFOR, FCEN-UBA. Las muestras fueron estudiadas en
oxido de deuterio-d; (D:O) y deuterdxido-d: de sodio (NaOD). Los valores de los
desplazamientos quimicos (8, ppm) son reportados referidos a la sefial del solvente
empleado. Las constantes de acoplamiento (J) se presentan en Hz. La multiplicidad de las



sefiales de *H RMN se indican mediante las abreviaturas: s, singlete; d, doblete; dd, doble
doblete; t, triplete; m, multiplete. La obtencién de los espectros, su correccién vy el
tratamiento de los datos fue realizado con el software MNova 14.3.2 de MestreLab.

Sintesis y caracterizacién espectroscépica
Sintesis de los compuestos

Los compuestos reportados en este capitulo se sintetizaron siguiendo
procedimientos reportados en bibliografia para compuestos similares, y los sintetizados
previamente en el grupo, pero con algunas modificaciones para adaptarlos a las distintas
solubilidades y reactividades de cada par de aldehido y aminoacido en especifico.**** La
mayoria de los reactivos y solventes empleados en la sintesis se obtuvieron de manera
comercial y se utilizaron sin purificacion previa. El metanol utilizado fue destilado antes de
cada sintesis. Todas las reacciones se realizaron en condiciones aerébicas. La sintesis del
dialdehido utilizado como precursor del compuesto 1.g, la divainillina, fue realizada
empleando el protocolo reportado por Pemba y colaboradores.?

A continuacién, se describe el protocolo general de sintesis y en la tabla se indican
las cantidades especificas de aminodacido, aldehido, base y agente reductor empleados para
cada compuesto. Las condiciones de reaccion de cada uno de los pasos y para cada uno de
los pares aminodcido-aldehido, fueron optimizadas por Cromatografia de Capa delgada
(CCD) y RMN. Todos los compuestos obtenidos luego de la acidificacién resultaron ser
insolubles en agua, acetonitrilo, metano y etanol, pero solubles en DMSO.

Protocolo: Una cantidad de aminoacido (7,45mmoles para1l.b y 1.g, 0 9,26mmoles
para 1.c) e hidréxido de potasio (11,17mmoles para 1.b y 1.g, o 16,76mmoles para 1.c) se
suspende en metanol anhidro y se calienta hasta disolucién total de ambos sélidos. A esta
solucidn se le agrega el aldehido (3,73mmoles para 1.b, 3,08mmoles paral.cy 1,51mmoles
para 1.g) y se lleva a reflujo por 4 horas. Luego del agregado del aldehido la solucién
adquiere una coloracién amarilla intensa. Al seguir la reacciéon por CCD se observa una
apreciable disminucién de la mancha correspondiente al aldehido. A la solucién resultante
se le agrega el NaBH, (14,91mmoles para 1.b y 1.g, 0 22,36mmoles para 1.c) en bafio de
hielo, y se deja reaccionar a baja temperatura por un periodo de dos horas. En este paso la
solucién pierde su coloracién caracteristica y se vuelve incolora. Para finalizar, la solucién
es acidificada con HCI (c) hasta alcanzar pH=5, lo cual conlleva a la aparicién de un sélido
blanco de aspecto fino. El sélido es purificado a través de lavados sucesivos con agua,
etanol y acetonay caracterizado por técnicas espectroscépicas. Para el caso del compuesto
1.c, si durante la caracterizacidén se verifica que la transformacién fue parcial y no se
llegaron a derivatizar los tres grupos carbonilos, se puede emplear este producto
intermedio como precursor para un nuevo ciclo de sintesis, agregando una cantidad
estequiométrica de aminodcido y agente reductor seglin la masa a reaccionar, y utilizando
la misma cantidad de horas de reaccién.
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Cantidades: Masas utilizadas para 500mg de aldehido. Todas las masas estan
expresadas en miligramos (mg).

Aminoacido Base Aldehido NaBH,

1.b 1231 627 500 564

1.c 1529 940,5 500 846

1.8 1231 627 500 564
Caracterizacion

1.b: H RMN (D,0/DO"): §=7.33 - 7.14 ppm (m, 5H), §=7.20 ppm (s, 2H), 6=3.72 -
3.65 ppm (m, 1H), 6=3.53 - 3.47 ppm (m, 1H), §6=3.33 - 3.26 ppm (m, 1H), 6=2.85 ppm (qd,
J = 13.4, 6.9 Hz, 2H). U.V-Visible en solucién acuosa bdsica, A,,4,=216nm, 262nm,
Frecuencias de FT-IR (KBr): v(O-H) = 3401 cm™, v(N-H) = 3031 cm™, v(C=0) = 1623 cm™.

Ho, 2 2
o
H
H
. . ;

3%
s

74 7.3 7.2 3.5 3.0

T T T T T T
3600 3000 2400 1800 1200 600

Namero de onda {crn'1)

1.c: 'H RMN (D,O/DO"): 6=7,31 - 7,18 ppm (m, 3H), 6=7,17 - 7,12 (m, 2H), 6=6,83
(s, 1H), 6=3,60 (d, /=13,1 Hz, 1H), 6=3,42 (d, J = 13,1 Hz, 1H), 6=3,29 - 3,20 (m, 1H), 6=2,85
(dd, J =135, 6,8 Hz, 1H), 6=2,78 (dd, J = 13,6, 7,1 Hz, 1H). U.V-Visible en solucién acuosa
basica, 1,,4x=218nm, 260nm, Frecuencias de FT-IR (KBr): v(O-H) = 3412 cm™, v(N-H) =
3026 cm™, v(C=0) =1626 cm™.



?,Il) v 3;5 3.0
8 (ppm)

T T T T T T
3600 3000 2400 1800 1200 600

Namero de onda {crn'1)

1.g: 'H NMR (D,0/DO") 6=7,21 - 7,15 ppm (m, 4H), 6=7,15 - 7,09 ppm (m, 3H),
6=7,09 - 7,03 ppm (m, 4H), 6=6,80 ppm (d, J = 8,2 Hz, 2H), §=6,73 ppm (d, J = 2,0 Hz, 2H),
6=6,68 ppm (dd, J = 8,2, 2,0 Hz, 2H), 6=4,20 ppm (s, 4H), 6=3,62 ppm (s, 6H), 6=3,57 ppm
(d, J=12,9 Hz, 2H), 6=3,35 ppm (d, /= 12,9 Hz, 2H), 6=3,29 - 3,12 ppm (m, 3H), 6=2,80 ppm
(dd, J = 13,6, 6,6 Hz, 2H), 6=2,72 ppm (dd, J = 13,6, 7,2 Hz, 2H). U.V-Visible en solucién
acuosa basica, A,,q,=214nm, 277nm, Frecuencias de FT-IR (KBr): v(O-H) = 3391 cm™, v(N-
H) = 3005 cm™®, v(C=0) = 1614 cm™.
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Sintesis de los materiales mesoestructurados
Geles supramoleculares

Los geles supramoleculares fueron sintetizados utilizando la metodologia de
sobresaturacién térmica, que consiste en calentar una suspension del agente gelificante
en el solvente seleccionado hasta la disolucién total, para luego bajar la temperatura hasta
alcanzar el punto de sobresaturacion. La formacién del gel se evidencia por un cambio la
consistencia de la muestra y se verifica empleando el ensayo del tubo invertido. La
proporcién de agente gelificante para cada solvente fue puesta a punto en funcién del
ensayo realizado y se encuentra debidamente informada en el apartado de discusion
correspondiente.

Mesocristales y agregados supramoleculares sélidos

Los sélidos mesocristalinos fueron sintetizados a través del secado directo de
soluciones 50mM de cada compuesto empleando DMSO como solvente. EI material
obtenido fue lavado con agua y secado al vacio.



Informacion Suplementaria del
Capitulo IV

Tabla S1. Energia libre de Gibbs asociada al proceso de desdoblamiento conformacional a 298K y
373K. de los compuestos 1.b, 1.c y 1.g, en agua bdsica. Los colores indican aquellos valores que se
encuentran por encima (rojo) y por debajo de 0 (verde). Todos los datos estdn informados en

kJ/mol.

Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 25°C

AGlli)llesp AG.ls‘)esp AG?up Aagup

1.c
l.g
Valores de Energia libre de Gibbs calculados a 100°C
AGHy MG, AR,  AGh,
1.c
l.g

Diferencia entre los valores calculados a 100°C y 25°C
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“La perfeccion y el poder estdn sobrevalorados. Creo que es mds sabio elegir la
felicidad y el amor.”

M.
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Introduccion

Primeras definiciones de la entidad “amiloide”

Desde la primera aparicion del término “amiloide” en la bibliografia médica, el cual
hacia referencia a los depédsitos extracelulares de material con aspecto fibrilar y cuya
procedencia se podia vincular a procesos de plegamiento incorrecto de ciertas proteinas,
su empleo estuvo siempre intimamente ligado a diversas patologias, lo que lo convirtié en
el “sospechoso de siempre” a la hora debatir sobre enfermedades neurodegenerativas,?
patologias cardiacas,’® o actividad citotdxica en distintos érganos cuando hay sospechas de
que se encuentran involucradas proteinas incorrectamente plegadas.*®

Sin embargo, esta mala fama se ha visto en franco declive desde hace unos afios
debido a que muchos trabajos han mostrado un rol fisiolégico normal del péptido B-
amiloide (AB) a bajas concentraciones, y hasta se ha propuesto que estd implicado en el
correcto funcionamiento de la memoria, entre otras.’ Este péptido, formado por 36 a 43
aminodcidos, se deriva de la proteina precursora APP, del inglés amyloid beta precursor
protein Aunque actualmente el rol de las estructuras amiloides sigue siendo motivo de
debate,’ ' se considera que existe un caracter citotéxico intimamente ligado a los
primeros estadios de formacién de las fibras caracteristicas de estas estructuras. La
principal diferencia entre el rol fisiolégico y el desarrollo de la actividad citotdxica parece
estar dado por la formacién de agregados supramoleculares en concentraciones tales que
se aprecia la agregacién, pero no es suficiente para precipitar.’? Esta existencia de un
delicado equilibrio de precipitaciéon en el que se encuentran involucradas especies
individuales, agregados supramoleculares y particulas macroscdpicas, se asemeja a la
descripcién actual de los procesos de formacidon de materiales cristalinos a través del
mecanismo de nucleacion y crecimiento clasico.™

Aunque en los inicios se consideraba que las estructuras amiloides estaban
conformadas principalmente del péptido AP, debido a que era el principal encargado de
desarrollar las placas amiloides observadas en la materia gris del cerebro de pacientes que
sufrian la enfermedad de Alzheimer,* actualmente esta aceptada una hipdtesis general
que establece que la capacidad de formar estructuras amiloides puede extenderse hasta el
campo de las moléculas pequefias.’ En este universo de nuevos precursores amilogénicos
se encuentran no solamente metabolitos proteicos como la L-Fenilalanina o la L-Tirosina,
sino también especies que no estdn directamente relacionadas con el metabolismo de
proteinas, como la adenina.l?

Teniendo en cuenta la marcada actividad biolégica que se ha reportado para las
estructuras amiloides, y la evidencia experimental que demuestra que pequeias moléculas
individuales también son capaces de dar origen al desarrollo de este tipo de agregados,
resulta fundamental estudiar la existencia de ciertas caracteristicas estructurales de estos

L Al final de este capitulo se encuentra un Glosario en el que se definen los términos mas
relevantes que serdn empleados a lo largo de las discusiones.



pequefios bloques construcciéon que permitan predecir y, en ultima instancia, modular la
actividad amilogénica.

Debido a la carencia de una definicién rigurosa, tanto desde lo cualitativo como
desde lo estructural, el término “amiloide” fue adoptando varias formas a lo largo de los
ultimos afos.’* A medida que se encontraban nuevas estructuras amilogénicas y las
fuentes de la actividad citotdxica se diversificaban, esta definicion se fue alterando casi de
manera arbitraria para terminar representando un conjunto de estructuras fibriformes
asociadas al incorrecto plegamiento proteico, y con unaimplicancia potencial en patologias
relacionadas con la actividad citotéxica.'” Esta definicion conlleva a una identidad por
contraste, implicando que toda estructura amiloide parece ser aquella “a fin” a la que se
desarrolla a partir del péptido AB, aunque el grado de similitud requerido para poder
emplear esta definicién tampoco parece estar rigurosamente definida aun.

Aunque no parece existir en bibliografia un consenso sobre la definicién rigurosa
de una estructura amiloide, si existen metodologias ampliamente aceptadas para su
deteccién. Por mucho tiempo, este rétulo se le daba a toda aquella estructura fibriforme
capaz de adquirir una birrefringencia de coloracién verdeazulada al ser tefiida con Rojo
Congo y analizada con un polarizador,*® o que podia estimular la emisién fluorescente de
la Tioflavina T, o que se tefia frente al agregado de iodo.”’ Aunque rapidas y simples,
estas técnicas presentan fuertes limitaciones en su selectividad y sensibilidad, y ya se
encuentran reportadas varias restricciones para su uso en presencia de sustancias
exdgenas o matrices complejas.??

Por otro lado, si deseamos basar la definicidon de estructura amiloide no desde su
reactividad frente a las distintas caracterizaciones, sino desde sus propiedades, notamos
que tampoco estan completamente establecidas de forma exhaustiva y rigurosa las
caracteristicas minimas y necesarias para poder discriminar de cudles se trata. A modo de
ejemplo, por mucho tiempo la citotoxicidad fue considerada como una de las principales
caracteristicas asociada a las estructuras amiloides. Pero se demostré que esta propiedad
depende en gran medida de la concentracion,’ y cada vez aparece un mayor nliimero de
estructuras amiloides funcionales tanto en humanos como en bacterias.?

Una definicion basada en la estructura

Un abordaje lo suficientemente robusto es aquel que se hace desde las propiedades
estructurales. En estos términos, se puede definir a una estructura amiloide como un
agregado de aspecto fibrilar producido a través del ensamblado, auténomo, supervisado o
inducido, por apilamiento de bloques de construccién poliméricos con estructuras
semejantes a una lamina B.%* El principal beneficio de empelar una definicién en términos
estructurales es que permite determinar de manera mesurable distancias caracteristicas
entre los componentes del sistema. Esto allana el camino en pos de desarrollar una técnica
que permita distinguir inequivocamente entre una estructura amiloide y cualquier otra
entidad fibriforme en un dado sistema.

Bajo esta definicion, la caracterizacidn de estas estructuras puede realizarse de
manera directay rdpida empleando técnicas de difraccidén de rayos X que permiten obtener
un patrén bidimensional caracteristico, el cual estd asociado a las distancias que quedan
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determinadas entre polimeros y entre agregados laminares.” A este tipo de patrones de
difracciéon identitarios se los denomina “patrén en cruz-p” (cross- motif). Este se compone
de dos pares de semiarcos perpendiculares cuyos valores de distancia caracteristica son de
4,8y10,5A. (Figural)y es un tipo de arreglo supramolecular que se encuentra conservado
en casi todas las estructuras amiloides reportadas hasta ahora.** En términos de la
aplicacién practica de esta definicidon es importante notar que, aunque preferible, no es
condicién necesaria la observacion directa de un patrén bidimensional de difraccién, en
tanto esta misma informacién puede obtenerse realizando un experimento de difraccién
de rayos X de polvos sobre una muestra, y analizando la posicién e intensidad de sus
picos.??’

b Eje de la fibra
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Figura 1. (a) Esquema del patrén de difraccion de rayos X esperado para una estructura de tipo
ldmina B. (b) Distancias caracteristicas de una estructura secundaria de tipo ldmina . Imagen
adaptada de la cita 2.

El hecho de que el autoensamblado espontaneo de estas sustancias conlleve una
segregacion de fases en la que se da lugar a la coexistencia de regiones hidrofébicas en el
interior e hidrofibicas en el exterior de las laminas, es caracteristica de un orden a mediana
escala como el que se obversa en cristales liquidos liotropicos.?® Los cristales liquidos son
estados intermediarios entre el estado sélido y liquido. Se los suele denominar estados
mesomorfos, debido a que las particulas que los componen poseen un grado de
ordenamiento que se encuentra entre el perfecto orden extendido tridimensionalmente
caracteristico de los soélidos cristalinos y la ausencia de orden a largo alcance que se
manifiesta en liquidos isotropicos, gases y soélidos amorfos. La formacién de este tipo de
mesofases suele estar dada por la segregacidn a pequefa escala de las regiones miscible e
inmiscibles de una dada estructura molecular, asi como la busqueda de un
empaquetamiento eficaz que minimice el volumen libre del sistema.?

Debido a la naturaleza intrinsecamente dual que poseen los cristales liquidos
podemos explicar cdmo las estructuras amiloides pueden presentar un comportamiento
tan ambivalente, con las respuestas mecanicas flexibles y plasticas de un material que se
percibe amorfo y facilmente adaptable, pero con las propiedades estructurales de orden y
periodicidad bien definidas que usualmente estan asociadas a los sistemas cristalinos.



Correlacion entre el orden parcial de los cristales liquidos y las
estructuras amiloides

En muchos materiales se ha observado el desarrollo espontdneo de zonas discretas
altamente ordenadas en medio de regiones isotrépicas o amorfas durante el proceso de
descomposiciéon en fases.®® Estas zonas se presentan como inhomogeneidades
birrefringentes al ser estudiadas empleando un conjunto de dos polarizadores, y se
caracterizan por su aspecto esferiforme y una distribucién radial en forma de bandas
alrededor de un centro. En muchos casos, si el material presenta cierto caracter
termotrépico, estas regiones esferiformes pueden observarse insertas entre texturas
birrefringentes extendidas en todo el campo observado.*

Estas inhomogeneidades birrefringentes de morfologia esférica se denominan
esferulitas y, en el ambito de los cristales liquidos, pueden ser entendidas como un tipo
particular de disclinacién, discreta y delimitada, dentro de las texturas de Schlieren.332
Aunque este tipo de inhomogeneidades puntuales y esferiformes se han observado en
sistemas tan diversos como cristales liquidos,** materiales poliméricos® y algunos
minerales,*® en todos los casos estan asociados a un orden periddico local de corto alcance
que no abarca en extensién todo el campo observado.®*

Esta inhibicién en la extensién puede entenderse en el marco de la teoria de
fluctuaciones de concentracion presentada en el Anexo del Capitulo Il y la discusion
desarrollada en torno a los mecanismos de descomposicién, tanto en el capitulo Ill como
el IV. Si pensamos a una mezcla homogénea como un sistema que contiene fluctuaciones
de concentracién que se desarrollan en una dada escala espacial imperceptible
macroscépicamente, podemos representar a estas fluctuaciones en la concentracién como
nodos de una “concentracién promedio” que difunden constantemente a lo largo del seno
del sistema.

Cuando un sistema sufre una descomposicién, esta produce que las fluctuaciones
de concentracién ya no se puedan relajar y queden fijas tanto en posicién como en
composicidn, lo cual es equivalente a que los nodos de concentracién interrumpan su
difusién y se detengan. Estos nodos son lo que luego actuaran como nlcleos de
precipitacién y determinaran el caracter cristalino o espinodal del material resultante. El
grado de ordenamiento de los componentes de estos nucleos estara dado por la accion de
las fuerzas entrdpicas y la complementariedad supramolecular, mientras que su tamano
serd producto del equilibrio que se genere entre la estabilizaciéon que produce aumentar el
volumen de una nueva fase y la desestabilizaciéon que deviene de incrementar el tamafio
de su superficie al ser expuesta al entorno. En el caso particular en que no exista otro
componente en el sistema y la transicion que se estd dando es por motivo de una
solidificacion/precipitacidn, es posible que este fendmeno de segregacion se manifieste en
forma de texturas de Schlieren, como sucede en liquidos termotrépicos, debido a que no
existird una frontera apreciable entre fases de distinta composicion. El aporte de
desestabilizacién superficial se vuelve despreciable frente a la estabilizaciéon volumétrica,
lo cual extiende desmesuradamente el volumen de los nodos de precipitacidon hasta
desdibujar la frontera entre ellas.
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La hipétesis principal de esta seccidn de este capitulo de tesis es que estos nodos

de concentracidn encuentran su correlato experimental en las esferulitas. Para facilitar la
nomenclatura a lo largo de esta seccidén y de todo el capitulo, el término “esferulita” sera
empleado de forma general para describir todos los eventos de fluctuacién (estable) de la
concentracién y el término “Cruz de Malta” se empleara de forma especifica para referirse
a las inhomogeneidades de morfologia esférica y arreglo concéntrico que presentan
bandas radiales de birrefringencia.

La distinta combinacién de tamafios y érdenes posibles permite describir el panorama
tan diverso de texturas y morfologias que se ilustra en la Figura 2 empleando imagenes
representativas reportadas en la bibliografia ya citada.

D

2)

3

4)

5)

6)

Nodos medianos y claramente distinguibles entre si con un grado de orden elevado
dard lugar a la formaciéon de nucleos cristalinos consistentes con la teoria de
nucleacién y crecimiento clasicos.

Nodos pequefios con un grado de orden elevado dardn lugar a la formacién de
nucleos cristalinos polidispersos que podrian aglomerarse o compartir caras de
crecimiento comun para dar lugar a la formacién de material policristalino.

Nodos pequefios con bajo grado de orden serdn caracteristicas de los materiales
espinodales, altamente entrecruzados y dispersos.

Esferulitas de gran tamafio con alto grado de orden daran lugar a maclas.

Esferulitas de gran tamafio con un grado de orden orientacional, pero no posicional,
dardn lugar a las texturas de Schlieren.

Esferulitas de menor tamafo e independientes entre si con un grado de orden
orientacional, pero no posicional daran lugar a los arreglos en forma de cruz de
malta.

Tamano

Policristal Monocristal Macla

Figura 2. Materiales generados a partir de diversas combinaciones de tamafio y orden de las
esferulitas y tipos de nodos. La imagen del material espinodal est4 adaptada del trabajo de Brauny
Meyer,* las de materiales policristalinos, cruces de maltas, monocristales y texturas de Schlieren
fueron adaptas del trabajo de Berdan,* y la de macla fue adaptada del trabajo de Gil-Crespo.¥’



Mas alla de la presencia ubicua de este tipo de regiones de orden local en materiales
poliméricos y cristales liquidos, es poco frecuente encontrar el término “esferulita” o
“textura de Schlieren” asociado a placas seniles 0 a otros fendmenos devenidos de la
agregacién molecular. Sin embargo, al estudiar el aspecto de la birrefringencia que produce
la tincién con Rojo Congo en estos compuestos podemos apreciar un grado de similitud
notable (Figura 3).

Figura 3. Birrefringencia observada en arreglos radiales de placas seniles tefidas con Rojo Congo

(ay b, imagen adaptada del trabajo de Kahr y colaboradores),® en esferulitas de polietileno (c y d,

imagen adaptada del trabajo de Lauritzen y colaboradores),®® y en una gota de un cristal liquido (e
y f, imagen adaptada del trabajo de Park y colaboradores.)*

Si desconociéramos el origen amiloide de las imagenes que se muestran en la
Figura 3a 'y 3b podriamos caer en la tentacion de describirlas como “esferulitas estriadas”,
en tanto presentan la misma morfologia esferiforme y el arreglo radial en bandas
equivalente al que se espera para estructuras de este estilo. Esto pone de manifiesto la
estrecha relacién que existe entre las estructuras amiloides y los materiales mesogénicos,
al menos en el andlisis de las imagenes obtenidas por microscopia, y apoya la hipétesis de
que existe un paralelismo estructural en términos de orden local, respuesta colectiva y
fluidez para ambos sistemas.

En resumen, se puede decir que, en las estructuras amiloides conviven tanto la
necesidad de ubicar de manera ordenada bloques de construccion para desarrollar una
estructura regular y bien definida, como la necesidad de generar una respuesta mecdnica
que brinde flexibilidad y adaptabilidad, facilitando su locacién ubicua y garantizando la
fluidez a través del organismo. Esto nos permite abordar el estudio de la formacién de
estos sistemas supramoleculares desde el marco termodindmico constituido para los
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fendmenos de nucleacién y crecimiento y descomposicién espinodal, que seran los
empleados durante este trabajo de tesis.

Durante este capitulo de tesis se presentard un andlisis detallado de las diversas
estructuras supramoleculares generadas por los aminodcidos L-Fenilalanina, L-Tirosina y
los respectivos derivados que fueron discutidos en los Capitulos Ill y IV. Teniendo en
cuenta las caracteristicas que se observaron en algunos de los materiales obtenidos a
partir de las moléculas que se sintetizaron en este trabajo de tesis, y los antecedentes que
se presentaron en los pdarrafos anteriores, surgié la motivacién de extender su estudio en
el contexto de la formacién y propiedades de las estructuras amiloides.

Adicionalmente, se planted otro interrogante que consiste en comprender si
existen ciertas caracteristicas en las estructuras moleculares de estos compuestos que
permitan predecir o modular la actividad amilogénica. Para ello, se analizé en detalle las
similitudes y diferencias que presentan las estructuras cristalinas de sus switeriones y sus
sales en comparacién con el modelo estandar de ldmina B y estructura amiloide. En base a
estos resultados se propone una relacién estructural entre la potencial actividad
amilogénicay el desarrollo de red anisotrépica de interacciones supramoleculares mediada
tanto por el residuo aminoacidico, como por el aporte del aldehido.

Por un lado, como parte de los experimentos, se puso a prueba la capacidad de
desarrollar ensambles en solucién capaces de ser detectados por una sonda especialmente
disefiada para la identificacion de agregados amiloides. Por otro lado, se investigo la
citotoxicidad tanto de las moléculas libres en solucion como de los agregados
supramoleculares formados, con el fin de estudiar una potencial actividad biolégica nociva.
Finalmente, se estudid la interaccién entre los compuestos individuales, sus agregados
supramoleculares y células nerviosas con la intencidon de observar alteraciones en la
morfologia celular. Los resultados de estos experimentos son ambiguos, en tanto no
parece observarse de manera sistemdtica la formacién de filamentos con cardcter
amilogénico, ni se puede apreciar un cambio en el tiempo de decaimiento de la sonda
empleada, pero si se evidencia la presencia de alteraciones en la membrana celular y la
proliferacion de filamentos en el espacio interneuronal que podrian estar indicando tanto
un fendmeno de apoptosis como la maduracion de las células nerviosas.



Resultados y Discusion

Autoensamblado en solucion de la L-Fenilalanina y Ia
L-Tirosina

Analisis del caracter amiloide de sus arquitecturas
supramoleculares

Como se introdujo en el Capitulo I, podemos considerar un bloque de construccién
como convergente cuando este no presenta la capacidad de formar puentes de hidrégeno,
0 ninguna otra interaccién no covalente fuerte y direccionada, a través de sus residuos o
grupos no aminoacidicos. Al contrario, se considerard bloque de construccion divergente a
aquel capaz de desarrollar interacciones del tipo puente de hidrégeno, o cualquier otra
interaccion no covalente fuerte y direccionada, desde sus residuos hacia “el exterior” del
agregado supramolecular. El concepto de divergencia deviene de la capacidad de formar
redes no covalentes extendidas tridimensionalmente de forma tal de hacer “divergir” la
topologia del ensamble.

Esta dicotomia entre convergencia y divergencia supramolecular se puede ver
ilustrada claramente en la relacion estructural entre L-Fenilalanina y L-Tirosina (Figura 4).
La primera no presenta la capacidad de donar o aceptar puentes de hidrégeno en ninguna
de las posiciones de su residuo aminoacidico, mientras que la segunda si. Esta diferencia
de comportamiento se origina debido a la existencia del grupo hidroxilo en la posicion para
en la L-Tirosina. En los casos en que haya mds de un residuo y exista la posibilidad de
formar puentes de hidrégeno en alguno de ellos y en otros no, las especies serdn
consideradas mixtas. En los casos en que el sistema esté compuesto Unicamente de
moléculas cuyo residuo es capaz de aceptar puente de hidrégeno, pero no de donar y no
haya otros donores posibles, el bloque de construcciéon se comportara convergentemente
y, por lo tanto, serd considerado de esta manera.
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Figura 4. Comportamiento convergente y divergente representado para las estructuras de L-
Fenilalanina (izquierda) y L-Tirosina (derecha)

La propiedad de divergencia supramolecular es esencial para garantizar la
formaciéon de ensambles supramoleculares extendidos tridimensionalmente que sean
capaces de desarrollar redes de energia de interaccidn atractivas e intensas.*’ La
importancia de realizar el analisis empleando este concepto se pone de manifiesto en su
aplicacion para disenar racionalmente bloques de construccidon para el desarrollo de
nuevos materiales con una respuesta mecanica isotrépica y una baja flexibilidad.

Actividad amilogénica de la L-Fenilalanina

Actualmente se encuentran reportados en bibliografia agregados
supramoleculares de L-Fenilalanina que forman filamentos amiloides y cuyo caracter
cristalino ha permitido una caracterizacion estructural completa.*” Como ya se presentd
en el capitulo Ill, en estos filamentos, constituidos Unicamente a partir de L-Fenilalanina
en estado switeridnico, se da a lugar la formacion de un “cierre electroestatico” que se
establece a través de interacciones electroestaticas atractivas entre regiones de carga
opuesta de moléculas aledafas. Esto da lugar a la constitucion de laminas
supramoleculares que, a su vez, desarrollan interacciones electroestdticas con otras
[dminas orientadas de forma inversa para constituir finalmente una bicapa electroestatica.
Por ultimo, estas bicapas interactiian con otras a través de interacciones no covalentes
desarrolladas por sus residuos aminoacidicos, apilandose de forma similar a una lamina f.
(Figura 5).
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Figura 5. Interacciones intermoleculares presentes en la estructura de L-Fenilalanina switeriénica.

Esta configuraciéon de apilamiento de planos permite distinguir dos distancias
caracteristicas. Una de ellas es la distancia asociada a la interaccién electroestatica y el
puente de hidrégeno que se constituye entre aminodcidos aledafios, que se encuentra
alrededor de los 4,6 A, y la otra, es la asociada a la separacién entre las “bicapas
electroestaticas”, la cual estd modulada por el tipo de interaccidn que pueda generar el
residuo aminoacidico. En este caso, para la L-Fenilalanina, esta distancia es de 10,3 A y est4
dada por la formacién de interacciones dispersivas entre las nubes electrénicas de los
anillos aromaticos (Figura 6).*

1034

Figura 6. Distancia interplanar observada para la estructura cristalografica de L-Fenilalanina en
estado switeridnico. En rojo se identifican las regiones electroestaticas que unen dos ldminas para
dar lugar a la formacién de las bicapas electroestaticas. En azul se detalla la regién donde se
desarrollan las interacciones no covalentes dispersivas.
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Esta estructura en capas descripta para los filamentos de la L-Fenilalanina es
consistente con los resultados de trabajos reportados recientemente en los que se
relaciona la identificacién de ciertas caracteristicas moleculares y supramoleculares con la
formacion de estructuras amiloides. Algunos autores proponen que la presencia de un
fragmento molecular de caracter aromdtico, en conjunto con una regién capaz de formar
interacciones electroestaticas, podria ser una combinacién suficiente para dar lugar al
desarrollo del caracter amilogénico.*>*

Esta relacion entre la estructura molecular y la actividad amilogénica puede
explicarse considerando que el proceso de autoensamblado requiere, por su naturaleza
homomolecular, la capacidad de adquirir carga neta tanto positiva como negativa en una
misma molécula. Pero esta condicidn de estabilizacién electroestatica no es suficiente para
garantizar la flexibilidad y el desarrollo longitudinal caracteristico de las estructuras
amiloides. Es necesario contar también con la presencia de un fragmento estructural que
tenga la capacidad de formar interacciones no covalentes de corto alcance, con poca
demanda geométrica y una considerable reversibilidad a temperatura ambiente. Esto no
solamente concede la capacidad de separar los planos electroestaticos entre si de manera
reversible, dando lugar a la respuesta mecdnica flexible, sino que también permite inhibir
el desarrollo de una red cristalina tridimensional, lo cual daria como resultado estructuras
extremadamente orientadas, rigidas y con mucha facilidad para desarrollarse en las tres
dimensiones. En el caso limite en el cual se desarrollan interacciones fuertes de manera
isotrdpica, es casi inevitable que se dé como resultado la obtencién de un material
cristalino rigido y duro, carente tanto de la morfologia como de la respuesta mecdnica
requerida para el plegamiento observado en las estructuras amiloides. Es por este motivo
que los aminodcidos y sus derivados, a diferencia de otros metabolitos que estan
implicados en rutas metabdlicas muy emparentadas, suelen estar en el foco de las
investigaciones asociadas a la amilogénesis.

La estructura secundaria formada por la L-Fenilalanina en los filamentos descritos
se asemeja de forma notable a una lamina 3,* pero su cadena principal no esta constituida
de un polimero monodimensional de enlaces peptidicos, sino de un polimero
supramolecular y bidimensional que se obtiene a partir del desarrollo de las interacciones
puentes de hidrégeno. Esto genera ldminas mas gruesas, extendidas a lo largo de dos
dimensiones, y con residuos aromaticos asomando perpendicularmente a las laminas en
ambas caras y para todos los bloques de construccidn (Figura 6). No existe una alternancia
en la disposicién de los residuos, como si sucede en las laminas B reportadas en proteinas.*

Si empleamos una representacién en términos de flechas orientadas semejante a
la que se utiliza tipicamente para las ldminas B, podemos observar que los agregados de L-
Fenilalanina se ordenan de manera compacta entre si, con apenas una diferencia en la
rotacién del residuo aromatico entre pares de aminodcido. Esto hace que la representacion
en flechas monodimensionales y orientadas pierda sentido. Por este motivo resulta mas
adecuado pensar la descripcidon esquematica de esta estructura en términos de planos
electroestaticos apilados entre si, debido a las interacciones no covalentes desarrolladas
por los residuos alojados entre los planos (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de representacion de una estructura secundaria de tipo ldmina B y el caso del
empaquetamiento de la L-Fenilalanina.

Este empaquetamiento en capas descrito para los filamentos de L-Fenilalanina nos
permite observar ciertas semejanzas entre la estructura supramolecular desarrollada por
la L-Fenilalanina y las estructuras amiloides encontradas para varias proteinas
amilogénicas. En primer lugar, asi como ciertas regiones de una proteina pueden dar lugar
a la formacién de una estructura secundaria del tipo [dmina B por interaccién de puente de
hidrégeno entre distintas porciones de la cadena principal que se encuentran cercanas
entre si, algunos mondmeros supramoleculares pueden autoensamblarse para dar lugar a
la formacién de laminas supramoleculares con una morfologia plana y extendida
extremadamente semejante.

Ademas, la formacion de estructuras del tipo ldmina B en las proteinas conlleva la
necesidad de alojar los residuos aminoacidicos de forma tal que queden de manera
alternada por encimay por debajo de esta lamina.** Algo muy similar sucede en las bicapas
desarrolladas en la estructura de L-Fenilalanina, aunque, en este caso, todos sus residuos
se encuentran orientados hacia la misma cara de cada lamina que conforma el plano de la
bicapa.* Por ultimo, de la misma manera que un conjunto de laminas beta pueden apilarse
entre si para dar lugar a ensambles compactos que luego desarrollan las protofibras
citotoxicas,” las bicapas supramoleculares también pueden apilarse. En este caso, la
principal diferencia reside en que el grosor de la bicapa supramolecular es
considerablemente mayor, si se tiene en cuenta tanto la distancia de la regidn
electroestatica como el largo de cada residuo, respecto al grosor de una lamina p. Esto
genera que, al comparar el apilamiento entre un mismo nimero de bicapas y de ldminas,
las primeras daran lugar a protofilamentos de mayor grosor.*>*¢ (Figura 8)
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Figura 8. Esquema de las posibles jerarquias estructurales que pueden presentar los polimeros
unidos covalentemente y aquellos ensamblados a través de interacciones no covalentes. Para los
polimeros unidos covalentemente, los valores de distancias se han extraido de los trabajos
publicados por Kirschner et. al, # Balbach et. al,*® y Liihrs et. al.*® Para las distancias caracteristicas
observadas en estructuras supramoleculares de L-Fenilalanina se utilizaron los datos reportados
por Adler-Abramovich et. al,* y Zaguri et. al.*?

En vistas de todo lo discutido hasta ahora, resulta fundamental comprender el rol
del tipo de unién entre mondmeros en la estructura obtenida para cada ensamble. Por un
lado, las ldAminas P se desarrollan partiendo de una estructura primaria construida a través
de interacciones covalentes que imponen restricciones geométricas, lo que se traduce en
tensiones estructurales y una fuerte restriccién a la libertad conformacional de sus
mondémeros. Por otro lado, las interacciones no covalentes que sostienen la arquitectura
supramolecular de los filamentos de L-Fenilalanina, como la interaccién electroestatica
entre dos particulas de carga opuesta, brindan una gran versatilidad posicional al ser
intrinsicamente isotrépicas y de largo alcance. Adicionalmente, el hecho de que presenten
cierto grado de reversibilidad en condiciones normales las vuelve idéneas para construir
arquitecturas poliméricas termodindmicamente estables. Por Ultimo, el hecho de que no
sea necesario amoldarse a las restricciones geométricas que impone el enlace peptidico
permite que todos los mondmeros que constituyen el plano electroestatico expongan sus
residuos hacia el exterior. De esta manera se genera una regidén superficial densamente
poblada de residuos por encima y por debajo de este plano.

Considerando que serdn estas regiones interplanares las que medien y modulen la
interaccién entre cadenas para dar lugar a la formacién de los filamentos, y que se ha
demostrado experimentalmente que estos filamentos se corresponden con estructuras
amiloides, entender el rol de estos residuos y la naturaleza de esta interaccidon se vuelve
esencial para comprender de manera integral los mecanismos de amilogénesis.

Para poder entender de manera concisa el impacto directo de estos residuos en las
propiedades de los ensambles obtenidos, en bibliografia se encuentran reportados
estudios sobre las propiedades nanomecanicas de los filamentos amiloides obtenidos para
L-Fenilalanina.*? Se observé que estos presentan valores para el médulo de Young de entre



7 y 32 GPa, lo que representa un aumento de casi tres veces respecto al valor obtenido
para fibras amiloides generadas a partir de proteinas, sintéticas o funcionales, usualmente
asociadas con el fendmeno de amiloidosis.”®** Los autores proponen que esta diferencia en
la dureza entre ambos materiales puede estar directamente asociada tanto al
empaquetamiento tan eficaz que logran las interacciones supramoleculares entre
mondémeros de L-Fenilalanina, como con el impacto que tienen las interacciones entre
residuos en la estabilizacion total de la cadena supramolecular. Adicionalmente, se suma
el hecho de que no existen en el material mondémeros no amilogénicos, como si puede
suceder en cadenas peptidicas compuestas de una gran diversidad de aminodcidos
distintos.

Actividad amilogénica de la L-Tirosina

De manera similar a lo observado para L-Fenilalanina, para la L-Tirosina también
se encuentran reportadas estructuras supramoleculares capaces de dar lugar a la
formacion de agregados con caracter amiloide.*® Pero, en este caso, existen resultados que
pueden llegar a resultar dificiles de compatibilizar entre si, si no se tiene en cuenta en que
“instancia” del proceso de autoensamblado se estudié el cardcter amiloide de la estructura
obetinida.

Aunque los materiales sélidos obtenidos parala L-Tirosina en distintas condiciones
evidencian la formacién de fibras longitudinales, estas muestran un caracter cristalino
mucho mayor en comparacién con las estructuras amiloides obtenidas de moléculas
similares.” Esta caracteristica se evidencia tanto en la morfologia de los sélidos obtenidos,
que se caracterizan por poseer una estructura prismatica con bordes bien definidos y caras
paralelas sin ninguna curvatura, como por la respuesta al estrés mecanico, dado que no
parecen presentar la flexibilidad esperada para las estructuras amiloides. Estos materiales
parecen ser, en realidad, cristales agujiformes. Su relaciéon con las estructuras amiloides
desarrolladas por metabolitos similares parece residir Unicamente en la morfologia
longitudinal y en el hecho de que sus bloques de construccién sean pequefias moléculas
emparentadas metabdlicamente.

En efecto, al estudiar estos agregados supramoleculares por difracciéon de rayos X
de polvos se observa que presentan una cristalinidad comparable con cualquier otro
sistema policristalino clasico, caracterizada por la formacién de un patrén de difracciéon con
picos finos e intensos y una sefial de fase amorfa muy tenue.”” Adicionalmente, la
morfologia de prisma elongado con bordes bien definidos es muy similar a la observada en
muestras de cristal Unico tanto de la misma L-Tirosina como de sus derivados.”*

Si analizamos en detalle la estructura cristalina reportada para estos agregados no
se observa una distribucion estructural en planos como la descripta para L-Fenilalanina.
Mientras que la estructura de L-Fenilalanina exhibe una clara anisotropia en la distribucion
de sus interacciones que da lugar a un apilamiento de planos, la estructura de L-Tirosina
presenta una distribucién mucho mas isotrépica de interacciones electroestaticas. Esto
inhibe la formacién de regiones de mayor y menor intensidad de interacciény, por lo tanto,
no da lugar a la obtencién de un plano o eje preferencial sobre el cual se puedan asignar las
interacciones de mayor intensidad. Como resultado se obtiene una estructura con
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interacciones atractivas homogéneamente distribuidas en todo su volumen que da lugar a
materiales cristalinos, duros y compactos. (Figura 9)

Interacciones
de puente de
hidrégeno

Figura 9. Estructura cristalina reportada para la L-Tirosina en las fibras elongadas.

No obstante, en franca oposicion al comportamiento cristalino descripto
anteriormente, existen publicaciones que reportan actividad amilogénica para la L-
Tirosina en solucion.>* Este comportamiento es detectado a partir de los experimentos de
interaccion con Tioflavina T y Rojo Congo, aunque este ultimo fue realizado en solucién y
la birrefringencia no fue analizada. Mas alla de que estos resultados, y en especifico bajo
estas condiciones, podrian no ser concluyentes para reportar de forma rigurosa la
formacion de una estructura amiloide, es ciertamente interesante el “efecto de semilla” o
“iniciador”, que parece presentar la L-Tirosina al ser puesta en contacto con proteinas no
amilogénicas.”* Curiosamente, el modelo propuesto por los autores para el ensamblado en
solucién de la L-Tirosina en este trabajo difiere de manera considerable con todas las
estructuras amiloides reportadas hasta la fecha, presentando la sorprendente
caracteristica de carecer de la estructura laminar tipo bicapa B. En cambio, los autores
proponen una estructura esferiforme construida a partir de una combinacion de
interacciones de apilamiento aromdtico y electroestdticas, que parece asemejarse a la
estructura cristalina reportada para los materiales agujiformes.

Resulta fundamental comprender que los resultados reportados por Ménard-
Moyon y por Anand no son mutuamente excluyentes entre si, si se considera que cada uno
de ellos pueden analizarse como periodos distintos de un mismo proceso. En este sentido,
se podria pensar al “agregado esferiforme amilogénico en solucién” como la etapa inicial
de nucleacién y crecimiento, que luego da lugar a la formacién de los “prismas elongados”,
que se observan macroscdépicamente, y que presentan las propiedades cristalinas.

Esta interpretacién es consistente con lo observado para las fibras amiloides de
varias proteinas amilogénicas, para las cuales se observé que una fragmentacién en trozos



mas pequefios aumentaba la citotoxicidad.> A modo de ejemplo, para el caso especifico el
péptido AP, no solamente se ha reportado un aumento en la citotoxicidad al fragmentarla
o al estudiar las primeros estadios de la formacién del aglomerado®® sino, también, se ha
encontrado que no parece haber relaciéon causal entre el nimero de placas amiloides
formadas en el cerebro y el deterioro cognitivo de los pacientes. Pareceria que los estadios
mas tardios del fendmeno de autoensamblado en estos sistemas no revisten citotoxicidad
alguna’®’®

Si se compara el proceso de autoensamblado de L-Tirosina, considerando una
primera etapa de formacién de agregados amilogénicos®* y una etapa posterior de
maduracién y estructuracion para dar lugar a la formacién de un material cristalino,* con
los estudios realizados sobre L-Fenilalanina y las posibles etapas de formacién de sus
ensambles, podemos observar que esta Ultima retiene su cardcter amiloide desde los
origenes del ensamble®® hasta la formacion de los filamentos.*? Al contrario, la L-Tirosina
parece sufrir una pérdida del cardcter amiloide en pos de la formacién de una estructura
cristalina. El “exceso de orden” y una posicién espacial rigurosa en los componentes de un
ensamble molecular parece ir en contra de la obtencién de agregados con fuerte caracter
amiloide.

A la luz de estos resultados, se hace evidente la relevancia de estudiar en detalle,
de manera exhaustiva y con rigurosidad, la quimica supramolecular tanto de la L-Tirosina
y la L-Fenilalanina, como de sus derivados. La relacién entre la estructura de los residuos
aminoacidicos y su quimica supramolecular ha mostrado tener un impacto directo en los
procesos de seleccion que terminan discriminando entre el desarrollo de estructuras
amiloides, o la conformacion de materiales cristalinos. Finalmente, también es necesario
resaltar las propiedades citotdxicas asociadas a estos ensambles supramoleculares y su
vinculo, en Ultima instancia, con el desarrollo del grupo de patologias ya mencionadas.

En este sentido, los compuestos basados en L-Fenilalanina, L-Tirosina y aldehidos
de relevancia bioldgica sintetizados en este trabajo de tesis, representan un excelente
grupo de moléculas modelo para estudiar el rol de los nuevos grupos funcionales
adicionados al esqueleto del aminoacido, en la modulacién de la interaccién entre los
planos electrostaticos anteriormente mencionados, y su impacto en las propiedades de
autoensamblado.

Autoensamblado de derivados de L-Fenilalaninay la
L-Tirosina

Bases para una relacion entre la estructura moleculary la
arquitectura supramolecular

En base a las conclusiones que se extraen de analizar la estructura amiloide de los
filamentos de L-Fenilalanina, se destaca nuevamente la importancia de que, para todos los
derivados sintetizados en la tesis, el estado de carga dipolar o switeridénico resulté ser muy
estable. Esto implica la posibilidad de que se desarrolle de forma favorable el “cierre
electroestatico” caracteristico de la ldmina § supramolecular (Figura 5).
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Cabe discutir brevemente ciertos aspectos sobre los aldehidos empleados para la
derivatizacién de los aminodcidos, que cobran especial relevancia en este capitulo. Todos
ellos presentan un fragmento estructural aromatico que podra favorecer la interaccion
dispersiva entre estructuras supramoleculares, como las bicapas B, “imitando” de alguna
manera el rol del residuo aromatico de la L-Fenilalanina. La comparacién entre los
derivados de benzaldehido y el de naftaldehido permitira, por ejemplo, evaluar los efectos
estéricos del residuo. Por otro lado, los fragmentos que incluyen hetero atomos, como el
piperonal, permiten estudiar el impacto que pudiera tener la formacién de otro tipo de
interacciones intermoleculares adicionales a las ya identificadas como esenciales para la
formacién de estructuras amiloides.

Adicionalmente, algunos de ellos son comunmente utilizados como agentes
saborizantes en la industria alimenticia. El incremento en los tltimos afios del consumo de
alimentos procesados ha generado un enorme aumento en la utilizacién de este tipo de
agentes para simular aromas y sabores de manera artificial. La autoridad europea de
seguridad alimenticia (EFSA) engloba a los alcoholes, aldehidos, acidos, ésteres, y acetales
bencilicos en el grupo quimico 23 de los agentes saborizantes y los considera seguros de
utilizar aunque recomienda valores de ingesta diaria especificos seguin la subcategoria
estructural de cada uno de ellos.®° Sin embargo, la aparicion de nuevas tecnologias de
fabricacién y conservacion de alimentos, asi como la utilizaciéon de estas sustancias en
productos consumibles modernos que hasta ahora no habian sido estudiados, como los
cigarrillos electrénicos, ha vuelto a ponerlas en el foco de las investigaciones sobre
toxicidad y posibles reacciones adversas para la salud.®* Este es uno de los principales
motivos por los cuales resulta relevante estudiar los derivados obtenidos a partir de este
tipo de aldehidos con aminoacidos frecuentemente encontrados en alimentos y bebidas.



OH
OH
N
H
o

l.a 2.a
OH
OH /g
N N
H H
1d 2d
OH
OH OH
OD/\N OD/\foj/
< " " < y
o) o [¢] °
l.e 2.e
OH
H H
o o
HO HO
1.f 2.f

NH
HO o,
N 0 OH OH
Yo, OH (o) o, [o]

1.b l.c
o OH
NH
0/
AN
0 OH
o N
~ e, o

lg

Figura 10. Estructuras moleculares de las sustancias utilizadas durante este capitulo
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Para la discusion de los préximos apartados se emplearan los datos estructurales
determinados por difraccién de rayos X de monocristal presentados en el capitulo Ill, es
por eso que no se incluirdn los compuestos 1.b, 1.c, y 1.g. Para realizar el andlisis de las
estructuras supramoleculares en estado sdélido y compararlas con lo observado para los
compuestos amilogénicos es conveniente hacer una subdivisién en dos categorias:

1) aquellos cuya estructura supramolecular se asemeja a la distribuciéon en capas
apiladas como la observada para la L-Fenilalanina (Figura 6)

2) aquellas cuya distribucidn de interacciones intermoleculares presenta un grado de
entrecruzamiento mds cercano al observado para la estructura supramolecular
presente en los agregados de L-Tirosina (Figura 9).

Es importante notar que, como se discutié en capitulos anteriores, el hecho de que
un compuesto sea sintetizado a partir de un dado aminoacido no implica que este herede
una quimica supramolecular similar, ya que en esta impactan tanto el aminoacido como el
aldehido empleado, asi como la quimica configuracional que se puede desarrollar por la
totalidad de la estructura.

Convergencia supramolecular y arreglos apilados de planos
electroestaticos

Los compuestos que se encuentran en el grupo que se discute en este apartado
son los derivados de L-Fenilalanina con benzaldehido, 2-naftaledhido y piperonal, 1.a, 1.d
y l.e, respectivamente. Para 1l.a y 1.d se obtuvieron monocristales de los respectivos iones
dipolares. Adicionalmente, para 1.d también se obtuvo la sal de cloruro que co-cristaliza
con una molécula de acido acético. Para 1.e sélo se cuenta con los datos cristalograficos
corresponden a su sal de cloruro. Para estos dos ultimos, el estado de carga de los
derivados es catidnico. Cabe recordar que, debido a las condiciones de cristalizaciéon
empleadas, algunos de ellos corresponden a los racematos, y no a las especies
enantioméricamente puras. No obstante, del andlisis de todas estas estructuras cristalinas
se desprende que presentan de forma comun el mismo esquema de capas, compuesto por
regiones electroestaticas que se alternan con las zonas donde la interaccién no covalente
principal es de caracter dispersivo o dipolar (Figura 11). Cabe aclarar que no se incluye en
este capitulo la estructura obtenida para la sal de sodio del compuesto 1.d debido a que la
especie adquiere una conformacion plegada y, ademas, no presenta el arreglo en planos
electroestaticos descripto para todas las otras estructuras incluidas en el andlisis.

Todas estas estructuras presentan sus bloques de construccién en conformacién
desplegada, orientados longitudinalmente y paralelos entre si. Este tipo de
empaquetamiento, que recuerda a la fase esméctica de un cristal liquido, favorece la
formacién de un sistema de interacciones entre el grupo amino protonado, el carboxilato
o 4acido carboxilico, y el cloruro, en aquellos casos donde estd presente, equivalente al
cierre electroestatico reportado para L-Fenilalanina. Adicionalmente, esta orientacién
preferencial facilita el acomodamiento de los residuos aromaticos hacia el exterior de esta
capa electroestatica. En consecuencia, se optimiza la distancia y orientacién entre los
residuos de forma tal de maximizar el caracter atractivo de las interacciones de apilamiento
aromatico y dipolares que pueden desarrollar.



Es particularmente relevante notar cdmo esta configuracién estructural en capas
que alternan interacciones electroestadticas y dispersivas se conserva aln para la
estructura obtenida para ambas estructuras del compuesto 1.d, donde la derivatizacién
incorpora un fragmento de un volumen considerable (Figura 11, b). Esto podria estar
sugiriendo, ademas, que la presencia del anidn no es necesaria para el desarrollo o la
estabilizacién de la regidn electroestatica sino, mas bien, que esta regién permite
acomodar en su interior iones sin distorsionar de manera apreciable la l[dmina
supramolecular formada. La capacidad de desarrollar una estructura laminar configurada
en capas, similar a la observada para los filamentos amiloides de L-Fenilalanina, se vuelve
particularmente atractiva al pensar como podria ser el comportamiento colectivo en
condiciones fisiolégicas de estas moléculas, donde la interacciéon con distintos tipos de
iones se vuelve mucho mas factible y azarosa.

En concordancia con la hipdtesis de que estas estructuras presentan un grado de
versatilidad que les permite tolerar la presencia de estructuras exégenas sin alterar de
manera apreciable la configuracidn en ldminas, podemos observar que sucede con la sal de
1.d, que co-cristaliza con acido acético en su estructura. Las moléculas de acido acético se
alojan en la regidn del espacio “asignada” para las interacciones dispersivas o dipolares sin
intervenir de forma directa tanto en el desarrollo de la capa electroestdtica como en la
correcta conformacion de la estructura laminar en general. Este resultado es tan llamativo
como relevante, dado que la presencia del grupo acido podria haber interrumpido la
formacién de la capa electrostatica a través del desarrollo de interacciones de puente de
hidrégeno con el grupo amino. Esto podria estar demostrando indirectamente la gran
estabilidad de la interaccién entre los derivados de aminoacido.
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Figura 11. (a) Comparacion entre la estructura cristalina observada para L-Fenilalanina en las
estructuras amiloides y la orientacion esperada para la fase esméctica en los cristales liquidos. (b)
estructuras cristalinas de los compuestos derivados de L-Fenilalanina. En rosado se resaltan las
regiones donde preponderan las interacciones electroestdticas y en celeste las regiones con
interacciones dispersivas y/o dipolares.

Divergencia Supramolecular y el desarrollo de redes extendidas de
interaccion

Al utilizar la misma representacion en planos electrostaticos o de interacciones no
covalentes fuertes, encontramos que todas las estructuras cristalograficas de los
derivados de la L-Tirosina y el compuesto 1.f (derivado de la L-Fenilalanina con vainillina)
no presentan la configuracién en capas observada para los analogos de L-Fenilalanina que
se discutieron en al apartado anterior (Figura 12). Las moléculas que se encuentran en este
grupo son los derivados de L-Tirosina con benzaldehido, piperonal y vainillina, 2.a, 2.e y 2.f,



respectivamente. Adicionalmente, como se menciond, el Unico derivado de la L-
Fenilalanina que pertenece a este subconjunto es aquel derivatizado con vainillina, 1.f. Para
todas estas estructuras se pudieron cristalizar los correspondientes sélidos en estado
switeridon. Para el compuesto 2.a también se obtuvo la sal de cloruro. Todos estos
derivados cristalizaron en su forma enantioméricamente pura.

Del andlisis supramolecular se desprende que estos derivados presentan una
distribucion isotrépica de interacciones electroestaticas y puentes de hidrégeno que da
lugar a la formacién de un conjunto de planos entrecruzados. El caracter divergente de
estos bloques de construccion se ve reflejado en la isotropia que se observa para la
distribucién tridimensional de interacciones. No se percibe a simple vista un eje o plano
preferencial para el cual no esté presente un conjunto de interacciones atractivas intensas
o de largo alcance. Se destaca particularmente la estructura del derivado 2.f. Este presenta
la capacidad de formar puentes de hidrégeno tanto desde la regién aminoacidica como
desde la heredada del aldehido. Esto le brinda la capacidad de desarrollar interacciones
intermoleculares desde ambas regiones de la molécula dando lugar a la constitucién de
una red extremadamente interconectada y fuertemente asistida por la versatilidad
configuracional.

Como se discutio en el capitulo I, tanto la L-Tirosina como los derivados 2.ay 2.e
forman dimeros supramoleculares utilizando el grupo hidroxilo aminoacidico junto con los
grupos amino y acido carboxilico. Queda asi constituido un dimero que pierde parte de su
capacidad para formar interacciones con su entorno y altera su factor de forma,
semejandose asi a un bloque de construccién mds isotrépico y parcialmente convergente.
La formacién de este dimero permite que se satisfagan la mayoria de los puntos de unién
molecular sin “depender” de un mayor nimero de moléculas. Sin embargo, el switerién de
2.a y su sal requieren ser analizados de una manera particular, la cual se discutird a
continuacion.

Por otro lado, el compuesto 2.f, por el contrario, no genera este tipo de entidades
discretas. Debido a la presencia de grupos hidroxilos tanto en el residuo aminoacidico
como en laregidn heredada de la vainillina, seria dificil de satisfacer por completo los sitios
de unién empleando una configuracién dimérica similar, salvo que esta adquiera una
configuracidon extremadamente tensionada que permitiera compensar el impedimento
estérico que impone la presencia del grupo metéxido.
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Figura 12. Estructura cristalina reportada para las estructuras amiloides de L-Tirosina y las
estructuras cristalinas de los derivados de L-Tirosina sintetizados durante este trabajo de tesis,
salvo el switerién del compuesto 2.a que sera discutido mas adelante. Se incluye también la
estructura cristalina del derivado 1.f de la L-Fenilalanina debido a su semejanza estructural.

El compuesto 2.a: Un caso de respuesta hibrida y de selecciéon por
entorno

Un caso particular que ilustra la diversidad de estructuras que pueden ser
desarrolladas por estas moléculas se observa al estudiar el caso del compuesto 2.a (Figura
13). Mientras que la estructura desarrollada por su switerién es capaz de conformar
dimeros supramoleculares estables que se ordenan de forma tal de ubicar sus anillos
aromaticos conformando un plano de interaccién débil que se asemeja parcialmente a lo
observado para las estructuras con caracter amiloide, su sal de cloruro altera esta
estructura para dar lugar a la formacién de planos electroestdticos entrecruzados muy
similares a los observados para la L-Tirosina y sus derivados. Nuevamente, queda



demostrado que no es posible hacer una extrapolacién directa del caracter potencialmente
amilogénico o cristalino de un compuesto en términos de sus precursores moleculares, ya
que este depende en gran medida de factores experimentales, como el estado de carga, la
naturaleza del contraién y el solvente en el que se lleva a cabo el experimento.
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Figura 13. Estructuras cristalinas obtenidas para el compuesto 2.a en estado switeridénico
(izquierda) y para su sal de cloruro (derecha). En celeste se detallan los planos de interaccién débil
y en rosado los planos de interaccidn electroestatica o interaccién no covalente fuerte.

El factor de forma y la convergencia como
predictores de arquitecturas supramoleculares

Al igual que en los capitulos anteriores, para realizar un andlisis detallado de las
diferencias y similitudes entre las estructuras cristalinas de los aminodcidos y sus
derivados, es recomendable emplear las dos herramientas de andlisis estructural que ya
han sido introducidas en este trabajo de tesis: el factor de forma y la convergencia o
divergencia de sus interacciones. Estos dos parametros nos permiten describir de manera
simple pero integral la totalidad de las interacciones que pueden desarrollarse en un
sistema; tanto aquellas que ocurren de manera “explicita” por la presencia de grupos
funcionales, como aquellas inherentes a su forma y tamafio.

Primero, es necesario notar que el concepto de divergencia o convergencia en
moléculas polifuncionales tiene que ser definido para una configuracién dada. A modo de
ejemplo, podemos ver qué sucede al intentar estudiar la convergencia o divergencia en las
interacciones de 2.f en estado switeridnico (Figura 14).
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Figura 14. Estructura desplegada y plegada del compuesto 2.f

Esta molécula presenta, al menos, dos configuraciones posibles: una desplegada,
en la que el factor de forma es maximo, y una plegada, para la cual el factor de forma es
minimo. La especie en la configuracién desplegada puede desarrollar interacciones
puentes de hidrégeno desde sus dos extremos hacia el entorno, maximizando de esta
manera su cardcter divergente. Por el contrario, si la misma se encuentra plegada, se
favorece la formacién de una interaccién intramolecular por puente de hidrégeno, lo cual
inhibe su capacidad de interactuar con otras moléculas y le brinda un caracter convergente.
Este caso permite ejemplificar como una misma molécula puede alterar su capacidad de
interactuar con su entorno simplemente adquiriendo una configuracién distinta. Este
comportamiento es andlogo a lo que sucede durante la dimerizacién supramolecular de la
L-Tirosina y sus derivados presentada en el Capitulo Ill, los cuales veian disminuido su
caracter divergente al establecer dimeros estables en solucién.

Si analizamos todas las estructuras cristalinas obtenidas a lo largo de este trabajo
de tesis podemos ver que todos los bloques de construccién tanto sean iones dipolares o
cationes, se encuentran desplegados, o parcialmente desplegados. Pero, en la mayoria de
ellos, se observa que cada bloque se encuentra conformando un dimero supramolecular
que se podria identificar como la unidad de construccién de los arreglos extendidos. En
ambos casos esta configuracion maximiza su factor de forma. A priori, esto implica que
ninguno esta formando interacciones intramoleculares vy, por lo tanto, toda su quimica
supramolecular esta puesta al servicio de la interaccidén con su entorno.

Considerando lo discutido anteriormente respecto a la formacién de bicapas  en
las estructuras amiloides de L-Fenilalanina y su semejanza con las laminas J
convencionales (Figura 8), podemos evaluar cudl es el factor de forma de una unidad de L-
Fenilalanina aislada, y el de un par de moléculas alineadas y unidas a través de
interacciones electroestaticas como se encuentran en la estructura cristalina (Figura 15).



Figura 15. Célculo del factor de forma para un par moléculas alineadas de L-Fenilalanina presentes
en la estructura reportada para los ensambles con cardcter amiloide.

Para una molécula Unica de L-Fenilalanina tenemos un factor de forma de 1,71 y
para el caso de dos L-Fenilalaninas alineadas, este es de 2,28. Podemos entender a este
ensamble dimérico longitudinal como la menor entidad discreta presente en las bicapas f.
Si pensdramos en la bicapa supramolecular como un arreglo esméctico de cilindros (Figura
11, a) entonces este dimero de L-Fenilalaninas seria la unidad asimétrica que se repite en
el espacio.

Empleando la misma metodologia podemos calcular todos los factores de forma de
las moléculas aisladas de los derivados de L-Fenilalanina para los cuales se obtuvo una
estructura cristalina (Tabla 7).

Tabla 7. Factores de forma calculados para la L-Fenilalanina y sus derivados en sus respectivas
estructuras cristalinas. Para los compuestos que se pudo determinar un solo tipo de estructura no
se incluye aclaraciéon del estado de carga ya que la misma corresponde a la determinada
experimentalmente por DRX de monocristal.

Factor de Forma

Molécula Mondémero Dimero
1 1,71 2,28
2,47 -
1.d (HCI) 2,36 -
1.d (swit) 3,23 -
l.e 2,71 -
1.f 2,35 -

Notablemente, todos los compuestos presentan valores de factor de forma
semejantes al calculado para el dimero de L-Fenilalanina y no al del monédmero. Resalta el
factor de forma obtenido para el estado switeridnico de 1.d debido a que es el mayor de
todos los calculados. Este resultado podria considerarse como indicativo de que este
derivado podria estar afectado en mayor medida por la accién de las fuerzas entrépicas
que asistan al empaquetamiento cristalino. A su vez, es probable que se establezca una
mayor imposiciéon de orden en la estructura, adquiriendo un esquema muy similar al
esperado para estructuras amiloides, mas alla de la naturaleza de sus interacciones.

Capitulo V Nanoestructuras y potencial actividad amilogénica 305



Considerando que todos estos bloques de construccidn son intrinsecamente
convergentes, de igual manera que el dimero de L-Fenilalanina, podemos entender que
termina siendo el factor de forma, en Ultima instancia, la variable que determina la
capacidad amilogénica. Esto podria estar dando un indicio claro de cémo predecir la
capacidad amilogénica de una sustancia y por lo tanto, brinda una herramienta clave para
el disefio racional de pequefias moléculas cuando el objetivo es desarrollar este tipo de
comportamiento.

Por otro lado, al analizar la estructura de la L-Tirosina y sus derivados 2.ay 2.e,
ambos en estado switerion, debemos tener en consideracion la formacién de los dimeros
supramoleculares estables discutidos anteriormente. En este caso, el factor de forma ya
no es el Unico parametro estructural relevante a la hora de discernir entre
comportamientos, dado que la capacidad divergente de los compuestos también se ve
afectada por la formacion de estos ensambles supramoleculares. Para los términos de este
andlisis, los dimeros supramoleculares de L-Tirosina y sus derivados serdn considerados
todos convergentes. Esto es debido a que su quimica supramolecular es gobernada por el
desarrollo de esta entidad dimérica. No obstante, esto no ocurre para el compuesto 2.a en
su sal de cloruro y para 2.f en su estado switeridnico.

Por un lado, la sal de cloruro del compuesto 2.a no constituye un dimero debido a
que toda la quimica supramolecular es puesta en juego para desarrollar interacciones con
el solvente y el contraién. Esto conlleva a que sea imposible distinguir un dimero
supramolecular en el que no estén involucrados al menos una molécula de cada una de
estas sustancias. Por otro lado, el compuesto 2.f ha mostrado conservar la capacidad de
desarrollar redes extendidas aun en la estructura cristalina, lo cual impidié que fuera
posible delimitar la existencia de un dimero con claridad. En la Tabla 8 se informan los
factores de forma calculados para estos compuestos.

Tabla 8. Factores de forma calculados para la L-Tirosina y sus derivados en sus respectivas
estructuras cristalinas. Para los compuestos que se pudo determinar un solo tipo de estructura no
se incluye aclaracién del estado de carga, ya que la misma corresponde a la determinada
experimentalmente por DRX de monocristal.

Factor de Forma

Molécula Monémero Dimero
1,61 1,96
2,87 -
2,27 2,98
2,42 2,99
2,07 -

En lineas generales podemos observar una diversidad de factores de forma que
pone de manifiesto la gran versatilidad conformacional de los compuestos derivados de L-
Tirosina. Si comparamos estos valores con el de referencia del dimero de la L-Fenilalanina
(2,28), podemos observar que no es posible extraer una tendencia clara, dado que hay
mondémeros con valores superiores, como el compuesto 2.a y 2.e, y hay dimeros con
magnitudes menores del factor de forma, como el de la L-Tirosina.



Esta carencia de una tendencia clara ilustra las restricciones que tiene el factor de
forma por si mismo para intentar predecir el potencial amilogénico de una sustancia. Si
caemos en la tentacidn de creer que, a mayor factor de forma, mayor serd el efecto de las
fuerzas entrépicas y el cardcter esméctico del arreglo generado, estamos descartando el
rol determinante que cumple la quimica supramolecular en la seleccién de la estructura
desarrollada. Mas alla de que el factor de forma favorezca cierto tipo de empaquetamiento
por encima de otros, es en ultima instancia el aporte conjunto del aspecto morfolégico de
una particula y la capacidad de formar interacciones no covalentes fuertes, lo que parece
determinar el comportamiento final de una dada sustancia.

Texturas de cristal liquido

Como se presentd en la introduccién, el hecho de que se pueda encontrar una
relacién tan estrecha entre las fases esmécticas, las estructuras amiloides, y las estructuras
cristalinas de todos estos compuestos, nos permite asumir que deberia de existir al menos
un set de condiciones experimentales en el que estos presenten algunas de las propiedades
caracteristicas de los cristales liquidos. Podriamos pensar que las condiciones mas
propicias para que esto suceda son aquellas en las que las concentraciones sean suficientes
para dar lugar al desarrollo de una interaccién colectiva en todo el seno del liquido. O, al
menos, que sea suficiente como para permitir que se desarrollen agregados
supramoleculares cuyas propiedades puedan ser apreciables macroscépicamente.

Al estudiar la extensién del orden molecular en este tipo de sistemas podemos
pensar las estructuras amiloides como “pequefias regiones ordenadas embebidas en un
entorno desordenado y fluctuante”. Sélo cuando la concentracién sea suficiente como para
permitir que se agreguen varias de estas estructuras, deberiamos ser capaces de empezar
aver alteraciones en las propiedades macroscépicas del sistema. El resultado, en este caso,
deberia ser equivalente, o al menos comparable, con lo que se observa en la formacién de
placas seniles que presentan un orden elevado, pero de corto alcance (Figura 3).

Sin embargo, poder observar la formacidn de regiones puntuales de orden local, o
texturas extendidas con orden orientacional, suele ser desafiante debido a que puede
implicar la utilizacién de concentraciones elevadas o altas temperaturas.®> Por este motivo,
es posible entender los pocos ejemplos reportados a la fecha de manifestaciones del
comportamiento tipo cristal liquido de las estructuras amiloides en condiciones
fisioldgicas, las cuales suelen estar muy lejos de las concentraciones y temperaturas
asociadas a estos procesos.®® Otro punto a favor de esta hipoétesis es el hecho de que en la
bibliografia actual tampoco hay reportados casos de cristales liquidos cuyos componentes
principales sean L-Fenilalanina o L-Tirosina, aunque si existen algunos reportes de
cristales liquidos idnicos de sus derivados.®*%*

En nuestro caso pudimos observar y registrar exitosamente una textura asociada
auna fase de cristal liquido para la L-Fenilalanina para distintas concentraciones utilizando
dimetilsulféoxido como solvente (Figura 16). Este resultado es muy relevante, dado que
ilustra lo discutido anteriormente: bajo ciertas condiciones se pudo desarrollar una textura
de cristal liquido para una especie con propiedades amilogénicas.
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Figura 16. Microscopia éptica de luz polarizada de una solucién de L-Fenilalanina en DMSO
calentada a 180°C y dejada enfriar a temperatura ambiente: (a) 100 mM, (b) 90 mM, (c) 81 mM,
(d) 73 mM, (e) 53 mM y material cristalino obtenido a partir de la solucién 100 mM al cabo de un

tiempo.

En las imagenes se puede observar que coexisten regiones isotrépicas (regiones
donde la luz polarizada es transmitida sin alteraciones, zonas negras o rosas) y regiones de
birrefringencia aisladas y bien determinadas. Las texturas observadas no conforman un
“césped” de inhomogeneidades como se suele observar en las texturas de Schlieren, sino
que dan lugar a la constitucion de disclinaciones puntuales y bien definidas. Esto es
consistente con la formacién de regiones puntuales de agregaciéon supramolecular donde
se han concentrado las moléculas de L-Fenilalanina.

Al cabo de un tiempo todo el sistema muta y adquiere aspecto cristalino,
perdiéndose por completo cualquier resto de la textura observada inicialmente. Este
resultado podria estar indicando que la fase cristal liquido actia como un estado
metaestable entre la solucién homogénea a altas temperaturas y la descomposicién en dos
fases a temperatura ambiente.

El hecho de que esta fase se haya observado para una solucién en dimetilsulféxido
tampoco parece ser un hecho casual. Este solvente presenta un elevado punto de
ebullicién, lo cual facilita acceder a solubilidades mucho mayores que luego, al enfriar, dan
lugar a la formacion de fases sélidas con una gran cantidad de material expulsado del seno
de la solucidn. Esto podria facilitar que se produzca un amontonamiento molecular, el cual
propicia la aparicion de fases cristal liquido. Al mismo tiempo, el momento dipolar
permanente y la constante dieléctrica de este solvente lo vuelven ideal para estabilizar
moléculas cargadas, aspecto particularmente relevante a la hora de estudiar los procesos
de solubilizacion y precipitacién de switeriones.®



Extension a otros derivados de L-Fenilalanina y L-Tirosina

Debido a que muchos de estos materiales se autoensamblan asistidos
parcialmente por el efecto de las fuerzas entrdpicas, un experimento interesante consiste
en estudiar qué sucede cuando distintos compuestos ocupan una misma fraccion del
volumen del sistema. El fundamento de la propuesta se basa en el hecho de que las fuerzas
entropicas surgen principalmente del espacio libre disponible para el solvente.®® A partir
de esto se puede estudiar el rol de las interacciones no covalentes y la forma del compuesto
sin introducir sesgos artificiales debido a los distintos volimenes que ocupa cada
sustancia. La propuesta es respetar la relacion de volimenes ocupados de forma tal de
garantizar que el efecto ordenador de las fuerzas entrépicas sea comparable en ambos
sistemas.

Si aproximamos el volumen molecular por el espacio que queda determinado por
el paralelepipedo que definimos para el calculo del factor de forma (Figura 15), obtenemos
un valor de volumen ocupado por un dimero de L-Fenilalanina de 989,22 A3. Esto nos
permite calcular, para una concentracién de 90mM de L-Fenilalanina, un porcentaje en
volumen de 2,90%. Utilizando este porcentaje y la misma metodologia de cdlculo para el
volumen molecular podriamos determinar que concentracion molar de 1.a ocuparia el
mismo porcentaje en volumen. A esta concentracién la denominamos concentracion
isocdrica. Esto da como resultado una concentracién de 70.7 mM para 1.a.

Para complementar los resultados obtenidos para L-Fenilalanina, como prueba de
concepto se ensayd la capacidad de formar cristales liquidos en DMSO de la L-Tirosina (2)
empleando una solucién 90 mM y de la molécula 1.a, tanto usando una concentracién de
90 mM como 71mM (Figura 17).

Para el compuesto 1l.a, ambas concentraciones dieron lugar a la obtencién de
materiales con un aspecto parcialmente cristalino, pero con un tamafio muy distinto en
ambos casos. Para el sistema de mayor concentracion se obtuvo una gran cantidad de
particulas de menor tamafo, mientras que para el sistema de menor concentracién se
obtuvieron un menor nimero de particulas, pero de tamafios mayores. Las particulas
presentes en ambos sistemas presentaron una distribucién concéntrica de su
birrefringencia dividida en cuatro cuadrantes alternados. Para L-Tirosina, por el contrario,
se observé la formacién cristales Unicos dispersos.
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Figura 17. Texturas obtenidas para soluciones en DMSO a temperatura ambiente luego de
calentamiento hasta disolucién total de: L-Fenilalanina 90mM (a), 1.a 90mM (b), 1.a 71mM (c), L-
Tirosina 90 mM (d). En todas las imagenes se presenta un recuadro donde se muestran detalles de

las particulas generadas. Para el caso de la L-Fenilalanina se muestra también la morfologia
adquirida por las particulas al cabo de 90 minutos (e). Sobre las flechas se detallan los parametros

que se alteran entre cada experimento, los cuales se discuten mas adelante; t = tiempo, C =
concentracion, Ry = radio aparente.

Los resultados obtenidos para estas sustancias se pueden interpretar utilizando
nuevamente el marco de la teoria de fluctuaciones de concentracién presentada en el
apéndice del Capitulo Ill, y en el capitulo de introduccién.

Antes de adentrarnos en el marco termodinamico, es recomendable identificar la
tendencia que se observa para los resultados experimentales. A medida que cambiamos
de sustancia y vamos de L-Fenilalanina al compuesto 1.a y luego a la L-Tirosina, se
desarrollan materiales cada vez mas cristalinos, hasta llegar al extremo de generar cristales
unicos (Recorrido a—b—d en la Figura 17). Por otro lado, si mantenemos la identidad
quimica conservada y cambiamos la concentracion del sistema, obtenemos un menor
nimero de particulas, pero de mayor tamafo, de forma andloga a lo que habriamos
esperado para la teoria de nucleacién y crecimiento cldsica (Recorrido b—c en la Figura
17). Por ultimo, al envejecer el material obtenido para L-Fenilalanina el tiempo suficiente,



se observala necesidad de un grado de orden mayor, dando lugar a la formacién de material
policristalino (Recorrido a>e en la Figura 17)

Si pensamos las esferulitas como la representacién experimental de los nodos de
concentracién en el instante en que estos se equilibran y ya no pueden relajarse, entonces
podemos utilizar la Ecuacién 28 y la Ecuacién 29 para describir tanto la cristalinidad como
el tamano de las esferulitas formadas.

Ecuacion 28. Cantidad de moléculas o iones que conforman un nodo de concentracion cuando este
entra en equilibrio y ya no puede relajarse.

3y

"= Ff.AG,

Ecuacion 29. Cantidad de nodos generadas por unidad de volumen en funcion de la concentracion, la
solubilidad y los pardmetros termodindmicos y estructurales.

_(€=5).Ny _ (C—S).Ny.1.Ff.AGy
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Para construir la Ecuacion 28 se utiliza la Ecuacién 18 del apéndice del Capitulo I,
pero empleando el nimero de moléculas contenidas en el nodo (n) y el radio aparente (r*Ff,
de ahora en mas Rg) de cada una de estas para estimar el radio del nodo. Este abordaje es
equivalente al que se realiza para obtener la Ecuacion 20 del mismo apéndice.

|((

La Ecuacion 29 parte de la idea de que el “exceso de moléculas” que no pueden ser
toleradas en el seno del sistema, proviene de la diferencia entre la concentraciéon empleada
para armar la solucion y la solubilidad a la temperatura en la que se esté estudiando el
material. La proporcion entre esta diferencia y el nimero de moléculas en cada nodo da
como resultado la cantidad de nodos que se generaran en un dado volumen. Es importante
notar que esta ecuacidn solo tiene sentido cuando, en un sistema liotrépico, la
concentracion es mayor a la solubilidad, lo cual es condicidn necesaria para que se
produzca una descomposicion en el sistema. Si el sistema es estable y la concentracién
empleada es menor o igual a la solubilidad, no se formaran esferulitas, o bien estas seran
transitorias y podrdn disolverse espontdneamente. Esto se verda reflejado en la
desaparicidn del término de exceso superficial, lo cual volveria nulo en denominador y
generaria que el nimero de nodos se vuelva infinito. Aunque absurdo, este resultado puede
entenderse en términos de que el nimero de nodos se equipara con el nimero de
moléculas de un dado componente presentes en el sistema. Un comportamiento analogo
se obtiene si se intenta emplear esta ecuacidon para modelar compuestos puros
termotrépicos. Este tipo de sistemas no presentardn esferulitas discretas sino
disclinaciones.

Con estas dos ecuaciones podemos tener una idea clara del grado de cristalinidad,
el nimero y la extensién las esferulitas formadas.

Por un lado, si analizamos cémo impacta el radio aparente en el nimero de
moléculas que constituyen cada nodo, nos encontramos con un resultado familiar. A
medida que el radio aparente disminuye, el nimero de moléculas en un nodo aumenta.
Este resultado es consistente con lo observado en las caracterizaciones por microscopia
del fendémeno de separacion de fases de todos estos derivados estudiados en los capitulos
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anteriores. Radios aparentes grandes conllevaban a la formacién de materiales
mayoritariamente espinodales (compuesto 1.c en el Capitulo 1V) mientras que radios
aparentes mds pequefios generaron materiales con una cristalinidad mayor (compuesto
1.g en el Capitulo V).

Si estudiamos qué sucede con el radio, el factor de forma y el radio aparente en la
L-Fenilalanina, L-Tirosina y el compuesto 1l.a, cada uno adquiriendo el mismo estado
supramolecular y conformacional que presenta en su material cristalino (L-Fenilalanina 'y
L-Tirosina formando dimeros y 1.a como un mondémero desplegado), podemos notar una
tendencia similar.

Tabla 9. Radio, factor de forma y radio aparente calculado para los compuestos 1,2y 1.a en los
mismos estados conformacionales y supramoleculares que presentan en sus estructuras

cristalinas.
Radio o
A) Ff R# (A)
5,04 2,28 11,49
4,40 2,47 10,86

4,54 1,98 8,98

Como predice la Ecuacién 28, el aumento en la cristalinidad del material obtenido
alir desde el dimero de L-Fenilalanina al compuesto 1.a, y luego, al dimero de la L-Tirosina,
se condice con una disminucién en el radio aparente de todas estas sustancias en solucién.
Este ejemplo ilustra el rol que parece estar cumpliendo la difusién en la seleccién del grado
de cristalinidad.

Por otro lado, utilizando la Ecuacién 29 podemos comprender qué sucede cuando
disminuimos la concentracion de una solucién y llevamos a cabo el fendmeno de
precipitacién conservando todos los otros parametros estructurales (recorrido b—c en la
Figura 17). Experimentalmente se observa que haber disminuido la concentracién generé
un aumento en el tamafio y una disminucién en la cantidad de esferulitas. Esto es
consistente con una disminucién en el numerador de la Ecuacién 29, lo cual implicaria una
caida neta del valor de N. Aunque este resultado no logra predecir el aumento en el
tamano, este puede producirse posteriormente a la generacién de las esferulitas como un
evento de crecimiento o de maduracién.

Aunque es necesario realizar un analisis detallado del orden molecular utilizando
técnicas de difraccion y dispersién de rayos X para comprender la naturaleza de esta fase
tan atipica, el hecho de que este tipo de texturas sean, al menos, consistentes con los
arreglos esperados para estructuras amiloides, deja asentado un precedente a favor de la
relacidn entre cristales liquidos y estructuras amiloides presentada en este trabajo de tesis.
Esta relacion no se propone de manera inocente con la intencién de describir una
correlacién sino, mas bien, con toda la intencionalidad de extender un puente que invite a
desplegar el arsenal de herramientas que estan desarrolladas para la caracterizaciéon vy el
disefio racional de moléculas en el marco de la cristalografia y la ciencia de materiales y
ponerla a disposicién del disefio de nuevas moléculas con propiedades terapéuticas.



El hecho de que se hayan observado este tipo de estructuras birrefringentes tanto
para L-Fenilalanina como para el compuesto 1.a es otro punto a favor la propuesta de un
caracter amilogénico para estos compuestos, lo cual podria estar indicando una similitud
estructural de sus agregados con las estructuras amiloides.

Para cerrar este apartado, poder comparar las esferulitas observadas para L-
Fenilalaninay 1.a con imagenes reportadas en bibliografia para placas seniles desarrolladas
en pacientes con enfermedad de Alzheimer. Estas Ultimas presentan una respuesta éptica
consistente en una birrefringencia radial que se pone de manifiesto al ser tefiidas con Rojo
Congo. Esta birrefringencia no es inducida por el colorante, sino que es intrinseca de este
tipo de placas que se confeccionan en un arreglo radialmente ordenado alrededor de un
centro desordenado.®® Ambas imagenes presentan una clara similitud, lo cual podria estar
sugiriendo un grado de orden similar en ambas sustancias.

Figura 18. Placas seniles tefiidas con Rojo Congo detectadas en tejido cerebral de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer. Arriba: luminadas empleando luz linealmente polarizada. Medio:
lluminadas empleando un arreglo de dos polarizadores. Imagen adaptada del trabajo de Jin et. al.®®
Abajo: Esferulitas de L-Fenilalanina y el compuesto 1.a en DMSO observadas empleando un
arreglo de dos polarizadores.
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Estudios de formacidon en solucion de estructuras
con potencial actividad amilogénica

Estudio de alteraciones en la emisiéon de una sonda fluorescente
sensible al entorno

El estudio de la formacién de agregados supramoleculares con potencial actividad
amilogénica en solucién se realizé6 empleando soluciones en DMSO, agua bédsica (NaOH
0,1 M), agua 4cida (HCI 0,1 M) y agua neutra (MiliQ) de los diferentes derivados. Para la
identificacion se empled una sonda basada en quinolimida (AQui) especialmente disefiada
para censar ambientes hidrofébicos.” A medida que los agregados supramoleculares se
ensamblan, la sonda se intercala entre los bloques de construccién, lo cual altera la
polaridad de su entorno. Debido a este cambio en la hidrofobicidad, la sonda ve alterada
tanto su longitud de onda de emisién como el rendimiento cudntico de fluorescencia. Esto
se manifiesta como una alteracién en el espectro de emisién, el cual pasa de una sefial
tenue a 630 nm a una sefal intensa a 550 nm. El experimento de deteccién consiste en la
determinacidn de la intensidad de la ambas sefales de emisidn y el calculo de la relaciéon
entre ellas

En base a estos resultados, no se observd la presencia de agregados
supramoleculares en ninguna de las soluciones estudiadas, salvo para la L-Fenilalanina (1)
en DMSO (Tabla10y

Tabla 11).

Tabla 10. Resultados de los estudios de formacidn de fibras amiloides en medio acuoso. La
coloracion rojiza implica una proporcion mayor de la emisién asociada al entorno hidrofilico y la
emision verde una emisién mayor asociada al entorno hidrofébico.

Bdsico Neutro Acido
Molécula| lsz0 | Isso |Ratio||Molécula| lszo Isso |Ratio||Molécula| lszo | Isso |Ratio
2 65380 6543 2 122880 8423 1d 81377 4711

1.f 45413 9670 | 4.7 l.c 118226 8236 2 49698 3371
1 67912 17533| 3.9 1 88184 6782 1 55964 3878
l.a 65274 21351| 3.1 lg 45675 8181 | 5.6 la 66743 4655
2.e 127095 44748| 2.8 1d 27998 5360 | 5.2 2.e 36162 2875
le 61606 24396| 2.5 la 58725 11770f 5 1.f 28144 2983
l.c 109590 49719( 2.2 le 40095 8428 | 4.8 le 61365 7837
l.g 70496 33087| 2.1 1.b 59538 15860| 3.8 1.b 45200 7160
1d 48607 24147 2 2.e 31379 9684 | 3.2 l.g |55091 8955
2.f 28067 14218 2 2.f 21265 7035| 3 2.f 18222 3067
1.b 39867 24979| 1.6 1.f 26601 29432| 0.9 l.c 51872 31046| 1.7




Tabla 11. Resultados de los estudios de formacién de fibras amiloides en DMSO. La coloracién
rojiza implica una proporcién mayor de la emisién asociada al entorno hidrofilico y la emisién
verde una emision mayor asociada al entorno hidrofébico.

DMSO
Molécula| Il Iss0
l.e |239598 23072
la (169730 16496
2.e |278153 31415| 8.85
l.c 78028 9498 | 8.22
2.f 71045 9697 | 7.33
l.g |213328 29987 7.11
1.d |127688 19635| 6.5
1.b |211722 35679|5.93
1f 40419 6879 | 5.88
2 273081 64577| 4.23
1 942 1865 0.51

Ratio

Aunque los resultados negativos de este experimento indican la ausencia de
estructuras supramoleculares hidrofdbicas en estas condiciones, en particular para todos
los compuestos salvo la L-Fenilalanina, también podrian ser un indicio mas general de la
incapacidad de estas sustancias de formar agregados supramoleculares en solucién lo
suficientemente grandes como para interactuar con la sonda empleada, cuando la
concentracién no es suficiente.

Estudio de la cinética de formacién de agregados
supramoleculares

Para estudiar si el desarrollo de las estructuras amiloides es dependiente del
tiempo se realizaron experimentos de cinética de agregacion empleando tanto la misma
sonda fluorescente AQui como la Tioflavina T. Esta uUltima es considerada el reactivo
estandar para censar el desarrollo de estructuras amiloides en sistemas bioldgicos.%®
Ambos experimentos se llevaron a cabo empleando las mismas concentraciones de
compuesto que se utilizaron para los experimentos de interaccién compuesto-neuritas
discutidos mds adelante. La concentracién de cada una de las sondas se eligié en base a
condiciones previamente optimizadas para la visualizacién y control de la formacién de
estructuras amiloides en péptidos AB (10uM para ThT y 20uM para AQui).5”*° La longitud
de onda de emision se eligié especificamente para maximizar la sefial detectada en cada
sonda. El resto de las condiciones experimentales y los controles realizados se detallan en
el apartado experimental. Los resultados obtenidos para ambas sondas se detallan en la
Figura 19 para ThT y en la Figura 20 para AQui.
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Figura 19. Experimentos de cinética de agregacién realizados sobre los compuestos 1, 2, 1.a, 1.b,
1.c,1.d, 1.e, 1.f 1.g, 2.e y 2.f empleando ThT como sonda fluorescente. En gris se indica la
fluorescencia registrada para los compuestos sin sonda (control 1), en verde claro la emisién
registrada para los compuestos en presencia de la sonda, y en verde obscuro la emisién registrada
para la sonda sin compuesto (control 2).
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Figura 20. Experimentos de cinética de agregacién realizados sobre los compuestos 1, 2, 1.a, 1.b,

1.c,1.d, 1.e, 1.f, 1.g, 2.e y 2.f empleando AQui como sonda fluorescente. En gris se indica la

fluorescencia registrada para los compuestos sin sonda (control 1), en naranja claro la emision

registrada para los compuestos en presencia de la sonda, y en naranja obscuro la emision
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registrada para la sonda sin compuesto (control 2).
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La caracterizacion realizada empleando ThT permite observar que, en todos los
compuestos, tanto los controles como la muestra en contacto con la sonda dan lugar a los
mismos resultados. Esto implica que la fluorescencia detectada no proviene de una
emisién incrementada de la sonda al cambiar la polaridad de su entorno, sino que es
producto de la propia autofluorescencia de los compuestos en estas condiciones.

Para el caso de la sonda AQui se observa un resultado similar para todos los
compuestos. En estas condiciones se obtuvo una sefial leve de autofluorescencia al ser
medidos en ausencia de la sonda, y una sefial de fluorescencia equivalente a la que tendria
la sonda por su propia cuenta al ser medidos en presencia de ella. Esto implica que la esta
sonda tampoco ve alterado su entorno molecular al estar en presencia de los compuestos.
Estos resultados permiten descartar la formacién de agregados supramoleculares de estos
compuestos en estas condiciones.

Para evitar confusiones, resulta esencial notar que las condiciones de estos
experimentos no son equivalentes a las empleadas en capitulos anteriores para las
microscopias confocales por tiempo de decaimiento de fluorescencia, ya que en estos
casos se indujo a la precipitacién a través de un salto de pH, lo que aumentaba de forma
radical la concentracidn local de los compuestos.

Estudios de citotoxicidad

Inspirados en la semejanza estructural observada entre las arquitecturas
supramoleculares desarrolladas por estas especies y las estructuras modelo reportadas en
bibliografia para las especies con actividad amilogénica (Figura 11, Figura 12 y su
correspondiente  discusién) se estudid la interaccién entre los ensambles
supramoleculares de algunos de estos compuestos y células nerviosas de ratén en estado
de desarrollo (células Neuro-2a de neuroblastomas de ratén murino). Debido a que se han
reportado varios casos en los que la citotoxicidad asociada a las estructuras amiloides se
incrementa al fragmentar las fibras o al emplear los primeros estadios del ensamblado,”
se decidié investigar también la interaccion entre las moléculas individuales en solucién y
la misma familia de células

En todos los casos, antes de realizar los experimentos de interaccién compuesto-
neurona, se estudié la citotoxicidad empleando células de carcinoma cervical humano
(células HelLa) como modelo celular (Figura 21). Todos los estudios se realizaron por
triplicado y abarcando concentraciones desde 0,01 a 31,6uM tanto en agua basica como
en DMSO.
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Figura 21. Resultados de los estudios de citotoxicidad realizados sobre células Hela para los
derivados de L-Fenilalanina (1) y L-Tirosina (2) en agua basica (izquierda) y DMSO (derecha). Se
informan también los resultados obtenidos para los aminodcidos y algunos aldehidos precursores
como ensayo control. Las moléculas que no figuran en el ensayo no pudieron ser testeadas debido

a limitaciones de solubilidad.

Los resultados de estos experimentos permitieron observar una actividad
citotéxica nula para todos estos compuestos, tanto en DMSO como en agua en medio
basico. Este comportamiento no difiere apreciablemente del registrado para los
aminoacidos y aldehidos precursores, los cuales tampoco presentaron una citotoxicidad
apreciable en todo el rango de concentraciones estudiado. Para el inico compuesto para
el que parece haber una caida apreciable de la viabilidad celular a altas concentraciones es
para 1.e en DMSO recién a 31,6uM, donde la viabilidad celular se reduce a un 60%.

El hecho de que se haya mantenido la viabilidad celular para todos los compuestos
testeados, en ambas condiciones y en todo el rango de concentraciones, es consistente
con el hecho de que no se haya observado la formacién de estructuras supramoleculares
con potencial actividad amilogénica, ni al emplear la sonda fluorescente AQui ni la
Tioflavina T.

Estudios en tiempo real empleando microscopia de imagen por
tiempo de decaimiento

Considerando que los estudios de citotoxicidad sugieren que no hay evidencia para
sospechar de un riesgo a la salud de las neuronas, y que los experimentos de
caracterizacidn de estructuras amiloides en solucién permitieron corroborar la ausencia de
estas para todos los compuestos en las condiciones estudiadas, consideramos que estaban
dadas las condiciones para garantizar la viabilidad y, por lo tanto, se decidié avanzar con
los experimentos de interaccién compuesto-neurona. Estos fueron realizados empleando
microscopia confocal con imagenes coloreadas por tiempo de decaimiento, utilizando una
sonda especialmente disefiada para tefiir las posibles estructuras amiloides presentes en
el sistema. El protocolo detallado empleado para la obtenciéon de las soluciones de
molécula libre, filamento y la propia interaccion compuesto-molécula se encuentra
informado en el apartado experimental.
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Los controles realizados empleando Unicamente la sonda, y la sonda con los
aminoacidos precursores permitieron realizar un andlisis extendido de la viabilidad celular
alo largo de todo el experimento. Los aminodcidos se testearon empleando las soluciones
de filamentos debido a que estos agregados supramoleculares son para los que se ha
reportado en bibliografia la actividad citotéxica.
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Figura 22. Estudios de interaccidn compuesto-neurita para los aminodcidos precursores y la sonda
empleada para tefiir las estructuras amiloides.
Arriba: Primer imagen tomada sobre el sistema. Abajo: Ultima imagen tomada sobre la misma
célula.

Durante la totalidad del periodo de adquisicion de las imagenes se pudo apreciar
una estructura celular intacta y sin alteraciones. Las neuronas no evidenciaron sintomas
de apoptosis ni cambios apreciables en su morfologia que dieran indicios de algtin mal
funcionamiento en sus ciclos metabdlicos. Ni la presencia de la sonda, ni la interaccidn
entre esta y los aminoacidos parecen disparar eventos de muerte o alteracion celular. En
todos los casos se observa la presencia de regiones discretas y esferiformes en las cuales
el tiempo de decaimiento de fluorescencia calculado para la sonda es mayor al resto de la
imagen. Este tiempo de decaimiento es consistente con la presencia de un entorno
molecular lipofilico alrededor de la sonda.’’” Tanto la morfologia, como el caracter lipofilico,
y la locacién celular de estas organelas es consistente con la presencia de vesiculas
sinapticas.”



Al realizar el mismo experimento empleando los compuestos sintetizados se
observan dos comportamientos con claros contrastes. Por un lado, al estudiar los
ensambles supramoleculares directamente sobre las neuronas, todos aquellos compuestos
que presentaron una cristalinidad muy elevada, como el compuesto 1.a, o una solubilidad
extremadamente baja, como el compuesto 1.b y el compuesto 2.f, no dieron lugar a
cambios apreciables en las células observadas. Estos resultados no se informan debido a
que no hubo cambios apreciables a lo largo de todo el experimento. Los compuestos 2.ay
2.d no pudieron ser estudiados debido a que no habian sido sintetizados para el momento
en que se realizaron estos experimentos.

Por otro lado, para todo el resto de los compuestos ensayados se observd la
presencia de cuerpos filamentosos (Figura 23 y Figura 24).
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Figura 23. Estudios de interacciéon ensamble-neurita para 1.d, 1.e y 1.f.
Arriba: Primer imagen tomada sobre el sistema. Abajo: Ultima imagen tomada sobre la misma
célula.
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Figura 24. Estudios de interaccién ensamble-neurita para 1.c, 1.g y 2.e.
Arriba: Primer imagen tomada sobre el sistema. Abajo: Ultima imagen tomada sobre la misma
célula.

Estos cuerpos filamentosos no parecen generarse desde la solucién, sino que
parecen extenderse desde las propias paredes celulares, dando la sensaciéon de ser
“prolongaciones de esta misma pared” y no objetos exdgenos siendo invaginados. En
algunos de estos casos, como en el compuesto 1.d, la observacién de estos filamentos esta
acompanfada por la presencia de células apoptéticas (Figura 23).

Estas células se pueden identificar facilmente debido a que carecen de membrana
celular que envuelva el soma, y presentan una distribucion casi homogénea de sus
vesiculas sindpticas a lo largo de toda su extension celular, lo cual da un indicio claro de la
pérdida de la compartimentalizacién interna. En algunos casos puntuales puede
observarse también la presencia de vesiculas sindpticas sobre la membrana celular y en las
inmediaciones exteriores, lo cual indica una pérdida parcial del contenido celular.

La presencia de células apoptéticas en estos experimentos es inesperada debido a
que no se condice con los resultados de los estudios de citotoxicidad. Esta diferencia puede
deberse a una sensibilidad especial por parte de las neuronas respecto a este tipo de



ensambles, a un resultado inusual dado por el reducido espacio muestral que logra abarcar
esta técnica. Cualquier sea el caso, resulta imperioso estudiar en detalle la citotoxicidad de
todos estos ensambles sobre modelos neuronales y en un rango de concentraciones mas
elevado. Esta es una de las principales perspectivas propuestas para este trabajo de tesis
en futuro inmediato.

Es importante resaltar que, en todos los casos, sin distincién del compuesto
estudiado, los filamentos observados son muy similares en morfologia y extensién. Todos
presentan longitudes que oscilan entre los 2 y 20 pm y un grosor de aproximadamente
1lum. Estos filamentos parecen encontrarse homogéneamente distribuidos alrededor de la
célula, sin presentar una locacién preferencial entre neuritas y soma. Para el caso puntual
de los compuestos 1.d y 1.g, se ha podido observar algunos de estos filamentos sin estar
directamente adheridos al cuerpo celular.

Realizar el mismo experimento, pero empleando una solucién de moléculas libres
sin ensamblado previo arroja resultados muy similares. El primer cambio considerable es
que, en estas condiciones, la solubilidad de los compuestos no parece ser un limitante en
tanto estos son inoculados partiendo de una solucién alcalina, la cual favorece la
estabilizacién de los aniones y facilita su disolucién.

Por otro lado, respecto a la formacion de filamentos, se observa claramente el
desarrollo de estructuras filamentosas de aspecto alargado que parecen extenderse desde
el soma celular hacia el exterior. Estos filamentos, en muchos casos, parecen orientarse
hacia las células aledafias y adherirse a su superficie. Este fendmeno se manifestd en todos
los compuestos salvo 1.b, el cual podria estar sufriendo una restriccién por su solubilidad
a pesar del medio acuoso bdasico. Sin embargo, no en todos los compuestos parece
desarrollarse en la misma intensidad (Figura 25).
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Figura 25. Imagenes de microscopia coloreada por tiempo de vida de fluorescencia de
neuroblastos de ratén en presencia de moléculas libres de los distintos compuestos. En todos los
casos se informa la tltima de las imagenes captadas durante la adquisicion.

Para ambos compuestos derivados de la vainillina (1.f y 2.f) se observa la presencia
de estos filamentos desde la primera imagen captada y casi no se aprecian cambios al largo
de toda la adquisicién. En ninguno de los casos pudo observarse la presencia de células
apoptoéticas, aunque si se aprecian alteraciones en la morfologia de la membrana celular
que podrian ser consistentes con la formacién de protrusiones.

Dentro de este grupo de experimentos de interaccién molécula-neurona, resaltan
dos compuestos cuyos resultados son particularmente ilustrativos. Por un lado, el
compuesto 1.a, para el cual pudo ser registrada de manera clara la expansion que sufre el
soma celular a medida que se capturan las imagenes de microscopia (Figura 26).
Sorprendentemente, esta expansion no parece estar acompafada por la iniciacion de un
proceso de apoptosis, en tanto todas las células capturadas en la imagen parecen retener
el contenido del soma y conservan la localizacién de sus vesiculas sinapticas. El desarrollo
de esta expansién se extiende hasta alcanzar un contacto estrecho con las membranas
vecinales, de forma similar a lo que se observa durante la confluencia celular de células
adherentes.”*”?



Figura 26. Imagenes captadas durante el fenédmeno de interaccién molécula-neurona para el
compuesto 1.a durante 4 periodos distintos. (a) imagen inicial, (b) al cabo de 150s, (c) al cabo de
330s y (d) al cabo de 645s.

Un efecto muy similar se observa para el compuesto 1.d (Figura 27). Aunque, en
este caso, el aumento en la extensidn celular si estd acompafado de una deslocalizacién
parcial de las vesiculas sindpticas y una pérdida de la compartimentalizacién interna, al
menos en los alrededores del nucleo.
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Figura 27. Imagenes captadas durante el fenédmeno de interaccién molécula-neurona para el
compuesto 1.d durante 4 periodos distintos. (a) imagen inicial, (b) al cabo de 240s, (c) al cabo de
375s y (d) al cabo de 645s.

Aunque no parece desarrollarse un proceso de apoptosis en el periodo de tiempo
estudiado, esta reorganizacion del contenido celular podria estar indicando el inicio de un
fendmeno de muerte celular. No obstante, mas alla de los cambios en la estructura interna
de la célula, la membrana celular permanece intacta y no parece fragmentarse ni
resquebrajarse durante todo el fenémeno.

Tanto las alteraciones en la estructura interna de la célula, como el aumento
apreciable del nimero de filamentos desarrollados para interactuar con el resto de las
neuronas vecinales, son eventos caracteristicos del proceso de diferenciacién de células
nerviosas.”>””> Actualmente existen reportados en bibliografia un escaso nimero de
compuestos capaces de regular de manera eficaz el fendmeno de diferenciacion de células
madre pluripotentes a células nerviosas. En este escaso pero diverso universo de
compuestos, podemos encontrar estructuras tan distintas como la del acido retinoico,” el
neuropatiazol,’ y algunos derivados del imidazol,”” y de la urea.”®

Sorprendentemente, por lo que sabemos hasta ahora, son alin mas escasos los
compuestos reportados capaces de reprogramar neuroblastos de ratén, o células
diferenciadas de origen humano, para dar lugar a la obtencién de células nerviosas



funcionales.”®® Es importante distinguir que en estos estudios las células ya atravesaron
la barrera de la diferenciacion morfolégica y la meta es lograr que esta diferenciacion sea
alterada a través de una maduracién que permita reobtener las propiedades funcionales
de una neurona madura. Sin embargo, esto sélo ha sido logrado hasta ahora empleando
una combinacién de cuatro” o seis®! distintos compuestos que actiian de manera sinérgica
sobre diversos factores de transcripcién génica.

Una de las conclusiones mas importantes que se desprende de estos estudios es la
necesidad de una acciéon conjunta de todos los compuestos ensayados para lograr la
reprogramacion, en tanto cada uno de ellos por separado no fue capaz de dar lugar a los
mismos resultados en ningln grado.””®8 Aunque se pueden encontrar en bibliografia
propuestas para los mecanismos de accién de algunas de estas moléculas, como el efecto
que tiene el compuesto CHIR99021 en aumentar la eficiencia de la conversién neuronal
mediada por factores de transcripcién, o la reduccién de la peroxidacion lipidica generada
por la presencia del compuesto Forskolin,®# |a variedad de estructuras y la diversidad de
vias de interaccién posibles entre estas y las células, hacen que cada mecanismo sea propio
y caracteristico de cada sustancia, y dificilmente pueda extrapolarse un mismo mecanismo
a distintos compuestos.?*

Es por este motivo que se vuelve esencial notar el paralelismo que existe entre el
fendmeno de diferenciacion y maduracién de células nerviosas y los cambios sufridos por
las neuronas al ser expuestas a soluciones de estas pequefas moléculas.

En resumen, si consideramos que en los experimentos de interaccién neurita-
derivado de aminoacido fue posible observar cambios tanto en el nimero, como en el
aspecto de los filamentos adheridos a las membranas celulares acompafiados de cambios
en la estructura subcelular, y que estos cambios se dieron en una escala de tiempo mucho
menor a la frecuentemente requerida para experimentos de diferenciacién o maduracion
(15’ de tiempo de captura de video vs 24-48h de tiempo de incubacién con los compuestos
de interés),®* podemos percibir que hay un paralelismo, al menos parcial, entre los efectos
que producen las pequefias moléculas capaces de inducir la maduracién celular y los
efectos producidos por la interaccién con la neurita.

Ademads, aunque en los experimentos de interaccién neurita-derivado de
aminoacido realizados no se pudo distinguir con rigurosidad estadistica la presencia de
filamentos con un caracter amiloide apreciable debido a que los mismos no pudieron
diferenciarse de fragmentos de membrana producidos por protrusiones caracteristicas del
fendmeno de apoptosis (blebs),®> o por distorsiones épticas debido a elementos no
enfocados, el hecho de que todos estos compuestos hayan mostrado una citotoxicidad
baja, o nula, en condiciones experimentales similares, es un indicio a favor de descartar la
induccién estimulada de los procesos de apoptosis.

Por ultimo, es interesante resaltar que existen reportes en bibliografia donde se
observa cémo los precursores solubles de la proteina precursora de la formacién de
amiloides (APP) pueden inducir la diferenciacién de células madres embridnicas humanas
en células nerviosas,® y el desarrollo y la proliferacién de axones en células nerviosas
previamente diferenciadas,®” siendo este resultado un punto a favor de la actividad
neuroestimulante de los pequefios fragmentos peptidicos amilogénicos. En ese sentido,
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los resultados obtenidos para para los derivados de aminodcidos podrian indicar cierta
analogia con lo observado en bibliografia, asociado con una potencial actividad
neuroestimulante.

En base a todos estos resultados podemos postular que podria existir una accién
potencial como agente acelerador de la maduracién celular de algunos de estos
compuestos, siendo los principales candidatos de estudio las moléculas libres. Con esto en
consideracion, se propone como principal perspectiva de este trabajo un analisis
exhaustivo y detallado de la capacidad de estos compuestos de disparar los fendmenos de
diferenciacion de células nerviosas.



Conclusiones

En este capitulo de tesis se empled la familia de compuestos derivados de L-
Fenilalaninay L-Tirosina presentada en los capitulos anteriores con el objetivo de estudiar
en detalle la relacién que existe entre la estructura molecular de un dado compuesto y su
capacidad de autoensamblarse para dar lugar a la formacién de filamentos con potencial
caracter amiloide. Basados en la evidencia cada vez mas abrumadora de la actividad
patoldgica que presentan los amiloides obtenidos a partir de ensambles supramoleculares,
podemos entender que es apremiante contar con una descripcion precisa de cudles son los
pardmetros que rigen este proceso, tanto para la L-Fenilalanina y la L-Tirosina en general,
como para toda la plétora de metabolitos y derivados para los cuales se haya observado
potencial actividad amilogénica en condiciones fisioldgicas.

A lo largo de toda esta tesis, se han estudiado en detalle los efectos que introducen
las diversas derivatizaciones en aspectos fundamentales del fendmeno de
autoensamblado como es la quimica supramolecular, la libertad conformacional y la
solubilidad. En base al estudio detallado de las estructuras cristalinas de todos estos
compuestos, y sus aminoacidos precursores, se ha podido encontrar una relacién directa
entre el caracter convergente, el factor de forma y la capacidad de desarrollar estructuras
planares apiladas en secciones electroestaticas y dispersivas. Adicionalmente, se ha
logrado mostrar cdmo la introducciéon de derivatizaciones que simulan estructuras
presentes en otros aminoacidos, por ejemplo la presencia del grupo fenol en el fragmento
de la L-Tirosina, o la inclusién de un bloque con el mismo grupo a partir de la vainillina, o
la derivatizacion con benzaldehido permite incorporar un grupo fenilo de la misma manera
que se presenta en la L-Fenilalanina, permiten inducir comportamientos hibridos, vy
modular la respuesta supramolecular para alterar de manera directa la estructura final
obtenida.

Por otro lado, un andlisis pormenorizado de las estructuras cristalinas de todos
estos compuestos ha permitido ilustrar el rol que cumple el anién cloruro y otras moléculas
de cristalizacién en las estructuras, como agua o acido acético, y su funcionamiento como
asistentes en el desarrollo de planos electroestaticos. En todos los casos se pudo observar
que el estado de carga y la estructura molecular son factores determinantes de la
estructura supramolecular desarrollada, siendo el contraién solamente un complemento
que asiste a la formacién de las caracteristicas estructurales. En lineas generales, no se
encontré evidencia suficiente para sugerir que la fuerza impulsora de la seleccién de la
estructura supramolecular no fuera otra que la propia estructura molecular.

Este resultado es esencial para sentar las bases de un disefio racional de nuevas
moléculas derivadas de aminodcidos y aldehidos que sean construidas a través de la
seleccién de bloques de construccidn con propiedades previamente conocidas, como la
capacidad de autoensamblarse en bicapas electroestaticas observada para L-Fenilalanina,
o la facilidad para desarrollar redes extendidas de interacciones isotrépicas como se
observé para L-Tirosina.

Capitulo V Nanoestructuras y potencial actividad amilogénica 329



Otra de las principales conclusiones extraidas del andlisis de las diversas
estructuras cristalinas de estos compuestos, es el paralelismo claro que existe entre las
regiones de interaccion electroestatica y dispersiva desarrollada en estas arquitecturas, y
los fendmenos de microsegregacién frecuentemente observados durante el ensamblado
de cristales liquidos liotrépicos. Inspirados en la existencia de estas similitudes
estructurales se estudié la obtencidén de texturas de cristal liquido para algunos de estos
derivados, dando lugar a la formacion de inhomogeneidades birrefringentes caracteristicas
de las fases esmécticas. Aunque se encuentra entre las principales proyecciones a futuro,
continuar con la caracterizacién y el estudio en detalle de la sintesis de este tipo de
materiales, se han propuesto al menos las bases para pensar la sintesis de estos materiales
en términos de volumenes moleculares, factores de forma y concentraciones isocéricas.

Por otro lado, los estudios de citotoxicidad junto con el de la interaccién entre estos
compuestos y las células nerviosas de ratén no dieron motivos para sospechar de un
comportamiento nocivo bajo ninguna de las condiciones estudiadas. Al contrario, existen
argumentos para sospechar que algunos de estos compuestos podrian estar estimulando
el fenomeno de maduracion y reprogramacién de los neuroblastos en neuronas
funcionales. Aunque es necesario realizar una caracterizacién exhaustiva del impacto que
tienen estos compuestos en el correcto desarrollo de este tipo de células, estdn asentadas
las bases que permiten profundizar la exploracién de esta interaccién. Entre las
perspectivas a futuro se propone, principalmente, un estudio extenso de las
concentraciones criticas en las cuales se observen cambios apreciables en las células
nerviosas con el fin de arrojar luz sobre el delicado equilibrio que existe entre los
fenémenos de nucleacién, crecimiento, autoensamblado y su rol en diversas patologias.



Experimental

Sintesis de los compuestos

Las sintesis y caracterizacion de los compuestos incluidos en este capitulo se
detalla en la seccién Experimental e Informacién Suplementaria de los Capitulos Il y IV.

Instrumentacion
Microscopia éptica de luz polarizada (MOLP)

Las microscopias 6pticas de luz polarizada se realizaron utilizando un microscopio
triocular Nikon SMZ-745T con un sistema de iluminaciéon Nikon Ni-150. Las imagenes
obtenidas fueron procesadas utilizando el programa MicrometricsTM SE Premium para las
mediciones y el programa ImageJ?® para el andlisis.

Microscopia confocal de imagen de tiempo de vida de fluorescencia
(FLIM)

Los experimentos de microscopia confocal de imagenes de tiempo de vida de
fluorescencia fueron realizados con un equipo Abberior Expert Line empleando un laser
pulsado de excitacién de 470nm con una frecuencia de 20MHz. Para la deteccién se
emplearon fotomultiplicadores hibridos con filtros pasabandas de 550/40nm. El tiempo de
exposiciéon por pixel fue seleccionado especificamente para cada muestra como una
solucién de compromiso entre tiempo de captura de imagen e intensidad de fluorescencia
detectada. La electrénica empleada para la adquisiciéon fue un médulo HydraHarp 400 de
PicoQuant trabajando a una tasa de repeticién de 20 MHz. Las imagenes de FLIM se
construyeron considerando tiempos de vida de fluorescencia 1.5 a 3ns para los casos de
moléculas sin sonda y 2 a 6ns para aquellas obtenidas en presencia de AQui. El andlisis de
las imagenes de FLIM se realizé empleando el software SymphoTime 64 de PicoQuant y
macros propias programadas en Imagel. Los tiempos de vida de fluorescencia fueron
modelados empleando un modelo mono exponencial.

Estudios de citotoxicidad

Los estudios de citotoxicidad han sido realizados empleando el equipamiento de
inspeccién avanzada de alto rendimiento (HTS, High throughput screening) del
departamento de biologia celular, computacional e integrativa (CIBIO) de la universidad
de Trento, Italia. La libreria de moléculas empleada consistié en las moléculas sintetizadas
durante este trabajo de tesis, la linea celular ensayada fueron células HelLa de carcinoma
cervical humano, realizando el protocolo detallado a continuacion:

Los compuestos fueron disueltos en DMSO o en solucién acuosa de NaOH 20mM
y fueron distribuidos en una placa multiwells de 384 pocillos con fondo transparente
empleando un dispensador actstico Echo 650. Un volumen de 50uL de células HelLa fueron
sembradas hasta una densidad de 1500 células por pocillo utilizando un dispensador de
reactivos ViaFill. Luego de 72 horas de incubacién las células fueron tefiidas con Hoechest
33342. Una serie de imagenes fue captada empleando el sistema Operetta High Content
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(Perkin Elmer) y analizadas empleando el software Harmony. Luego del andlisis por
imagenes se adicionaron 15puL del reactivo CellTiter-Go (Promega) y se midié la
luminiscencia desarrollada empleando el lector de placa Ensight (Perkin Elmer).

Protocolo de trabajo empleado para los estudios sobre neuritas de
ratéon

Las neuritas de ratdn (células Neuro-2a de neuroblastomas de raton murino, ATCC
N2 CCL-131) fueron cultivadas en un medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con glutamina plus (2mM), suero bovino fetal (FBS, 10%), penicilina (100
unidades/mL) y estreptomicina (0,1mg/mL) en una atmédsfera de CO, (5%) y 95% de
humedad. Las células fueron sembradas en portaobjetos Ibidi de vidrio con 18 pocillos y
fondo plano con una densidad de 2,3.10° células por pocillo por 24 horas para obtener un
80-90% de confluencia celular. Sobre estos Pocillos fueron inoculadas las soluciones de
filamentos y moléculas libres estudiadas.

Para el estudio de la interaccién neurita-compuesto fue necesario realizar dos
grupos de experimentos independientes debido a la tendencia que tienen los derivados de
aminoacidos a formar arquitecturas supramoleculares ordenadas que podrian presentar
una potencial actividad citotéxica distinta a la observada para las moléculas
independientes en solucién. Debido a esto, se decidié emplear una Unica solucién madre
de igual concentracién para todas las moléculas, la cual luego es dividida en dos partes y
fue tratada de manera diferencial para obtener las estructuras preensambladas
(filamentos, simbolizados con la letra F) o mantener las moléculas libres (m).

Para un volumen de solucién madre de 1mL y una concentracién de 8mM de todas
las moléculas, se pesaron las cantidades informadas en la siguiente tabla y se llevaron a
volumen con solucion de NaOH 0,1M. En todos los casos se sonicé la solucién por 5’ para
garantizar una correcta disgregacién de cualquier granulo de sélido que pudiera demorar
en disolverse. La disolucion se prepard a temperatura ambiente.

Molécula Masa a
Pesar (mg)

1 1,3

2 1,4
l.a 2
1.b 3,5
1.c 4,9
1.d 2,4
le 2,4
1.f 2,4
1.g 5
2.e 2,5

2.f 2,5




Para la obtencion de moléculas libres (m): De la solucion madre de concentracion
8 mM se tomaron 100uL, se agregaron 8uL de una soluciéon de AQui 1mM, y se llevaron a
un volumen final de 400uL, empleando agua destilada para obtener una solucién de
moléculas libres cuya concentracién fuera de 2mM.

Para la obtencion de filamentos (F): De la solucion madre de concentracion 8mM
se tomaron 100uL, se agregaron 8uL de una solucién de AQui 1mM, y se agregaron 2uL
de HCI concentrado. Esta solucién se homogeneizé empleando un vortex y se dejé
estacionar durante 15’ para garantizar que se desarrollen las estructuras supramoleculares.
La solucidn resultante se llevé a volumen con agua destilada hasta un valor final de 400uL
para obtener una solucién de filamentos cuya concentracién fuera de 2mM en el
mondmero.

Es importante notar que el agregado de la sonda debe realizarse antes de agregar
el dcido para garantizar que la formacidn de los agregados supramoleculares se lleve a cabo
en presencia de la sonda.

Protocolo para la interaccion entre neuroblastos de ratén y
moléculas libres o filamentos

De las dos soluciones anteriores se tomd una alicuota de 5 o 20uL, segun la
concentraciéon que se desee estudiar, y se agregé a un pocillo que contiene un volumen de
150uL de neuroblastos de ratén crecidos en DMEM. Se verificd que el indicador de pH del
medio no se altere luego de la inoculacién. Los pocillos fueron observados directamente al
microscopio sin ningun tiempo de incubacidn ni preparacién previa. El tiempo de medicién
empleado fue de 15 minutos para ambas alicuotas.

Protocolo de preparacién de filamentos (F) y moléculas libres (m)
[m]=8mM
[HOT=0,1M
100uL /I\ 100uL
+ +
8uL [Ag]=ImM 8uL [Ag]l=ImM
+ 292l " 2“"5',"@@
[HO]=0M +290uL H,0
[m]=2mM [F]=2mM
[Aq]=20pM [Aq]=20uM
[HO1=0,1M [H*]=30mM
SulL (15uL) SuL (15uL)
+150pL neuroblastos de ratén en DMEM +150uL neuroblastos de raton en DMEM

'

[F]=64,5(235,3)uM
[Aq]=0,65(2,4)uM [Aq]=0,65(2,4)uM
pH=72-728 pH=72-78

Figura 28. Esquema de trabajo para el proceso de obtencién de los ensambles moleculares y las
soluciones de moléculas libres empleadas durante los estudios de interaccién con neuritas.
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Analisis de la formacién de estructuras con caracter amiloide por
ratiometria empleando una sonda fluorescente sensible al entorno

Todos los estudios de cdlculo de proporciones (también conocidos como ensayos
ratiométricos por el anglicismo de la palabra “ratio” para referir al calculo de proporciones
en la intensidad de emision a longitudes de onda distinta) se realizaron sobre soluciones
limpidas de los compuestos. En cada caso se especifica el solvente utilizado y, cuando
corresponde, la acidez de este. Para todos los experimentos se realizd el mismo protocolo
de preparacién de muestra que consiste en suspender una cantidad de compuesto tal que
se obtuvo una concentracion 50mM en 500uL de solvente, se sonicd por 5, y se
homogeneizé empleando un vortex con posterior centrifugacién.

Para los experimentos realizados en medio acido se empledé HCI 0,1M en agua
como solvente. Para aquellos realizados en medio basico se empled NaOH 0,1M en agua
como solvente. Para los realizados en medio acuoso neutro se emple6 agua MiliQ como
solvente. Para los experimentos en medio orgdnico se empleé DMSO como solvente. Para
este ultimo solvente, luego de la sonicacidén y antes de emplear el vortex, las muestras
fueron calentadas hasta disolucion total del soluto o hasta que el solvente entre en
ebullicién.

La evaluacion de la emision empleando una Aec= 480 nm y una regién de
adquisicion de 510 - 840 nm se realizaron empleando un equipo lector de placas ClarioStar
PLUS (Termo Fisher). Debido a que la sonda empleada presenta un maximo de emisién a
630nm en ambientes polares acuosos y un maximo de emisién alrededor de 550nm al estar
en presencia de un entorno hidrofébico,* se utilizaron los valores de intensidad de emision
a estas dos longitudes de onda para calcular la proporcidn lgsof Isso.

Protocolo para el estudio de la cinética de formacién de agregados
supramoleculares empleando la sonda AQui y la sonda ThT

Los experimentos de cinética de agregacién empleando ThT o AQui como sondas
fluorescentes se llevaron a cabo utilizando DMEM como soluciones buffer. Para ambos
sets de experimentos se partié de una solucion 2mM del compuesto disuelto en una
soluciéon acuosa basica (NaOH 0,1M). Para los experimentos con ThT se tomaron 5uL de
esta solucién y se depositaron en pocillos de una placa multiwells. En cada uno de estos
pocillos se agregd 150 pL de una solucion de ThT de concentracién 10 pM. Para los
experimentos con AQui, se tomaron 15uL de la solucién madre del compuesto, agrego 4
pL de soluciéon 1mM de la sonda y 150uL de una solucién acuosa de NaOH 0,1M.

Las concentraciones finales de sonda y compuesto para cada set de experimentos
fueron de [ThT]=10 uM, [Compuesto]=66,67uM para los experimentos con ThT y de
[AQui]=1,8 uM y [Compuesto]=181,81 uM para los experimentos con AQui.

Las mediciones se realizaron sobre cada pocillo con una longitud de onda de
excitacién de 490nm y colectando la emisién a 630 nm empleando un lector de placas
ClarioStar PLUS (Termo Fisher).



Glosario

Péptido Beta amiloide (A): Es un péptido de 36 a 43 aminodcidos que se obtiene
a partir de la proteina precursora amiloidea (APP). Se ha reportado como el principal
componente de las placas que se encuentran en el cerebro de los pacientes con la
enfermedad de Alzheimer'® y en la Demencia de cuerpos de Lewy,® en los musculos
estriados durante la miositis por cuerpos de inclusién,” y puede formar agregados que
cubren vasos sanguineos cerebrales en la angiopatia amiloide cerebral.”*

Amiloidosis: Es un término utilizado para hacer referencia a un grupo de
enfermedades que presentan como caracteristica comun el ser causadas por el depdsito
extracelular de placas amiloides.

Amilogénesis: Es como se denomina al proceso de formacién de estructuras
amiloides (fibras o filamentos).

Actividad amilogénica: Capacidad de dar lugar a la formacion de estructuras
amiloides o, en su defecto, inducir la formacién de estructuras amiloides en proteinas y
péptidos.

Bicapa B: Es una arquitectura estructural equivalente a la lamina B, pero obtenida
a través del ensamble supramolecular de moléculas individuales. Aunque presenta
diferencias estructurales muy marcadas respecto a la lamina f, conserva su esencia
laminar y la orientacion excéntrica de los residuos aminoacidicos, confiriéndole asi la
capacidad de llevar a cabo los fendmenos de plegamiento y apilamiento requeridos para la
amilogénesis.

Caracter amiloide: Debido a que en la bibliografia actual existe un vasto y extenso
grupo de especies moleculares muy distintas entre si para las cuales se han propuesto
diversas estructuras con caracter amiloide,>*>%3 se vuelve extremadamente desafiante
encontrar una Unica propiedad que describa a todas ellas y permita explicar la actividad
biolégica observada para cada una. Con el fin de poder encontrar una condicién minima
observada universalmente en todas estas estructuras que sirva como criterio de
diferenciacién y clasificacion, se propone cuantificar el cardcter amiloide en términos de la
semejanza estructural entre una dada entidad supramolecular y la estructura modelo del
péptido beta amiloide Af. Esta arquitectura consiste principalmente de una distribucion
especifica de planos de interaccion fuerte y débil con distancias caracteristicas entre si,
que al ensamblarse da lugar a la formacién de sélidos longitudinales con forma de fibra o
filamento.

Estructuras amiloides: Son particulas fibriformes generadas a través del
ensamblado de moléculas, péptidos o proteinas que presentan estructuras
supramoleculares con caracteristicas amiloides. En el marco de este trabajo de tesis se
propone la distincién entre dos tipos de estructuras amiloides distintas: aquellas que
provienen del plegamiento y posterior ensamblado de péptidos y proteinas, denominadas
Fibras amiloides, y aquellas que se generan como producto del autoensamblado de
moléculas pequefias, que se denominaran Filamentos amiloides.
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Fibra amiloide: Son las estructuras amiloides generadas por el ensamblado de
péptidos o proteinas. Su principal caracteristica, y aquella que la diferencia de los
filamentos amiloides, es que estas presentan uniones covalentes entre los mondémeros
que las constituyen.

Filamento amiloide: Son las estructuras amiloides generadas por el ensamblado
de moléculas individuales. Su principal caracteristica, y aquella que la diferencia de las
fibras amiloides, es que estos presentan interacciones no covalentes entre los
mondémeros que los constituyen.

Lamina B: Es la estructura secundaria desarrollada por los péptidos o proteinas que
luego se ensamblan para dar lugar a la formacién de estructuras amiloides. Presenta una
serie de caracteristicas estructurales, como la orientacién de los residuos aminoacidicos y
la posicién relativa de las porciones de la cadena principal, que la vuelven idénea para
desarrollar los procesos de plegamiento y apilamiento que se producen durante la
amilogénesis.

Placas amiloides (también conocidas como Placas neuriticas o Placas seniles): Son
cumulos de la proteina p amiloide que se depositan extracelularmente en la sustancia gris
del cerebro. Suelen estar asociados con la degeneracion de las estructuras neuronales.

Neuritas distroficas: Son procesos neuronales aberrantes que no lograron
desarrollar una diferenciacién completa. En muchos casos presentan un desarrollo
defectuoso de los axones y dendritas o, en su defecto, una invaginacion de estos. Se ha
observado que algunos tipos de Placas amiloides presentan un ntcleo de proteina f§
amiloide rodeado de neuritas distroficas.
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Introduccion

Ingenieria cristalina para el diseno de biomateriales
innovadores

La meta principal de la ingenieria cristalina es poder disefiar materiales de forma
tal de controlar sus propiedades finales. Pero, para que esto suceda, es necesario contar
con informacién adecuada sobre la estructura y los factores que gobiernan el
empaquetamiento cristalino. Por este motivo, resulta esencial disponer de herramientas
experimentales y estrategias de sintesis que permitan controlar de manera precisa la
topologia del material obtenido.

De todas las propiedades que se desean controlar en un material, las mecdnicas
son una de las que mayor impacto tienen sobre sus posibles aplicaciones tecnolégicas.
Estas propiedades estan directamente relacionadas con el movimiento molecular frente a
estimulos externos. Tanto la plasticidad, como la elasticidad y la fragilidad implican la
migracidon de los bloques de construccion del material respecto de sus posiciones de
equilibrio.! Otros casos mas extremos como los llamados “cristales saltarines” (del inglés
“lumping crystals”), donde la transformacion de energia térmica o luminica en mecanica,
también se fundamentan en la misma necesidad de migracién molecular.?

Para comprender las distintas respuestas mecanicas observadas en los materiales
cristalinos podemos pensar a estos en términos de un arreglo de regiones de respuesta
colectivay zonas de amortiguacién.

Las regiones de respuesta colectiva son conjuntos de bloques de construccion
(moléculas, iones o atomos) que se encuentran interactuando con una intensidad tal, que
alterar la posicién de uno de sus componentes conlleva a traccionar la totalidad del
conjunto. La fuerza aplicada sobre uno de los componentes de esta regidn es trasladada a
todos los del conjunto a través de las interacciones que los conectan, dando lugar a la
generacion de una respuesta mecdnica colectiva.

Por otro lado, las zonas de amortiguacion son aquellas regiones dentro de la
estructura cristalina donde esta distribucién isotréopica de interacciones entre bloques se
ve interrumpida. Esto independiza a estas regiones de cualquier estimulo mecanico y las
vuelve capaces de tolerar una alteracion de las posiciones de los bloques de construccién
que las rodea, debido a que no estan unidas fuertemente a estos. Esta tolerancia se
interrumpe cuando los bloques se encuentran tan préximos que disparan la accion de una
fuerza restitutiva.

La naturaleza, distribucién y orientacidn relativa de estas regiones dentro de la
estructura permite predecir la respuesta mecénica de un cristal Unico al ser sometido a
cierto tipo de deformacion (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la distribucién de zonas de amortiguacién y regiones de respuesta colectiva
en cristales Unicos con distribuciones isotrépicas y anisotrépicas de interacciones.

Una de las principales diferencias que surge entre las sales y los sistemas neutros
bajo este modelo es la capacidad de tolerar un corrimiento en las distancias de equilibrio
de sus constituyentes. Aunque ambos sistemas estan estabilizados por la accién conjunta
de fuerzas repulsivas y atractivas, la dependencia con la distancia de los potenciales de
accion de las fuerzas que los equilibran es muy distinta.

Los compuestos neutros estan estabilizados, principalmente, por la interaccion
dispersiva que se desarrolla entre las nubes electréonicas de sus componentes, o a través
de interacciones electroestaticas si estas se generan entre los dipolos permanentes de sus
moléculas. Esta interaccion tiene un potencial que depende de la inversa del cubo de la
distancia entre los dipolos (U « (7. 113 )/Ar3) y su naturaleza atractiva o repulsiva esta
dada por la orientacion relativa entre ellos. Por el contrario, los sistemas iénicos se
estabilizan gracias a la interaccidén electroestdtica entre particulas de carga neta. La
dependencia del potencial de esta interaccion con la distancia entre particulas es
inversamente proporcional a la distancia (U « (q;.q_)/Ar) y tiene un caracter
estrictamente isotrépico. En un modelo simplificado se va a cumplir que dos particulas de
carga opuesta se atraeran siempre, sin importar la orientacion relativa entre ellas.?
Comparando ambos potenciales de interaccién en el vacio podemos observar que, frente
a una variacién equivalente en las posiciones de equilibrio de ambos sistemas, la energia
restitutiva desarrollada debido a la repulsién serd mayor para aquellos sistemas modulados
por la interaccion electroestatica (Figura 2).
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Figura 2. Potenciales de interaccién entre particulas cargadas y entre particulas con momento
dipolar permanente. Este modelo simplificado serd empleado para establecer las herramientas de
andlisis empleadas en el estudio de las propiedades mecanicas en sélidos cristalinos.

Para obtener una respuesta mecdnica eldstica en un material cristalino
necesitamos contar con una distribucién anisotrépica de fuerzas de interaccién entre los
bloques de construccién que dé lugar a una compensacion parcial del efecto reconstitutivo
de estas. Mientras que las regiones de comportamiento colectivo son capaces de
desplazarse para hacer frente a la deformacion sin incurrir en la rotura del material, las
zonas de amortiguacion toleran este desplazamiento hasta que la repulsidén generada por
la proximidad entre bloques equilibre la fuerza aplicada. Si esta fuerza desaparece, la propia
repulsion desarrollada actuard como una especie de “resorte que fue comprimido”,
desplazando las regiones de respuesta colectiva con el fin de relajar la estructura y
“reacomodar” los bloques en sus posiciones de equilibrio, recuperando asi las posiciones
originales. Al mismo tiempo, estas interacciones repulsivas estaran fuertemente asistidas
por las interacciones atractivas que también hardn su aporte para recuperar las posiciones
de equilibrio.

La clave del desarrollo de una respuesta elastica reside entonces en la orientacion
relativa entre estas dos regiones respecto al estimulo aplicado. Si el estimulo es aplicado
en el mismo eje en que las zonas de amortiguacién son capaces de generar una respuesta
resistente, la alteracién generada se verd rdpidamente compensada y el material actuara
de manera rigida. Sin embargo, si el estimulo se aplica en un angulo respecto a este eje de
amortiguacion, las regiones de respuesta colectiva se desplazaran una dada distancia hasta
que se “activen” las repulsiones y se desarrolle la respuesta restitutiva de las zonas de
amortiguacion (Figura 3.b).

Si un material cristalino carece de regiones de amortiguacién o, por el contrario,
cuenta con una distribucién isotrépica de las mismas, se desarrollardn respuestas



mecanicas muy distintas frente al mismo estimulo. Por un lado, carecer de zonas de
amortiguacién implica que no existird en la estructura una regién capaz de dar lugar a la
generacion de una fuerza restitutiva. Esto significa que el material tendra la capacidad de
tolerar las deformaciones, pero no asi de reacomodar la estructura luego de haber sido
deformada. El tipo de respuesta mecdanica observada podra ser tanto del tipo flexible o
rigida, seglin la orientacién en la que se aplique el estimulo externo (Figura 3.a).

Por otro lado, la presencia de una distribucién isotrépica de zonas de amortiguacién
dard como resultado una respuesta rigida en todas las direcciones en la que se la intente
deformar, debido a que es capaz de desarrollar repulsiones en todas las direcciones, alin
frente a desplazamientos muy pequefios de sus regiones de respuesta colectiva (Figura
3.0).

a

Flexible Rigido

Figura 3. Distintas distribuciones posibles de regiones de respuesta colectiva (bloques azules) y
zonas de amortiguacion (resortes amarillos): (a) Material sin zonas de amortiguacién, (b) Material
con una distribucion anisotrépica de ambas zonas, (c) Material con una distribucién isotrépica de
ambas zonas. En rosa se representa la accion de una fuerza externa y las posibles respuestas que

puede desarrollar cada material. En flechas verdes se representa la accién de las fuerzas
reconstitutivas.
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Los monocristales organicos son un tipo de material que presenta una amplia gama
de propiedades muy interesantes, entre las que se destacan aquellas vinculadas a
tecnologias 6pticas u optoelectrénicas. Por ejemplo, se han propuesto como posibles guias
de onda,*® matrices sélidas para el desarrollo de laseres,”® y fotodiodos, entre otras.”!!
Adicionalmente, algunos de ellos han presentado una respuesta mecanica flexible, lo que
abri6 la posibilidad de pensar nuevas aplicaciones para estos materiales.!>!?
Recientemente, el disefio y la obtencién de monocristales organicos con una respuesta
flexible reversible y propiedades épticas u optoelectrénicas especificas, ha despertado un
gran interés para su aplicacién en la miniaturizaciéon de nuevas tecnologias. Los primeros
materiales eldsticos basados en monocristales organicos reportados fueron sintetizados
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por Ghosh y Reddy en 2012, quienes reportaron la obtencidén de co—cristales de cafeina,
un derivado del 4cido benzoico, e hidréxido de sodio, con una morfologia elongada y que
podian deformarse reversiblemente luego de ser flexionados.'*

Desde que se tuvo registro por primera vez de esta propiedad de elasticidad
asociada a materiales cristalinos, se han reportado varios tipos distintos de cristales Unicos
elasticos que incluyen sistemas dopados,’® compuestos de coordinaciéon flexibles,® y
cristales biogénicos.!” Hasta se ha encontrado un caso de una sal organica, el cloruro de
clofazimina, generada espontdneamente en sistemas biolégicos que presenté esta
respuesta mecanica tan peculiar.’” Mas alla del enorme interés que han despertado este
tipo de materiales, la cantidad de cristales eldsticos reportados en bibliografia sigue siendo
aun muy limitada. Ademas, varias interrogantes respecto a la correlacidon que existe entre
su estructura cristalina y sus propiedades mecanicas siguen sin ser contestadas. Por la
tanto, mas alla de que esta escueta cantidad de ejemplos impone ciertas limitaciones a la
hora de disefar materiales semejantes, también pone de manifiesto la necesidad de una
comprension mas profunda de la naturaleza de esta relacion para facilitar el disefio racional
de nuevos materiales con una respuesta mecanica similar.

Esencialmente, predecir las capacidades de respuesta mecanica frente a la
deformacidén para sistemas cristalinos implica una tarea dual. Por un lado, debemos
entender en detalle cdmo estd organizada la red supramolecular de interacciones entre los
bloques de construccion para detectar anisotropias y, por otro lado, debemos tener la
capacidad de predecir cdmo sera el habito cristalino de los cristales desarrollados, para
poder ubicar la red de interacciones estudiada en relacién a las caras mayores y menores
del cristal. La morfologia adquirida por el habito cristalino impone algunas restricciones a
la distribucién de tensiones en el material y canaliza las fuerzas generadas por la
deformacion en ciertas regiones especificas. Esto se debe a que las deformaciones sufridas
por un cuerpo tridimensional estdn directamente relacionadas con los momentos de
inercia que se generan al aplicarle una fuerza.®® Estudiar como se aplica esta red de
momento inerciales sobre las regiones de respuesta colectiva de la estructura nos permite
predecir como serd la respuesta mecanica total observada.

A modo de ejemplo, si pensamos en un habito cristalino con forma de prisma
elongado, este serd mas susceptible a la deformacién por doblado que aquellos habitos con
un factor de forma menor, como los ocurre con los cubicos o esféricos. Esto sucedera
independientemente de la identidad del material que estemos deformando. La relacion
entre la longitud total, tomando como referencia la direcciéon de mayor extensién, el area
transversal y la fuerza maxima aplicada en el punto de fractura, permiten calcular el estrés
maximo tolerado (o) (Figura 4). En resumen, predecir la capacidad de desarrollar
estructuras cristalinas flexibles implica estudiar simultdneamente la anisotropia de
distribucion de interacciones de la estructura y de morfologia del habito cristalino.



Figura 4. Estrés maximo tolerado para el doblado de una barra rectangular. Este esquema es
aplicable al caso de un cristal con morfologia de prisma extendido.

Las purinas son una familia de biomoléculas que incluyen bases nitrogenadas,
como la adenina y la guanina, productos metabélicos de degradacién, como la hipoxantina,
la xantina y el &cido urico, y algunos alcaloides biolégicamente activos como la cafeina, la
teofilina y la teobromina (Figura 5).* Su relacién estructural con una gran cantidad de
compuestos bioldgicos las ha vuelto muy atractivas para el desarrollo de nuevos
compuestos farmacoldgicamente activos como las drogas oncoldégicas tioguanina y el
pentostatin,® drogas antitumorales como la vidarabina,?* antivirales como el aciclovir,
ganciclovir y penciclovir,?? y drogas de inmunosupresién como la azatiprina.?

Por otro lado, los sistemas basados en purinas también tienen una labor estructural
en la naturaleza. Por ejemplo, se ha reportado que la guanina cumple un rol fundamental
como bloque de construccion de varios materiales cristalinos asociados a fenémenos de
coloracién estructural en seres vivos.?*? Ademas, estos sistemas presentan la posibilidad
de modular sus propiedades opticas a través de la inclusién de ciertas moléculas en su
estructura, lo que los vuelve alin mds atractivos para el disefio de nuevos materiales
bioinspirados con aplicacion tecnoldgica.?

Considerando sus propiedades supramoleculares, los materiales biogénicos que ya
se han reportado para estas moléculas, la factibilidad de ser adquiridas comercialmente
como sdlidos cristalinos de alta pureza, su biocompatibilidad intrinseca, y el hecho de que
presentan diversas formas cristalinas, como polimorfos, hidratos y sales, que pueden ser
obtenidas mediante protocolos experimentales accesibles, de todas las purinas de
relevancia biolégicas, se han seleccionado la Adenina, la Guanina y la Cafeina como
bloques de construccién para el desarrollo de los nuevos materiales sintetizados durante
este trabajo de tesis (Figura 5).
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Figura 5. Estructura molecular la Adenina, la Guanina y la Cafeina.

Como se discutird en el apartado correspondiente mas adelante, las diferentes
funcionalidades supramoleculares presentes en estas tres moléculas permiten obtener
diversas formas cristalinas para cada una de ellas. No obstante, durante este trabajo de
tesis se pondra el foco en la sintesis de materiales cristalinos con respuestas mecanicas
especificas, como la elasticidad y la plasticidad, con el fin de estudiar cudl es la correlacién
que existe entre estas y la estructura cristalina que las genera. En los tres casos se pondra
de manifiesto la estrecha relacion que existe entre las propiedades mecanicas observadas,
la facilidad de adquirir carga, dado que se trabajard con especies neutras y protonadas, y la
capacidad de desarrollar sales cristalinas.

Formas cristalinas y métodos de seleccion
experimental

Adenina

Actualmente existen reportadas en bibliografia tres formas cristalinas distintas
para la adenina neutra: El polimorfo anhidro 1, el polimorfo anhidro 2, y la adenina
trihidrato.”” Respecto a sus sales, se encuentran reportados el cloruro de adeninio
monohidratado,® y el dicloruro de adeninio.?! Las formas anhidras se sintetizan a partir de
soluciones acuosas neutras, mientras que las sales son cristalizadas a partir de soluciones
acidas y en presencia de aniones cloruro. Todos estos materiales pueden identificarse y
caracterizarse analizando sus patrones de difraccién de rayos X de polvos (Figura 6).
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Figura 6. Formas sélidas reportadas en bibliografia para la adenina y sus sales de cloruro.

Guanina

Los cristales biogénicos de guanina estan entre los materiales cristalinos organicos
mads comunes que se pueden encontrar en los organismos vivos.?* Estos cristales estan
asociados a muchos de los colores mas brillantes y atractivos que se pueden apreciar en la
naturaleza, como el color blanco mate en algunos peces,? el color plateado iridiscente de
algunas especies de arafias,”” y hasta el cambio de color de ciertos camaleones.® La
presencia de estos cristales en diversas especies del reino animal es un hecho que se
conoce desde hace varios afios,* y hasta se ha reportado la produccién de guanina
biogénica en microorganismos, tanto eucariotas como procariotas.®*** El primer trabajo en
donde se evidencid la produccién de guanina a partir de bacterias de la familia Aeromonas
fue en colaboracién con nuestro grupo.

Se ha determinado experimentalmente que algunas formas cristalinas de la
guanina tienen un indice de refraccién extremadamente alto (n > 1,83) cuando este es
medido perpendicular a la direccién de apilamiento de los cristales.® Esta caracteristica,
junto con la capacidad de alternar distintas capas de laminas de cristales de guanina
anhidra entre citoplasma, o guanina amorfa, para formar reflectores interferométricos,
estd propuesta como una de las principales razones por las cuales este tipo de materiales
son tan frecuentemente utilizados para diferentes mecanismos mediados por sistemas de
color estructural en organismos superiores, como pueden ser el camuflaje,3¢*” el cortejo
sexual®®% y la visién.***! Con esta idea en mente, algunos trabajos proponen que las
propiedades dpticas de estos reflectores interferométricos pueden ser moduladas por la
orientacion y la distancia entre cristales de guanina,?* o alternativamente, empleando
moléculas emparentadas estructuralmente, como xantina e hipoxantina, que podrian estar
presentes naturalmente en el mismo compartimiento donde las moléculas de guanina son
almacenadas en las células. Estas moléculas podrian actuar como “dopantes
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intracristalinos” o como “solutos en una solucién sélida cristalina”, seglin su concentracion
en el material.*?

En el reciente trabajo de Palmer y colaboradores se estudia la composicién de siete
cristales biogénicos de guanina con diferentes morfologias y se llega a la conclusion de que
muchos de ellos no estdn compuestos exclusivamente de guanina, sino que se pueden
describir como “aleaciones moleculares” que incluyen porcentajes de xantina e
hipoxantina en su estructura.*? En algunos casos se llegan a observar porcentajes de hasta
un 20% de otras purinas ocluidas en las estructuras, sin que esto genere cambios
apreciables la estructura cristalina del material. El hecho de que no hayan podido encontrar
una correlacién directa entre la morfologia de los cristales biogénicos y el contenido de
otras xantinas en la estructura les permitié a los autores concluir que estos materiales
exdégenos no parecen estar influenciando la morfologia cristalina. Los porcentajes
excepcionalmente altos de moléculas exdgenas que estas matrices cristalinas fueron
capaces de tolerar sin alterar su estructura sirve de inspiracién para el disefio de nuevos
materiales mixtos que permitan usufructuar las propiedades mecanicas y épticas de estos
materiales basados en guanina, junto con las posibles propiedades de interés introducidas
por el agente intercalado.

Actualmente existen reportadas en bibliografia tres formas cristalinas distintas
para la guanina: el polimorfo anhidro 0, el polimorfo anhidro B,** y la guanina
monohidrato.** Se conocen, ademas, tres formas sélidas distintas para la sal de cloruro de
la guanina protonada: el cloruro de guaninio monohidrato,* el cloruro de guaninio
dihidrato,* y el dicloruro de guaninio.*” De forma similar a lo que se describe para adenina,
las fases anhidras se sintetizan a partir de soluciones acuosas neutras o basicas mientras
que las sales son cristalizadas a partir de soluciones acidas y en presencia de aniones
cloruro. Todos estos materiales pueden distinguirse y caracterizarse comparando sus
patrones de difraccion de rayos X de polvos (Figura 7).
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Figura 7. Formas sélidas reportadas en bibliografia para la guanina y sus sales de cloruro.



Respecto a los hdbitos cristalinos de estos compuestos, las formas anhidras de la
guanina suelen presentarse como pequefios hexagonos planos cuya morfologia discoide
facilita mucho el desarrollo de arreglos periédicos apilados. Cuando estos estdn
equiespaciados, con una frecuencia que es especifica de acuerdo al material que los separa,
son los que dan lugar al desarrollo de la propiedad fotdnica anteriormente descrita.?*?>32
Por otro lado, las dos sales de guaninio presentan habitos elongados de aspecto agujiforme
y morfologia prismatica, muy similares entre si. El desarrollo de este tipo de habitos
longitudinalmente elongados no parece ser el indicado para facilitar el apilamiento entre
cristales y podria ser uno de los principales motivos por los cuales estos materiales no
desarrollan espontdneamente color estructural.

Es importante notar que, aunque ambas fases anhidras exhiben una morfologia
similar para sus habitos cristalinos (ambas desarrollan hdbitos en placas hexagonales),
todos los casos reportados de cristales biogénicos de guanina se presentan con el
polimorfo B.2* El polimorfo a ha sido reportado Gnicamente in vitro.*

Cafeina

Debido a su uso como ingrediente farmacéutico activo (IFA), y en la industria
alimenticia, la cafeina ha sido ampliamente estudiada desde hace mucho tiempo.
Particularmente, en los Ultimos afios se han desarrollado una gran cantidad de sales y co-
cristales de este IFA con el fin de mejorar el perfil de solubilidad del activo, estabilidad y
respuestas frente a los distintos procesos de manufacturaciéon de medicamentos. También
se emplea para el desarrollo de nuevos materiales cristalinos. A modo de ejemplo, el primer
cristal molecular flexible y elastico reportado corresponde al solvato de un co-cristal de
cafeina y acido fluoro-nitrobenzoico.* Sin embargo, a pesar de su gran popularidad, la
estructura cristalina de las diversas formas sélida de la cafeina permanece, al menos
parcialmente, no del todo esclarecida luego de casi 50 afios de investigacion.

Es sabido que existen al menos una forma hidratada y tres variedades polimérficas
de su forma anhidra. En bibliografia se encuentran reportados tres polimorfos de la fase
anhidra, denominados Polimorfo anhidro 1,*® Polimorfo anhidro 11,4+ y Polimorfo anhidro
[11,°>Y y la cafeina neutra como monohidrato (denominado cafeina monohidrato).” Este
ultimo contiene un total de 0,8 moléculas de agua por cada una de cafeina, aunque en la
bibliografia actual se sigue refiriendo a este como monohidrato u forma hidratada.

La estructura cristalina de la forma hidratada fue determinada hace mds de 65 afios
por Sutor*? y luego fue confirmada por Edwards en 1997.* Este monohidrato se obtiene
por cristalizacién desde soluciones acuosas, pero pierde rdpidamente sus aguas si se deja
expuesta a un entorno con una humedad relativa porcentual menor al 60% para dar lugar
a la obtenciéon del Polimorfo anhidro Il. Este proceso de deshidratacién fue estudiado
exhaustivamente y se han propuesto dos mecanismos posibles para su desarrollo, que
implican tanto la utilizacién de los canales estructurales como via de escape del solvente,
como la disolucién y re obtencién de manera local de los nucleos de crecimiento cristalino
de la fase anhidra correspondiente.”® En ambos casos el resultado final es la pérdida total
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o parcial de la cristalinidad del material. Esto llevd a que se discutiera por mucho tiempo la
existencia de una fase cristalina para la cafeina anhidra.*

Debido a las dificultades que implica poder obtener una unica forma sélida pura
para este material, el estudio riguroso de sus propiedades fisicoquimicas es muy
desafiante. A modo de ejemplo, la cafeina obtenida comercialmente se transforma por
completo al Polimorfo anhidro | luego de ser calentada hasta 153 °C y esta se mantiene
metaestable luego de ser enfriada, siempre que sea almacenada en condiciones
herméticas. No obstante, se ha reportado que las alteraciones mecanicas sobre este
polimorfo pueden desencadenar la transformacién desde el Polimorfo anhidro | hacia el
Polimorfo anhidro 11.>¢

Se encuentra también reportado en bibliografia un tercer polimorfo para la cafeina
anhidra, denominado Polimorfo anhidro 111,>! pero los datos de su patrén de difracciéon de
rayos X de polvos no estdn disponibles.

Por otro lado, existen también dos polimorfos para el cloruro de cafeinio,
denominados tipo I’ y tipo 11, y el cloruro de cafeinio dihidrato.*”

Respecto a la sintesis, las formas anhidras se obtienen a partir de soluciones
acuosas neutras o bdsicas, mientras que las sales son cristalizadas a partir de soluciones
acidas y en presencia de aniones cloruro. De la misma manera que se describié para los
compuestos anteriores, todos estos los sélidos mencionados derivados de la cafeina
pueden distinguirse y caracterizarse comparando sus patrones de difraccion de rayos X de
polvos (Figura 8).
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Figura 8. Formas sélidas reportadas en bibliografia para la cafeina y sus sales de cloruro.

Teniendo en cuenta la facilidad con la que es posible seleccionar
experimentalmente las formas cristalinas reportadas para la adenina, la guanina y la
cafeina, la similitud que existe entre sus estructuras moleculares, y las diferentes
propiedades supramoleculares y acido-base que presentan, estas sustancias resultan



modelos atractivos para estudiar la relaciéon entre las estructuras cristalinas y las
respuestas mecanicas desarrolladas. Ademds, considerando el rol que tienen todas estas
purinas en el disefio y la fabricaciéon de nuevos materiales bioinspirados para su potencial
aplicacion tecnoldgica, contar con la capacidad de predecir la respuesta mecdnica de sus
formas cristalinas en base a sus estructuras, seria esencial para garantizar un desarrollo
eficaz de estos nuevos materiales. Adicionalmente, la biocompatibilidad intrinseca a estos
bloques de construccién puede otorgar un valor agregado extraordinario al disefio de
nuevos materiales para su aplicacion en tecnologias amigables con el medioambiente.®

En este capitulo se presentan un conjunto de condiciones experimentales
optimizadas para realizar una sintesis reproducible de material cristalino de dicloruro de
adeninio, cloruro de guaninio dihidrato y cafeina monohidrato. Cada uno de estos
materiales presenta una morfologia y una respuesta mecanica caracteristica, la cual es
estudiada en términos de sus redes de energia de interaccién y la anisotropia de forma del
habito cristalino. Para todos estos materiales se estudié su capacidad de actuar como
huéspedes de moléculas exdgenas utilizando como modelo el intercalador de ADN naranja
de acridina. La inclusiéon de forma intracristalina de este colorante en los materiales no
alteré la estructura cristalina de ninguno de ellos de manera apreciable, pero si se vieron
afectadas las propiedades mecanicas y Opticas. Estos resultados proveen una nueva
estrategia para modular las propiedades fisicas de los materiales bioinspirados basados en
purinas, y representan un posible modelo para explicar el desarrollo de materiales
cristalinos hibridos basados en esta familia de moléculas en sistemas vivos como los ya
descritos.
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Resultados y Discusion

Analisis de las estructuras cristalinas reportadas para
adenina, guanina y cafeina

Incidencia de apariciéon de las distintas formas cristalinas

Ma3s alla de la intensa investigacién que se ha desarrollado en torno a estas purinas
en los ultimos afos, si estudiamos la distribucion estadistica de sus formas cristalinas en
las bases de datos cristalogréficas podemos observar la baja incidencia de estructuras
puras (especie neutra anhidra), solvatos y sales simples, en comparacién con la gran
cantidad de co-cristales y compuestos de coordinacion reportados para todas ellas.®™%* A
modo de ejemplo, realizar una busqueda de la estructura de la guanina en la en la base
abierta de datos estructurales cristalograficos (COD)® devuelve 153 resultados diferentes,
mientras que para cafeina arroja 123 resultados y, para adenina, 55. Todos estos son, en su
inmensa mayoria, estructuras de co—cristales con otros ingredientes farmacolégicamente
activos o compuestos de coordinacion.

Para poder realizar una busqueda que permita discriminar entre cada una de las
formas cristalinas reportadas empleamos las funcionalidades de acceso a estructuras de la
base de datos de Cambridge.®® Enfocando la blusqueda en estructuras que Unicamente
contengan las purinas, sus solvatos o las sales de cloruro, y descartando todas aquellas
entradas provenientes de co-cristales o compuestos de coordinacion se obtienen los
siguientes resultados que se presentan en la Figura 9.

Para la adenina podemos encontrar un solo set de datos correspondiente a la
estructura de la adenina anhidra (KOBFUD). No hay reportadas estructuras mono o di
hidratadas de esta especie hasta el momento, pero existe una estructura cristalina
trihidratada neutra, FUSVAQO1. Una busqueda similar sobre las sales de adeninio arroja 4
resultados que contienen datos estructurales del cloruro de adeninio monohidrato
(ADENCHO00-03) y otros 3 que contienen los datos del dicloruro de adeninio
(ADENDHO00-03). En ambos casos todas las entradas se corresponden con re-
determinaciones y actualizaciones de datos estructurales, por lo que sélo se considera una
entrada por estructura.

Para guanina aparecen dos estructuras anhidras (KEMDOW y KEMDOWO01) y una
estructura de guanina monohidrato (GUANMH10). Al estudiar la incidencia de los cloruros
de guaninio, la base de datos cristalografica cuenta con 2 set de datos estructurales que se
corresponden el cloruro de guaninio monohidrato (GUANCH y GUANCHO01), otros 2
asociados al cloruro de guaninio dihidrato (GUANCD y GUANCDO01) y uno solo para la
estructura cristalina del dicloruro de guaninio (GODYUT). Teniendo en cuenta que tanto
GUANCHO01 como GUANCDO01 son datos actualizados de las primeras estructuras
reportadas, quedan Unicamente tres entradas para los cloruros.

Para la cafeina se obtienen 2 set de datos estructurales correspondientes a la
cafeina monohidrato (CAFINE y CAFINEO1) y 4 entradas con datos estructurales de la



cafeina anhidra (NIWFEE01-03). Considerando que CAFINEO1 es una redeterminacion
estructural de CAFINE, y descartando aquellas entradas que no tienen coordenadas
explicitas (NIWFEE y NIWFEEOQ1), solo quedan 3 entradas estructuralmente relevantes
para los compuestos de cafeina neutra. Realizando un andlisis similar con las sales de
cafeinio encontramos que hay Unicamente 3 estructuras reportadas para los cloruros. Dos
polimorfos del cloruro de cafeinio anhidro (XAYGUB y XAYGUBO01) y una sal de cloruro
dihidratada (CAFFCD).

Anhidras _Hidratos Anhi'5’"5'5-\I'Ili‘:lr""msclorurcos A“hidras-ihfiratoscloruros

1 Cloruros

Figura 9. Distribucién estadistica de las distintas estructuras cristalinas de los compuestos de
adenina (rosa), guanina (celeste) y cafeina (verde) reportadas en la base de datos cristalografica
de Cambridge.

Esta baja incidencia porcentual (9,1% para adenina, 3,9% para guanina y 4,9% para
cafeina) de este tipo de formas sélidas en comparacion con las estructuras reportadas para
los co-cristales u otros compuestos de interés farmacolégico ilustra claramente cémo el
estudio de la quimica en solucién y su aplicacién en farmacologia ha postergado el estudio
de estas formas sélidas y su potencial uso para el disefio de nuevos materiales.

Estudio de las propiedades estructurales y mecanicas de las
estructuras cristalinas reportadas

Con el objetivo de obtener informacidén que permita predecir el habito cristalino, lo
cual es necesario para estudiar la anisotropia morfoldgica y de distribucién de energias de
interaccion en un cristal, se utilizaron los datos correspondientes a las estructuras
reportadas en la CCDC. El objetivo principal de este analisis es poder establecer la
naturaleza y la orientacion de las interacciones presentes en cada estructura respecto a las
direcciones de empaquetamiento, y correlacionarla con la morfologia cristalina.

En todos aquellos casos en que las estructuras presentaran alguna incompletitud,
o no tuvieran correctamente identificado la posicién de los hidrégenos, estos fueron
agregados en las posiciones calculadas geométricamente considerando la distancia y
angulo de enlace caracteristica de cada atomo parental y luego optimizadas utilizando un
campo de fuerza universal®’ luego de 500 pasos de optimizacidn, empleando el algoritmo
de descenso pronunciado® con una tolerancia de convergencia de 107°kJ/mol entre los
pasos. Por ultimo, la distancia de enlace de todos los hidrégenos presentes en la estructura
se normalizé de acuerdo con los valores obtenidos por difraccién de neutrones antes de
realizar los cdlculos de redes de energia. La prediccidn del habito cristalino se realizé
empleando el método de Bravais-Friedel-Donnay-Harker (BFDH), el cual se basa en
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utilizar los parametros de red y la simetria estructural para obtener una lista de posibles
caras cristalinas y sus tasas de crecimiento.%®”°

En lineas generales, podemos observar que todas las formas sélidas provenientes
de las moléculas neutras anhidras, o sus hidratos, presentan redes de energia basadas en
interacciones estrictamente atractivas. No se observan interacciones de caracter repulsivo
que estén por encima de los 14kJ/mol. De todos estos compuestos neutros, resultan
particularmente interesantes los casos de la cafeina en sus formas anhidras y monohidrato.

Ambas estructuras presentan redes de interaccion mayoritariamente atractivas
cuyos ejes principales de atraccidn se encuentran alineados al eje mayor de crecimiento
del cristal (Figura 12). Esta alineacién entre el eje principal de interaccién y el eje elongado
del habito cristalino es consistente con el desarrollo de una respuesta mecanica flexible
producto de la anisotropia de forma y de distribucién de interacciones. Si se dobla este
material sobre su eje mayor, esta deformacién se trasladara al eje principal de
interacciones, garantizando una respuesta colectiva y proporcional de todos los bloques
de construccion. Sin embargo, al carecer de fuerzas restitutivas mas alld de la propia
interaccion atractiva, es probable que este material no sea capaz de volver a su estado
original. Esto implicaria que la respuesta flexible probablemente tenga un caracter mas
pldstico que elastico (Figura 3.a).

El resto de los materiales basados en formas anhidras o hidratadas presentan sus
ejes o planos de interaccion principal perpendiculares o alabeados respecto a los ejes
mayoritarios del habito cristalino y, por lo tanto, es probable que no desarrollen una
respuesta flexible debido a la compensacién que se produce entre la resistencia estructural
y la geometria del habito cristalino.



Adenina

Figura 10. Habitos cristalinos predichos por la metodologia BFDH y redes de energia calculadas
para cada forma sélida reportada de la adenina y las sales de cloruro de las especies protonadas.
En cilindros amarillos se representan las interacciones repulsivas y en color azul la suma se las
interacciones atractivas electroestdticas y dispersivas.

Por otro lado, las sales de todas estas sustancias presentan interacciones atractivas
y repulsivas intensas, y comparables entre si. Sin embargo, no todas las estructuras dieron
lugar a una distribucion anisotrépica de estas interacciones, condicién necesaria para
desarrollar una respuesta mecdnica elastica (Figura 3.b).

Por ejemplo, el cloruro de adeninio monohidrato (Figura 10) mostré una red de
interacciones electroestaticas repulsivas muy isotrépica y con aportes en todas las
direcciones. Algo similar sucede con la sal de cloruro monohidrato y el dicloruro de
guaninio, y con todas las sales de la cafeina. En todos estos casos, sin importar la
anisotropia morfoldgica del habito cristalino, es poco probable que estos materiales
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desarrollen una respuesta flexible frente a la deformacién debido a la gran isotropia de sus
redes de interaccion. Si la desarrollaran, esta seria Unicamente producto de su anisotropia
de forma y seria mucho menos intensa que aquella cuyo origen es estructural.

Anhidro B

Figura 11. Habitos cristalinos predichos por la metodologia BFDH y redes de energia calculadas
para cada forma sélida reportada de la guanina y las sales de cloruro de las especies protonadas.
En cilindros amarillos se representan las interacciones repulsivas y en color azul la suma se las
interacciones atractivas electroestaticas y dispersivas.

Para el cloruro de guaninio dihidrato, la red de interacciones repulsivas y atractivas
se dispone en forma de capas cuya orientacidn es perpendicular al eje mayor del habito
cristalino (Figura 11). Esta distribucion si es consistente con la formacién de planos de
interaccion atractiva intensa, capaces de actuar como regiones de respuesta colectiva. Por
el contrario, el dicloruro de guaninio agrega un cloro mas a la estructura, lo cual no
solamente incrementa la densidad de interacciones atractivas y repulsivas en el sistema,
sino que, ademas, debido a la necesidad de alojar una particula mds con carga negativa,



distribuye de manera mas homogénea estas interacciones y aumenta la isotropia de la red
de energia.

Cafeina
Polimorfo 2
(anhidro)

Figura 12. Habitos cristalinos predichos por la metodologia BFDH y redes de energia calculadas
para cada forma sélida reportada de la cafeina y las sales de cloruro de sus especies protonadas.
En cilindros amarillos se representan las interacciones repulsivas y en color azul la suma se las
interacciones atractivas electroestaticas y dispersivas.

Como se discutié en la introduccion, si pensamos todas estas estructuras en
términos de regiones de respuesta colectiva y zonas de amortiguacidn, estas ultimas se
pueden entender estructuralmente como “pequefios resortes” adheridos a bloques sélidos
que representan las regiones de respuesta colectiva. Estos resortes permiten absorber y
distribuir homogéneamente por toda la estructura la fuerza aplicada (Figura 13).

De manera andloga a lo planteado en la introducciéon pero para sistemas
estrictamente organicos, el autor Desiraju emplea el término “zona buffer” para hacer
referencia a regiones de la estructura cristalina que son capaces de actuar absorbiendo la
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deformacion generada al aplicar una fuerza sobre el cristal a través de la ruptura y
regeneracion de interacciones débiles.”! Sin embargo, este modelo propone como
condicién necesaria la existencia de arreglos moleculares apilados conformando planos
con una estructura en zigzag, para dar lugar a un “encastre” entre planos que permite
desarrollar una resistencia al arrastre similar a lo que sucede con el rozamiento entre dos
sélidos en contacto directo. Esta interpenetracién entre bloques apilados actiia como
fuerza restitutiva y permite desarrollar la respuesta elastica en estos materiales.”*

Figura 13. Esquema de representacion de las redes de energia en términos de planos y resortes
para las estructuras de guanina anhidra polimorfo B (a), cloruro de guaninio dihidrato (b) y
dicloruro de guaninio (c). En cilindros amarillos se representan las interacciones repulsivas y en
color azul la suma se las interacciones atractivas electroestaticas y dispersivas.

Entender estas estructuras en términos de “resortes” y “bloques rigidos” es una
gran ayuda para ilustrar lo que sucede al agregar un ion cloruro mas en el dicloruro de
guaninio, en comparacion con la red en capas del cloruro monohidrato. Esta ultima puede
pensarse como una serie de “tablones sostenidos sobre resortes”. Al aplicar una fuerza
perpendicular al eje de los resortes, algunos de estos se estirardn y otros se comprimiran,
generando una fuerza opuesta a la deformacién que busca restituir la posicidn de equilibrio
(Figura 3.b). Por lo tanto, podemos entender a este como un sistema “amortiguado” frente
a las deformaciones y esperar que presente una repuesta elastica.



Si, por el contrario, se adicionan “resortes” posicionados perpendicularmente a los
bloques rigidos, el sistema pasara a comportarse como una especie de cubo sostenido por
todas sus caras. Si la constante de elasticidad de estos resortes es similar entre si, estos
distribuirdn la fuerza aplicada sobre toda la estructura y generardn una red isotrépica de
fuerzas restitutivas. Esto deviene en un comportamiento colectivo global equivalente al
de cualquier red isotrépica (Figura 3.c). El exceso de zonas de amortiguacion resulta ser
contraproducente para el desarrollo de una respuesta mecdnica flexible. Un ejemplo de
este tipo de estructuras “super-amortiguadas” se puede observar para el caso del dicloruro
de adeninio.

Por ultimo, el caso de los sistemas anhidros e hidratos, los cuales no presentan
interacciones repulsivas, pueden entenderse como una especie de sistemas “sub-
amortiguados”, donde la Unica fuerza que se opone a la deformacién es la interaccion
atractiva entre dipolos o, en un caso extremo, la repulsién a la interpenetracién de las
propias nubes electrénicas atémicas (Figura 3.a).

Con el fin de corroborar si este analisis de correlacidon entre la estructura, el habito
cristalino y la respuesta mecdnica es observable experimentalmente, se sintetizé el
dicloruro de adeninio, el cloruro de guaninio dihidrato y el monohidrato de la cafeina. Estas
tres estructuras fueron elegidas como representativas de los sistemas “super—

» «

amortiguados”, “amortiguados” y “sub-amortiguados” (Figura 14).

Dicloruro de adeninio Cloruro de guaninio dihidrato Cafeina monohidrato

NH, cl” o cl

- o)
H+ Hzo H+ /
HN N SN N
H,N N N Ho o N N'h0

- 2
c |
Ejemplo de sistema Ejemplo de sistema Ejemplo de sistema
super-amortiguado sub-amortiguado

Figura 14. Esquema de los sistemas cristalinos que serdn utilizados a lo largo de este capitulo.

Materiales basados en adenina, guanina y cafeina

Sintesis y caracterizaciéon estructural

Todas las sintesis llevadas a cabo para la obtenciéon de estos tres materiales se
basaron en protocolos reportados previamente y se encuentran detallados en el apartado
experimental. La identidad de las fases cristalinas obtenidas en cada caso se corroboré por
comparacién de los difractogramas de rayos X de polvos contra los correspondientes
patrones simulados a partir de las estructuras cristalinas determinadas por DRX de
monocristal reportadas. En los casos en que no fue posible obtener la estructura cristalina
por DRX de monocristal se emplearon datos bibliograficos de DRX de polvos publicados
(Figura 13). Cuando fue posible, se llevaron a cabo estudios de DRX de monocristal sobre
los materiales obtenidos.
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En el caso de los derivados de adenina, debido a que no fue posible obtener material
cristalino del tamafio y la calidad necesario para realizar experimentos de difraccién de
rayos X de monocristal, los andlisis estructurales se realizaron utilizando las estructuras
reportadas en la base de datos. Tanto para el cloruro de guaninio dihidrato como para la
cafeina monohidrato se obtuvo material monocristalino apto para realizar experimentos
de resolucién estructural por difraccién de rayos X (Figura 15). Sin embargo, debido a la
velocidad de secado, y el subsecuente deterioro de los cristales de la cafeina monohidrato,
la adquisicién de un set de datos completos a partir de este material fue muy desafiante y
solo fue posible realizarlo empleando las facilidades del laboratorio de luz sincrotrén en la
linea MANACA de Sirius.
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Figura 15. Difractogramas de rayos X de los materiales policristalinos obtenidos para el dicloruro
de adeninio (rosa), cloruro de guaninio dihidrato (celeste) y cafeina monohidrato (verde), y los
materiales hibridos obtenidos a partir de las correspondientes purinas con la intercalacién de
naranja de acridina (naranja). En todos los casos se informa el difractograma calculado a partir de
la estructura resuelta por difraccion de rayos X de monocristal.

Estudiando en detalle las estructuras cristalinas resultas por difraccion de rayos X
de cristal Unico de estos materiales podemos observar que, para el cloruro de guaninio
dihidrato, puede definirse una entidad supramolecular minima compuesta por un par de

Capitulo VI

Materiales hibridos bioinspirados basados en purinas

371



iones guaninio interactuando a través de puentes de hidrégeno. Ademdas de las
interacciones entre los cationes, estos interactian también con las aguas y los iones
cloruros. Estos dimeros se posicionan tridimensionalmente para dar lugar a formacién de
un agregado con aspecto de cinta ondulada, similar a los planos en zig-zag descriptos por
Desiraju al estudiar los arreglos estructurales necesarios para desarrollar una respuesta
elastica.

Si observamos el empaquetamiento a través del plano bc podemos notar como
estas cintas se alinean en paralelo para dar lugar a la formacién de un arreglo molecular
con el aspecto de un plano corrugado. Este plano se corresponde con la region de
comportamiento colectivo descripta en la Figura 13.b. El apilamiento de estos planos
corrugados da lugar a la formacion de la red tridimensional (Figura 16).

e ?‘»Z*’ »Ai*‘-'

Apilamiento tridimensional

Figura 16. Detalle de la estructura cristalina del cloruro de guaninio dihidrato.



Al realizar un andlisis similar sobre las estructuras de la cafeina monohidrato y el
dicloruro de adeninio podemos observar que estas carecen de un sintén supramolecular
dimérico como el observado para el cloruro de guaninio dihidrato. No obstante, ambas
estructuras si presentan los arreglos supramoleculares extendidos bidimensionalmente en
forma de planos, como los que se observaron en la sal de guanina (Figura 17). En estos
casos los planos también se apilan para dar lugar a la formacién de la red tridimensional.

Un andlisis detallado de la estructura de la cafeina monohidrato permite observar
la presencia de los tuneles ocupados por el agua descriptos en bibliografia. Estos espacios
estan propuestos como una de las vias de escape del agua estructural y se sugiere que son
uno de los motivos por lo que este material es tan susceptible a la deshidrataciéon. Esta
caracteristica no solamente limita las condiciones experimentales en que los experimentos
vinculados a esta fase pueden ser llevados a cabo, sino que impone una clara restriccién en
el nimero de aplicaciones que pueden desarrollarse para este material.
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Figura 17. Detalle de la estructura cristalina de cafeina monohidrato (izquierda) y el dicloruro de
adeninio (derecha). En esta imagen para la sal de adenina se muestra un bloque de construccién
representativo elegido arbitrariamente y no el contenido de la unidad asimétrica completa.

El hecho de que las tres estructuras cristalinas sean tan similares estructuralmente,
y que todas puedan ser descriptas en términos de arreglos bidimensionales extendidos y
apilados, ilustra de manera clara que un andlisis basado Unicamente en el aspecto
topoldgico de los bloques de construccidén supramolecular puede no ser suficiente para
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entender la respuesta mecénica de un sistema material. Esta observacién proviene del
andlisis que se llevd a cabo en el apartado anterior, en el que los resultados de los cdlculos
de las redes de energia y la prediccidn de la morfologia de cada cristal permitié clasificar a
cada uno de los sdélidos propuestos para ser estudiados en tres categorias distintas en
relacién con la respuesta mecanica esperada. Estos ejemplos ilustran la necesidad de
complementar el andlisis descriptivo del empaquetamiento con herramientas que
describan la calidad y distribucién de las energias de interaccién en la estructura, asi como
la morfologia de su habito cristalino.

Por ultimo, es importante notar que estos materiales ilustran de manera clara las
restricciones que enfrenta el modelo de Desiraju al ser extendido mas alla de los sistemas
analizados para su desarrollo. En su modelo, el autor destaca que es esencial observar dos
caracteristicas estructurales particulares para garantizar el desarrollo de una respuesta
mecdnica eldstica en cristales orgdnicos flexibles: la existencia de regiones de
amortiguacién capaces de romper y regenerar facilmente interacciones intermoleculares
que faciliten el reacomodamiento de los bloques de construccion, y un ordenamiento de
estos bloques en términos de planos corrugados apilados que actiie a modo de “juntas de
bisagras” para inhibir el deslizamiento entre planos y evite que se desarrolle una respuesta
plastica frente a la deformacion.” Cabe aclarar que el autor establece este modelo a partir
de un andlisis cualitativo, empleando datos experimentales estructurales y de respuesta
mecdnica y del empaquetamiento cristalino de una serie de cristales neutros. Ademas,
muchos de ellos corresponden a sistemas mixtos como son los co-cristales. Por lo tanto,
es esperable que el modelo extraido de este set de observaciones no sea extrapolable a
sistemas que no presenten caracteristicas similares.

Las dos caracteristicas establecidas por el modelo de Desiraju estan presentes en
la estructura cristalina de la cafeina monohidrato (Figura 17), lo cual implica que este
material deberia de desarrollar una respuesta elastica frente a la deformacién. Al mismo
tiempo, basados en el rol que cumple el arreglo en planos corrugados en la inhibicion del
deslizamiento entre planos, deberiamos de esperar que el dicloruro de adeninio presente
una respuesta estrictamente plastica, en tanto su estructura se compone de un
apilamiento de planos sin ningln tipo de entrelazamiento o traba estructural entre si.
Estos dos resultados son antagoénicos a los esperados segtin el modelo de “amortiguacién”
introducido en este trabajo, el cual indica que seria esperable una respuesta rigida para el
material propuesto como super-amortiguado (el dicloruro de adeninio) y plastica, para el
sub-amortiguado (la cafeina monohidrato).

En el préximo apartado se discuten las propiedades mecdnicas observadas para
estos tres materiales, lo cual permitira contrastar ambos modelos.

Estudio de propiedades mecdanicas

Los ensayos de respuesta mecanica se realizaron sobre cristales Uinicos empleando
un dispositivo disefiado en el laboratorio, el cual consiste en dos puntos de anclaje y una
apertura adaptada al tamafio medio de los monocristales estudiados para cada sustancia.
La fuerza de deformacién se aplic6 empleando una aguja de acupuntura con la punta
adaptada, y la elasticidad se midié empleando la metodologia del médulo elastico de Young



para barras rectangulares (ver seccion Experimental para mas detalles de la metodologia 'y
ecuaciones empleadas). Previamente, la cristalinidad de cada particula se verifico
ensayando su birrefringencia empleando un sistema de polarizadores cruzados (Figura 18).

Figura 18. Ensayos de respuesta mecdnica sobre cristalitos de dicloruro de adeninio (arriba en
recuadros rosas), cloruro de guaninio dihidrato (medio en recuadros azules) y cafeina monohidrato
(abajo en recuadros verdes).

Al estudiar las morfologias de los cristales obtenidos podemos observar que estas
se corresponden en gran medida con lo predicho por el andlisis BFDH (Figura 10 para
adenina y sus sales, Figura 11 para guanina y sus sales, Figura 12 para cafeina y sus sales).

Para el caso de los cristales de dicloruro de adeninio se obtuvieron valores de largo
y ancho promedio de 424,5 x 47,5 ym, lo que da un factor de forma de 8,95. Para el caso de
los cristales de cloruro de guaninio dihidrato, el valor de largo y ancho promedio fue de
1722,5 x 55,1 um, con un factor de forma de 31,2. Por ultimo, para el caso de los cristales
de cafeina poder determinar un valor preciso de largo y ancho fue particularmente
desafiante debido a que su forma elongada y angosta que, junto con su flexibilidad, facilita
mucho el apilamiento entre las particulas. Aun asi, se pudo determinar un largo y ancho
medio de 1470,7 x 18,3 um, lo que establece un factor de forma de 80,5.

El hecho de que el dicloruro de adeninio presente el menor de los tres factores de
forma se corresponde con la morfologia mucho mas regular y apreciablemente isotrépica
predicha por el analisis BFDH (Figura 10). Al mismo tiempo, factores de forma grandes
para el cloruro de guaninio dihidrato y para la cafeina monohidrato también son
consistentes con las morfologias alargas y anisotrépicas predichas (Figura 11 y Figura 12).
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Es importante aclarar que la metodologia BFDH, al ser meramente tedrica, es incapaz de
tener en cuenta la multiplicidad de fendmenos experimentales que pueden alterar el
habito cristalino a medida que se desarrolla. Por este motivo el andlisis comparativo se
realiza en términos de factores de forma y anisotropias morfoldgicas, y no tanto en virtud
del aspecto geométrico o valores absolutos de aristas.

Finalmente, se observa que la respuesta mecdnica de estos materiales se
corresponde con lo predicho por el andlisis de las redes de energia de sus estructuras
cristalinas y el modelo de “amortiguacién”, y no por lo esperado en base al modelo de
planos corrugados de Desiraju.”*

Mientras que el dicloruro de adeninio se comporta como un material duro y
quebradizo frente a la flexién, tanto el cloruro de guaninio dihidrato como la cafeina
monohidrato desarrollaron una respuesta flexible. Sin embargo, ambos materiales
presentaron una clara diferencia respecto a la capacidad de revertir la deformacidn sufrida.
Se observa claramente que, mientras que el cloruro de guaninio dihidrato presenté una
respuesta elastica, la cafeina monohidrato fue incapaz de revertir la deformacién, dando
lugar a una respuesta plastica. En particular, la respuesta elastica del cloruro de guaninio
dihidrato pudo ser caracterizada con una mejor estadistica, y se obtuvo un valor de
elasticidad porcentual promedio de 1,05 %. Finalmente, se demuestra experimentalmente
lo predicho por el modelo propuesto, estos tres tipos de respuesta mecanica diferente se
corresponden con lo esperado para sistemas super—-amortiguados (duros y quebradizos,
Figura 13.c), amortiguados (elasticos, Figura 13.b) y sub—amortiguados (plasticos, Figura
13.a).

Sintesis de materiales hibridos bioinspirados

Herramientas para la prediccién de la capacidad de albergar
moléculas exdgenas emparentadas estructuralmente

La respuesta mecdnica que presentaron los sistemas estudiados los vuelve muy
atractivos para el disefio de nuevos materiales. El caracter cristalino de un material suele
ser una propiedad muy preciada debido a que implica usualmente contar con una pureza
muy alta. Pero, generalmente, el uso de materiales cristalinos se encuentra postergado a
los materiales policristalinos debido a que las particulas de mayor tamafio suelen muy
dificiles de obtener y su respuesta mecanica es muy pobre. Generalmente son fragiles y
quebradizas, o extremadamente duras. Por este motivo es que el desarrollo de una
respuesta flexible sin pérdida de cristalinidad es un valor agregado muy preciado en un
material. Adicionalmente, si a esta respuesta mecanica adaptativa pudiéramos incluirle
alguna propiedad 6ptica de interés, el sistema pasaria a tener una enorme relevancia en el
disefio de materiales 6pticos con aplicacidén en diversos campos.

Como se mencioné anteriormente, en un trabajo realizado por nuestro grupo en
colaboracién se evidencio la presencia de una especie exdgena (la melanina) intercalada
estructuralmente en los cristales de guanina monohidrato sintetizados por algunas
bacterias.** A modo de prueba de concepto, y con el fin de emular la sintesis del material
biogénico, en el laboratorio se sintetizaron cristales de cloruro de guaninio dihidrato que
contenian melanina incorporada de forma intracristalina. Los estudios cristalograficos



confirmaron, tanto en el material biogénico como en el sintetizado en el laboratorio, que
la melanina se encontraba alojada dentro de la estructura y no adsorbida superficialmente.
No obstante, la presencia del dopante no alteré apreciablemente la estructura cristalina de
ninguno de los dos materiales.

El rol fundamental que la evolucién le ha asignado a los materiales basados en
guanina para desarrollar la coloracién estructural en los seres vivos hace que estudiar la
capacidad que tienen estos para alojar moléculas exdgenas, también denominadas
intercaladores o huéspedes, con diversas propiedades dpticas se vuelva particularmente
relevante. Entender el rol de estos sistemas cristalinos como anfitriones de diversas
moléculas estructuralmente emparentadas se vuelve esencial cuando las propiedades
foténicas no parecen ser suficientes para justificar la coloraciéon observada en ciertos
organismos superiores, como sucede en el caso de la iridiscencia del gecko Pachydactylus
rangei.”®

Como se describid en la introduccidn, recientemente se han estudiado varios casos
de materiales biogénicos de guanina generados en reticulos donde se alojan otras purinas,
como la hipoxantina.** Sin embargo, seglin nuestro conocimiento, a la fecha se han
reportado Unicamente tres estudios de materiales cristalinos hibridos bioinspirados
basados en guanina que presentan la inclusién intracristalina de otras especies. Uno de
ellos es el trabajo de Guo y colaboradores, publicado en 2023, en el que muestran que
cristales de guanina anhidra  pueden doparse con el colorante Nile red (NR) e
isotiocianato de fluoresceina (FITC).”? Los otros trabajos fueron realizados por nuestro
grupo, el ya mencionado® y otro recientemente publicado, el cual es parte del presente
capitulo.®

Figura 19. Materiales sélidos obtenidos a partir de guanina empleando diversos agentes dopantes:
(a) Polimorfo B (anhidro) de la guanina dopado con Nile Red (violeta) e isoticianato de
fluoresceina (amarillo), (b) Cloruro de guaninio dihidrato sin dopar, (c) Cloruro de guaninio
dihidrato con melanina intercalada, (d) Cloruro de guaninio dihidrato con naranja de acridina
intercalada, (e) cristales biogénicos de guanina monohidrato sintetizados por la bacteria A.
salmonicida subespecie pectinolytica cepa 34melT, (f) Polimorfo B (anhidro) de la guanina con
melanina intercalada y (g) Polimorfo a (anhidro) de la guanina con melanina intercalada. La
imagen del panel (a) fue adaptada del trabajo de Gur y colaboradores.”
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Para que un proceso de intercalacién como los reportados se puedan llevar a
cabo,®***’? es imprescindible que se cumplan ciertas condiciones que garanticen la
“intercambiabilidad” entre distintas especies.

Por un lado, es necesario que haya cierto grado de parentesco estructural entre el
intercalador y la molécula a reemplazar. La morfologia estructural, en términos de regiones
de planaridad, zonas estéricamente impedidas, tamafo, y nimero y orientaciéon de los
principales grupos funcionales encargados de la interaccidn con los otros bloques de lared,
deberian ser similares en ambas estructuras.

Por otro lado, la estructura en la que el compuesto exégeno se va a intercalar tiene
que ser capaz de tolerar la distorsidn producida por el intercambio. Sistemas
extremadamente rigidos, como es el caso de las estructuras super-amortiguadas, no seran
capaces de ceder para dar lugar a la inclusion de moléculas huésped, salvo que estas
presenten una gran similitud volumétrica y morfoldgica. Al contrario, aquellas estructuras
que no cuenten con zonas de amortiguaciéon y donde no haya ningin componente
estructural capaz de desarrollar una fuerza que se oponga a la distorsién de la red, seran
susceptibles a tolerar potenciales intercambios.

Para testear la capacidad de alojar moléculas exdgenas en las formas cristalinas de
adenina, guanina y cafeina sintetizadas se empleé el colorante naranja de acridina (NA)
como especie huésped modelo. Este colorante es utilizado frecuentemente como sonda
para estudiar los fendmenos de intercalacién en la doble hebra de ADN debido a su
morfologia plana, su complementariedad supramolecular con las bases nitrogenadas y su
capacidad de adquirir carga positiva, lo cual le permite interactuar atractivamente con el
esqueleto fosfatado.”*’* Adicionalmente, este colorante presenta la capacidad de
fluorescer Unicamente cuando se encuentra intercalado, lo que permite utilizarlo como
una sonda de inclusion intracristalina.”

Para sintetizar los sélidos con el colorante intercalado se realizaron cambios a los
protocolos de sintesis previamente reportados para cada una de ellas (ver seccidn
Experimental). En los tres casos se pudo obtener material cristalino cuya morfologia era
idéntica a la del material sin colorante, pero cuyo color naranja evidenciaba la presencia de
naranja de acridina en la estructura. La caracterizacién estructural por difraccion de rayos
X de polvos mostré que los compuestos con y sin coloracién eran isoestructurales tanto
entre si, como con la estructura resuelta por los experimentos de cristal Unico mediante la
comparacién con los correspondientes patrones simulados. Por lo tanto, se pudo verificar
que los sélidos intercalados no mostraron alteraciones en la estructura general, ni en la
cristalinidad del material resultante (Figura 15).

Para cada uno de los materiales hibridos sintetizados se cuantificé la cantidad de
naranja de acridina retenida por unidad de purina en la estructura mediante espectroscopia
de absorcién UV-Vis. Esto se llevé a cabo construyendo una curva de calibracion de
naranja de acridina en solucién acuosa acida y midiendo la absorbancia de cantidades
conocidas de muestra disueltas en soluciones acuosas de 4cido clorhidrico. Este ensayo
permitié estimar la proporcion de moléculas/iones de purina respecto a las
moléculas/iones de naranja de acridina en cada material, obteniéndose valores de 3.000
cafeinas por cada 1 moléculas de naranja de acridina, 5.400 guaninios cada 1 molécula de



naranja de acridina y 23.000 adeninios cada 1 molécula de naranja de acridina. El estado de
ionizaciéon de cada especie se establece por el resultado obtenido mediante DRX de
monocristal (ver Figura 16 y Figura 17). Efectivamente, como predijo el modelo de
sistemas “amortiguados”, el dicloruro de adeninio fue mucho menos tolerante a lainclusiéon
de moléculas exdgenas que los sistemas amortiguados (cloruro de guaninio dihidrato) y
sub—-amortiguados (cafeina monohidrato).

Para estudiar la capacidad de la naranja de acridina de ocupar un lugar en la red
cristalina de cada una de estas formas sélidas, se realizd un célculo de optimizacion
geométrica empleando la teoria del funcional de la densidad sobre ensambles
supramoleculares compuestos por tres iones o moléculas de purina, segiin corresponda, y
por agregados construidos por dos moléculas o iones de purinay una de naranja de acridina
intercalada. En todos los casos, las posiciones y orientaciones iniciales se construyeron
empleando los datos que presentan estas especies en su estructura cristalina determinada
por DRX de monocristal. La naranja de acridina se ubicé de forma tal de reemplazar la
molécula/ion de purina central de su posicion estructural, respetando la orientacion de sus
zonas de carga y la coplanaridad entre las regiones aromaticas de todas las
moléculas/iones que conformar el arreglo. La comparacién directa de las distancias y
posiciones relativas de los bloques de construccién de estos ensambles optimizados
respecto a sus porciones equivalentes en las estructuras cristalinas podria dar una idea de
la factibilidad de que un ion de colorante reemplace una molécula o ion de la estructura
cristalina sin generar alteraciones apreciables en la misma.

En todos los casos las estructuras de partida se construyeron empleando al
colorante en su estado protonado debido a que esta serd la especie mayoritaria presente
en las soluciones empleadas durante la sintesis (pK, de la naranja de acridina=10,4,”° pH de
la soluciéon empleada =-0.3). El estado de carga de la naranja de acridina en diversas
condiciones experimentales es un fendmeno ampliamente estudiado en la literatura,
debido a que la capacidad de adquirir el estado catidnico atlin en condiciones fisiolégicas es
una de las principales fuerzas impulsoras de su interaccion con el ADN.””’® Por lo tanto,
estd demostrado que este colorante tiene la particularidad de establecer cationes en
soluciones de solventes préticos, aun a pH basico, los cuales se estabilizan parcialmente a
través de la formacién de dimeros.” Estos dimeros se han observado tanto en sélido como
en solucién,®® a pesar de que ambos componentes del ensamble se encuentran en estado
catidnico. La adquisicion de un estado de carga neta y la formacién de dimeros
supramoleculares en solucion®! genera cambios en los espectros de absorcidn y emision de
luz y puede evidenciarse experimentalmente estudiando la presencia de bandas de
absorcion a 492nm para el mondémero protonado, y un hombro a 465nm para el dimero
dicatidénico, y bandas de emision a 532nm para el monémero protonado y 650nm para el
dimero dicatidnico en agua acida.”® Las bandas de absorcion y emision del cloruro de
guaninio dihidrato dopado con naranja de acridina en estado sélido muestran bandas muy
cercanas alos valores reportados (14,s=475nm, hombro. A4,s=520nm, banda. Ag,;,,;=548nm,
banda. Ag,,;=582nm, hombro, Figura 20), especialmente si se considera el efecto que puede
llegar a tener la matriz sélida en ambos espectros.
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Figura 20. Espectro de absorcién y emision de luz (Ag,.=405nm) en estado sélido del cloruro de
guaninio dihidrato intercalado con naranja de acridina.

Aunque la caracterizacién espectroscépica de la naranja de acridina en los otros
dos materiales hibridos se esta llevando a cabo actualmente, en vista de los resultados
presentados y los datos reportados en bibliografia consideramos que la naranja de acridina
se encontrard protonada en todas estas especies. En aquellos dos casos en que la naranja
de acridina no presenta el mismo estado de carga que los iones o moléculas que reemplaza
en la estructura, esta sera considerada como un dopante, tanto del tipo p como del tipo n,
que produce una alteracion tolerable en la distribucion de cargas en el sistema. No
obstante, el estudio de la factibilidad de la intercalacién de un agente con una carga neta
distinta a la esperada en una red de interacciones electroestdticas es considerado en los
calculos de optimizacion geométrica y ocupa una parte central de la discusiéon que se
expone a continuacién.

Todos los calculos convergieron a un minimo local de energia el cual fue
corroborado por la ausencia de frecuencias negativas de vibracion molecular en sus
espectros infrarrojos. En todos los casos se observd que el agregado supramolecular
conformado por las purinas y la naranja de acridina respete orientacién coplanar propuesta
en la estructura de partida, aunque se vieran alteradas levemente las orientaciones
rotacionales.

Comparando la distancia entre los bloques de construccidén apilados en las
estructuras cristalinas y su contraparte en el agregado supramolecular optimizado,
encontramos que, en todos los casos, el agregado de la especie exdgena disminuye la
distancia entre los planos moleculares. Esta compresién puede estar relacionada con la
presencia de nuevas interacciones intermoleculares que podrian implicar una mejora del
empaquetamiento.

Calculando la variacién porcentual entre el valor de la distancia interplanar en la
estructura cristalina, obtenido experimentalmente, y la determinada para los ensambles
intercalados optimizados computacionalmente, podemos ver que la mayor compresion se
genera para la cafeina monohidrato (-4,53%), seguido por el dicloruro de adeninio (-2,60%)



y el cloruro de guaninio dihidrato (-1,46%). Este resultado, aunque puede parecer
inicialmente “anti intuitivo” si se piensa Unicamente en la repulsidn electroestatica sufrida
por las especies cargadas, resulta ser andlogo a lo que sucede para los homodimeros de
naranja de acridina y los heterodimeros formados con otras acridinas en solucién.”” Como
predice el modelo de sistemas amortiguados, el material menos amortiguado de todos
coincide con ser el mas susceptible a un cambio estructural, lo cual deja en evidencia el rol
fundamental que cumplen las zonas de amortiguacién para compensar las alteraciones
estructurales.

Sin embargo, mas alld de que esta tendencia condice con lo planteado en la
hipétesis de este trabajo, es esencial considerar que esta compresién podria provenir
también de la ausencia de los contraiones en el cédlculo de optimizacion geométrica. La
presencia de estas entidades cargadas en la cercania de los ensambles alteraria la red de
interacciones atractivas y repulsivas y daria lugar a que se encuentren distintas posiciones
de equilibrio en todos estos agregados. El hecho de querer representar un sélido periédico
y extendido empleando una porcién finita del espacio es una de las principales limitaciones
a la hora de emplear este tipo de modelos.

——— _‘5—-.-_-2.:*_*. i
= 2 | ! 2 1d=6,758 A
d=6,544 A1 + 3272A  g-gas3hi 13267A 3379 A |
= 'y | -~ —
. i === | e -= ~
1 1
1 1 —- —
1 -_Q —
qﬁ: _:-:Iﬂ- o
E— — - .._f =
d=6,374 Al 1 3,090 A 3239!\:_T 3260 A ::s’— y
=b, 1 ’ 1 ’ —
M ___.L=:1I=-;:;6, - _S_W'E d= 6,452 A
: B —=
-t
Ad = —-2,60% Ad = —1,46% Ad = —4,53%

Figura 21. Distancia interplanar determinada para las distintas especies de purinas en el dicloruro
de adeninio (rosa), el cloruro de guaninio dihidrato (celeste) y la cafeina monohidrato (verde) y
para sus correspondientes agregados en los cuales la especie central fue reemplazada por un ion
de naranja de acridina. Debajo de cada grupo se presenta la diferencia porcentual para el cambio
de la distancia interplanar observada.

Para estudiar con mayor detalle este fendmeno de contraccién a pesar de la
repulsion electroestatica es necesario investigar cdmo se distribuyen las cargas en cada
una de estas especies. Esto permitird conocer si existe una complementariedad en la
heterogeneidad con que se distribuye la densidad de carga entre especies aledafias. Al
estudiar las superficies de energia potencial calculadas para cada una de las especies
individuales en cada agregado supramolecular podemos observar que, en todos los casos,
el colorante parece orientarse de forma tal de alinear sus regiones positivas y negativas
con las de las purinas que las rodean, casi simulando el rol que hubiera tenido una molécula
de purina en la misma locacién estructural (Figura 22).
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Figura 22. Superficies de energia potencial calculadas para las moléculas/iones individuales de las
distintas purinas y la naranja de acridina en los ensambles supramoleculares optimizados por DFT.
De izquierda a derecha: Adenina, Guanina y Cafeina.

Este resultado es consistente con el hecho de que la naranja de acridina esté
reemplazando la posiciéon estructural de una purina en la estructura cristalina, lo cual
requiere que la molécula entrante no solamente ocupe una orientacioén espacial especifica,
sino también que “imite” de la mejor manera posible la distribucién de cargas en la
estructura. Este arreglo de planos aromaticos apilados con las densidades de carga positiva
y negativa alternadas es una caracteristica tipicamente asociada al dimero tipo H que suele
desarrollar la naranja de acridina.®> La especie exdgena no solamente parece estar
acomodandose a la estructura para simular la unidad reemplazada, sino que, ademas,
adquiere un tipo de arreglo molecular que la favorece y le permite interactuar muy
eficazmente con su entorno. Este comportamiento sinérgico entre la matriz y huésped
podria estar compensando la repulsién electroestatica y actuando como una de las
potenciales fuerzas impulsoras del fenédmeno de intercalacién.

Esta capacidad de poder intercambiar particulas protonadas por neutras sin alterar
apreciablemente su estructura cristalina es una prueba mas de la capacidad de adaptarse
a las distorsiones estructurales que presentan este tipo de materiales. Sin embargo, es
importante considerar que la relacién estequiométrica de la especie dopante es muy baja,
lo cual es consistente también con el grado tan pequefio de alteracion estructural
observado.

Como prueba de concepto del impacto que tienen las interacciones del intercalante
en la estructura cristalina y, consecuentemente, en las propiedades dpticas y mecanicas
del sistema resultante, se sintetizaron una serie de materiales hibridos basados en cloruro
de guaninio dihidrato empleando distintas cantidades de naranja de acridina en las
soluciones de partida (ver seccion Experimental y Figura 23). Empleando la cuantificacién
por espectrofotometria discutida anteriormente se determind una relacidon
matriz:dopante que varia desde las 2400 a 10300 unidades de guaninio por cada una de
naranja de acridina en el sélido. Estas cantidades se corresponden con porcentajes en
moles de colorante 0,0097%, 0,014%, 0,018%, 0,026% y 0,041%.



Figura 23. Material cristalino sintetizado empleando distintas cantidades de naranja de acridina en
las soluciones de partida. De izquierda a derecha, los materiales presentan un porcentaje en moles
de colorante de 0,0097%, 0,014%, 0,018%, 0,026% y 0,041%.

Estudio de las propiedades mecanicas de los materiales hibridos

La disminucién en la distancia interplanar observada en el modelo construido a
partir de los agregados supramoleculares empleado para los calculos de optimizacién por
DFT sugiere que podria existir un posible impacto en las propiedades mecdnicas de estos
materiales al agregar el intercalador. Un acercamiento de todos los bloques de
construccién en la estructura podria afectar de manera directa y generalizada a todas las
fuerzas de interaccion presentes en el sistema, tanto las atractivas como las repulsivas.
Esto podria dar como resultado un aumento general de la dureza de este tipo de materiales.
Para el caso particular de los materiales eldsticos, como el cloruro de guaninio dihidrato,
un aumento de la dureza implicaria exacerbar su respuesta eldstica, debido a que se veria
aumentada la magnitud de las fuerzas reconstitutivas.

El modelo propuesto puede verificarse experimentalmente al realizar las
determinaciones del valor de elasticidad porcentual del material obtenido para las
muestras de cloruro de guaninio dihidrato con diferente cantidad de colorante intercalado.
Como se muestra en la Figura 24, se obtiene una dependencia lineal entre el valor de
elasticidad porcentual y la cantidad de colorante intercalado, con valores que van desde
1,15% a 1,50%. Como era esperado, todos ellos se encuentran por encima de la elasticidad
porcentual determinada inicialmente para la muestra control sin dopar, que fue de 1,05%.
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Figura 24. Elasticidad porcentual determinada en funcién del contenido de colorante para
muestras de cloruro de guaninio dihidrato.
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En vistas de este resultado, realizamos estudios de determinacién estructural por
DRX de monocristal de estos materiales, con el objetivo de identificar una consecuencia
experimental directa del impacto de la cantidad de naranja de acridina intercalada. Para
eso, se estudid la variacion de los parametros de celda de cada una de estas muestras
empleando experimentos de resolucién estructural de cristal Unico medidos a baja
temperatura realizados en las facilidades de la linea de luz MANACA del LNLS-Sirius, en
Brasil. En la Tabla 12 se informan los valores determinados experimentalmente para los
parametros de celda de los materiales de cloruro de guaninio dihidrato sintetizados con
distinto porcentaje de dopaje y la diferencia calculada entre estos parametros y los
determinados para el control sin dopaje medido en las mismas condiciones.

Tabla 12. Valores de pardmetros de celda determinados para los materiales de cloruro de guaninio
dihidrato con distinto porcentaje de dopaje.

Contenido de NA o
(%, ,10°2) a (A) b (A) C (A) B

0 4,817(4) 13,282(4) 14,624(4) 94,310(4)

0,97 4,841(13) 13,234(3) 14,613(2) 94,164(15)
Cambios respecto al

control 0,024(31) -0,048(14) -0,011(12) -0,146(18)

1,4 4,832(3) 13,256(5) 14,613(3) 94,208(14)
Cambios respecto al

control 0,015(14) -0,026(18) -0,011(14) -0,102(33)

1,8 4,847(14) 13,226(3) 14,613(13) 94,157(16)
Cambios respecto al

control 0,030(33) -0,056(14) -0,011(31) -0,153(36)

Cambios respecto al
control 0,032(12) -0,070(12) -0,010(39) -0,210(14)

Cambios respecto al
control 0,022(30) -0,049(37) -0,005(14) -0,129(25)

Si analizamos de forma independiente cada uno de los pardmetros de celda en
funciéon de la concentracién de colorante intercalado en la estructura, no es posible
encontrar una tendencia clara. Ninguno de los tres pardmetros de longitud parece variar
de manera mondtona con la concentracién de naranja de acridina. Sin embargo, al
comparar cada uno de los experimentos respecto al control se puede observar una
tendencia clara. Para todos los experimentos, sin importar la concentracién de naranja de
acridina presente en el material, podemos observar una disminucién en los pardmetros by
¢y un aumento en el pardmetro a.

Esta distribucidon asimétrica en la distorsién de los parametros de celda podria estar
indicando un incremento en la anisotropia de distribucién de interacciones. El hecho de
que los tres pardmetros no se alteren proporcionalmente es un claro indicador de que la
presencia del colorante estd distorsionando la estructura de una manera particular, y
sugiere que la naranja de acridina se encuentra localizada estructuralmente en posiciones
especificas. Si la locacién del colorante fuera totalmente aleatoria, la totalidad de las
distorsiones deberia de acumularse y dar lugar a un aumento generalizado de los



parametros, considerando que en todos los casos el volumen del intercalante es siempre
mayor que el del ion de guaninio que reemplaza. Sin embargo, esto no sucede, y se verifica
una compresién sistematica en el plano cristalografico bc, plano que se construye a través
de la disposicidon diagonal de guaninios y a través del cual podrian maximizarse las
interacciones de apilamiento aromatico (Figura 25 y Figura 16).

Es importante resaltar que esta compresidon en el plano bc¢, en complementariedad
con la extensidn del eje cristalografico a, es consistente que un aumento apreciable en la
flexibilidad de estos materiales. Podemos entender este fenémeno empleando las
herramientas conceptuales discutidas en la introduccién. Una compresién en el plano bc
podria asociarse a un aumento en la atraccién entre los bloques que constituyen el plano
de respuesta colectiva (Figura 13.b, bloques celestes). Por otro lado, una elongacién del eje
a implicaria una disminucién en la intensidad de la fuerza restitutiva (Figura 13, magnitud
representada por los resortes amarillos), lo que permite alcanzar flexiones mayores frente
a una fuerza de igual magnitud.
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Figura 25. (Arriba) Indexado de las caras de los cristales medidos de cloruro de guaninio dihidrato

y cafeina monohidrato. (Abajo) Simulacién de los habitos cristalinos empleando la teoria BFDH y

representacién de la estructura cristalina en su interior. Se detallan las caras principales para cada
habito.

Realizando la misma comparacién entre las dos muestras de cafeina monohidrato
sintetizadas (la muestra sin dopar y la muestra con 0,033 %mol de dopante) se obtienen
resultados equivalentes, aunque con una diferencia notablemente menor entre ambos
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materiales respecto a los observados para el cloruro de guaninio monohidrato (Tabla 13).
En este caso, la compresion se observa en el plano ac, el cual corresponde al plano que se
orienta de forma perpendicular al apilamiento de las purinas. Una contraccién en este
plano indica una disminucién en la distancia media de apilamiento de estas especies. Al
mismo tiempo, se observa también una elongacién en el eje cristalogréfico b, el cual se
encuentra orientado de forma longitudinal al apilamiento (Figura 25). La elongacion
observada en ese eje es consistente con el alejamiento lateral de las purinas en la
estructura cristalina.

Tabla 13. Valores de parametros de celda determinados para los materiales de cafeina
monohidrato con distinto porcentaje de dopaje.

Contenido de NA (%,

109 a®  bA <) B

0 3,903(6) 16,636(10) 14,665(14) 97,66(4)

Cambios respectoal 4018y 0,002(14) -0,016(20)  -0,02(6)

control

De forma equivalente a lo observado para los materiales basados en guanina, es

probable que esta alteracién estructural propicie un aumento en la respuesta flexible

plastica de este material. Sin embargo, una caracterizacion detallada de las propiedades

mecdanicas que permita verificar esta hipotesis es parte de las perspectivas a corto plazo
que se desprenden de este trabajo de tesis.

Estudio de las propiedades épticas en los materiales hibridos

Para estudiar la naturaleza de la interaccion entre la naranja de acridina y el entorno
cristalino se determind el tiempo de decaimiento de fluorescencia del colorante en el
dicloruro de adenina y el cloruro de guanina dihidrato. La caracterizacidén espectroscépica
tanto de la matriz de cafeina monohidrato como del colorante intercalado en su interior se
estd llevando a cabo actualmente debido a las limitaciones experimentales que impone la
velocidad de su secado en condiciones ambientales.

Empleando la misma metodologia se obtuvo el tiempo de decaimiento de la sonda
en la solucidén acuosa acida que se utilizé para la sintesis de los materiales (ver los detalles
en la seccién experimental). Adicionalmente, se determindé el tiempo de vida de
fluorescencia de las matrices sin intercalador para poder sustraer cualquier aporte espurio
a los datos propios del colorante (para el cloruro de guaninio dihidrato: 2.45+0.04ns; para
la cafeina monohidrato y para el dicloruro de adeninio se estan llevando a cabo las
determinaciones actualmente). Los perfiles de decaimiento fueron parametrizados
utilizando funciones monoexponenciales para todos los casos, salvo para la muestra de
dicloruro de adeninio para la cual se tuvo que utilizar una funcién biexponencial. Esto se
debe, principalmente, a que el contenido de sonda fluorescente presente en este material
es extremadamente bajo, lo que resulta en que sea muy dificil separar esta emisién de la
generada por la matriz cristalina (Figura 26).



Al comparar los tiempos de decaimiento calculados para la naranja de acridina en
estos dos materiales y en la solucién acuosa acida podemos observar que estos aumentan
en todos los casos (NA en solucién: 1,78 + 0,03ns; NA en A: 3,09 *+ 0,09ns; NA en G:
2,72+0,02ns). Este resultado es consistente tanto con la pérdida de vias de decaimiento no
radiativos debido a la rigidez que impone la red cristalina, como con la formacién de un
ensamble supramolecular estable que altera la distribucidén electrénica en la especie y
estabiliza los estados de energia excitados. Este aumento apreciable del tiempo de
decaimiento permite descartar que la interaccién entre el material y el colorante haya sido
producto de una mera adhesién superficial y confirma la naturaleza intracristalina de su
incorporacion. Como referencia, al intercalarse en la doble hebra de ADN, la naranja de
acridina adquiere un tiempo de fluorescencia de 4,7 a 5,33ns.”>#

El hecho de que el tiempo de decaimiento aumente respecto de aquel determinado
para la solucién acuosa acida, pero aun asi sea menor que el determinado para el fenémeno
de intercalacién en la doble hebra de ADN podria estar indicando las diferencias en las
propiedades supramoleculares entre estos dos tipos de huéspedes. Particularmente, el
hecho de que el tiempo de decaimiento no alcance el valor reportado para la intercalaciéon
en ADN es consistente con la formacién de agregados supramoleculares muy estables,
como los observados en los resultados de optimizaciéon estructural por DFT, que facilitan
los procesos de transferencia de carga que disipan energia de modos no radiativos.®

La relacion entre la estabilidad del agregado supramolecular formado y el tiempo
de decaimiento observado se ilustra claramente al estudiar el caso del dicloruro de
adeninio. Este material presentd valores de tiempo de decaimiento de fluorescencia de la
naranja de acridina mayores a los determinados para el cloruro de guaninio dihidrato.
Consistentemente, también presentd un valor de compresién estructural mayor. Ambos
hechos parecen estar indicando la presencia de un agregado supramolecular muy estable
entre la sonda y los iones de purina de la red cristalina.
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Figura 26. Perfiles de decaimiento de la fluorescencia de la naranja de acridina en solucién acuosa
acida (naranja), e intercalada en dicloruro de adeninio (rosa), cloruro de guaninio dihidrato
(celeste). En linea continua se representan las funciones de parametrizacion empleadas.
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Gracias a que los materiales biogénicos basados en guanina presentan un indice de
refraccion elevado (n > 1,83),* estos pueden alcanzar facilmente la condicion de reflexion
total interna requerida para actuar como guias de onda. Aunque este valor de indice de
refraccion estd reportado para las fases anhidras, podemos esperar valores de indice de
refraccion mayores al del aire para materiales densos y transparentes como son los
cristales Unicos de cloruro de guaninio dihidrato.

Debido a la cristalinidad, el tamafo y la excelente respuesta eldstica presentada por
el material hibrido cloruro de guaninio dihidrato intercalado con naranja de acridina se
decidié estudiar su capacidad de actuar como guia de ondas, tanto en reposo como
flexionado. Para cuantificar el desempefio como guia de onda de este material, y el impacto
de las deformaciones mecdnicas, se determinaron los coeficientes de pérdida éptica (OLCs
por sus siglas en inglés) para un cristal Unico relajado y doblado empleando un laser
continuo de excitacion de 532nm.

Con el fin de garantizar que la luz observada en los extremos del cristal sea
Unicamente aquella proveniente de la fluorescencia y no corresponda a luz espuria del haz
incidente este se hizo incidir de forma perpendicular al eje principal del cristal y enfocado.
Bajo estas condiciones, una fraccion de la luz emitida por fluorescencia se acopla a la guia
de ondas y emerge en los extremos del material. La fraccién de la luz que es guiada y
emitida puede ser cuantificada calculando la relacién entre la luz determinada en la regién
de irradiacion y la luz emitida en los extremos del material (f;).%

A pesar de la pureza de la muestra estudiada, los defectos presentes en el material
cristalino pueden actuar como dispersores de Rayleigh, generando que parte de la luz
propagada escape de este antes de alcanzar la punta. Al mismo tiempo, los efectos de
absorcién pueden contribuir a la atenuacién sufrida por la luz guiada. Por lo tanto, la
fraccién de luz guiada decae exponencialmente con la distancia entre el extremo del
material de donde se colecta la luz y la posicidn en donde este es iluminado. Esta relacién
se puede modelar empleando una funcién de decaimiento monoexponencial como se
presenta en la Ecuacién 30:

Ecuacién 30
fG — e—a.Al

Empleando un modelo exponencial para ajustar los datos de f; en funcidén de la
distancia podemos obtener un valor para el coeficiente lineal de atenuacién a en unidades

de um™1, el cual puede relacionarse con el coeficiente de pérdida 6ptica a través de la
Ecuacién 31:
Ecuacion 31
OLC = 10l () = 10.
=7 09Ue) =7353

Para el material con la mayor cantidad de dopante (0,041% de NA) se obtuvo un
coeficiente de perdida éptica de 0,0122 dB/um. Al realizar la misma determinacion sobre
un cristal flexionado se obtuvo un valor similar, de 0,0125 dB /um.
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Figura 27. Arriba: Fotografias tomadas durante la determinacién de f; en cristales de cloruro de
guaninio dihidrato dopado con 0,041% de naranja de acridina, relajado (izquierda) y doblado
(derecha). Abajo: Datos obtenidos para la determinacién de f; en funcién de la distancia. En

puntos negros se representan los datos determinados experimentalmente y en linea roja continta
el modelo monoexponencial empleado para la determinacién del coeficiente de atenuacién lineal.

Este resultado muestra que la propagacion de la luz guiada en este material no
parece verse afectada por la flexiéon, aunque pueden observarse pérdidas menores que
podrian estar relacionadas con la deformaciéon mecanica.®* A modo de comparacién, el OLC
determinado para un cristal de cloruro de guaninio dihidrato sin dopar es de 0,0195 dB /um.
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Figura 28. Datos obtenidos para la determinacién de f; en funcién de la distancia para un cristal
de cloruro de guaninio dihidrato. En puntos negros se representan los datos determinados
experimentalmente y en linea roja continua el modelo monoexponencial empleado para la

determinacion del coeficiente de atenuacién lineal.

El hecho de que las pérdidas épticas sean menores para el material dopado es
consistente con la diferencia en la longitud de onda de la luz guiada en cada caso. La
longitud de onda de la luz emitida por la fluorescencia de la naranja de acridina se
encuentra corrida casi 58nm hacia el rojo respecto a la luz emitida por el cloruro de
guaninio dihidrato sin dopar (Figura 29).

58
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Figura 29. Espectros de emisidn de fluorescencia normalizados para el cloruro de guaninio
dihidrato (celeste, Aex=405nm) y el material dopado con naranja de acridina (naranja, Aex=532nm)

Por lo tanto, podemos esperar que la luz que es emitida y guiada en los cristales sin
dopar se disperse con mayor intensidad debido a la dispersidon Rayleigh, ya que este
fendmeno escala con la cuarta potencia de la frecuencia de la luz guiada. La relacién entre



las pérdidas épticas para el material dopado y el material sin dopar deberia ser proporcional
a la division entre las frecuencias de emision, a la cuarta (Ecuacion 32):

Ecuacién 32
oLC¢ <v,€,ax>

—\, N4

OLCNA Vi

Si consideramos Unicamente las frecuencias en las que se produce el maximo de
emisién de luz para estos dos materiales (489,00nm para el cloruro de guaninio dihidrato y
547,33nm para el material dopado), utilizando la Ecuacién 32 obtenemos una proporcién
esperada entre los OLC de 0,63. Este valor es consistente con la relacién obtenida para los
OLCs determinados experimentalmente, que es de 0,625. En vistas de estos resultados

podemos concluir que, en estos materiales, las pérdidas dpticas de luz estdn dominadas
principalmente por la dispersién y no por fenémenos de absorcidn.

4

Para estudiar el impacto que tienen los fenédmenos de absorcién en la propiedad de
guiar la luz de estos materiales se decidio realizar un experimento similar, pero iluminando
la muestra sobre uno de los extremos con el haz del |aser orientado de forma paralela al
eje principal del cristal.

En estas condiciones se pudo observar como la intensidad de fluorescencia
disminuye gradualmente a lo largo del cristal. Esto es consistente con una atenuacién de
la luz de excitacion debido a la absorcién generada por las moléculas del dopante (Figura
30, arriba). Esta atenuacidn de la luz detectada a lo largo del cristal sigue una tendencia
monoexponencial acorde a lo esperado por la Ley de Lambert-Beer (Figura 30, abajo).
Utilizando una funcién monoexponencial para modelar esta atenuacién en el cristal sin
flexionar se extrajo un coeficiente de absorcion de €s3;nm=~2424 M~*cm™. Este valor es
menor al calculado experimentalmente para la naranja de acridina en solucién acuosa acida
excitada a la misma longitud de onda, que es de €s3,,m=~6756 M~*cm™. La diferencia puede
atribuirse, al menos parcialmente, al ambiente supramolecular establecido por la matriz
cristalina alrededor del colorante. Considerando que la probabilidad de absorcién de un
fotén depende del angulo relativo entre el dipolo de transicion molecular y el campo
eléctrico de excitacién, lainmovilizacién de la naranja de acridina en la estructura cristalina
generara que algunas moléculas puedan no quedar alineadas de manera eficaz respecto al
haz incidente. Esto daria lugar a una disminucién en la poblacién de moléculas capaces de
absorber luz vy, por lo tanto, un valor de absortividad por mol menor al determinado para
una muestra que puede adquirir cualquier orientacién posible.
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Figura 30. Fenémeno de propagacién de onda en un cristal de cloruro de guaninio dihidrato
intercalado con naranja de acridina, relajado (a) y flexionado (b). (c) Intensidad de emisién
normalizada medida a lo largo del cristal. Debido a las restricciones del ambito dindmico lineal de
la cdmara empleada para tomar la fotografia, la porcién de los pixeles asociados a la primera mitad
del cristal estaba saturada y no fueron tomados en cuenta para la cuantificacion. Los valores de
emisién fueron normalizados respecto a la intensidad medida en el punto de aplicaciéon de la
deformacién mecanica.

Debido a la respuesta plastica presentada por los cristales de cafeina monohidrato
y su probada capacidad para albergar este mismo colorante, resulta interesante poder
realizar una determinacion similar sobre este material. Sin embargo, la baja estabilidad de
los cristales en condiciones atmosféricas debido a la deshidratacién imposibilitéd Ila
realizacién de estos experimentos. No obstante, no se descarta la posibilidad de realizar
ensayos de este estilo en el futuro empleando un contenedor de muestra adaptado a las
condiciones de humedad controlada requeridas.



Conclusiones y perspectivas

Durante este capitulo de tesis se present6 la caracterizacién estructural completa
de tres nuevos materiales hibridos basados en sales o hidratos de purinas de interés
biolégico y tecnoldgico; el dicloruro de adeninio, el cloruro de guaninio dihidrato y la
cafeina monohidrato, intercalados con el colorante naranja de acridina. Tanto su respuesta
mecdnica como algunas de sus propiedades épticas fueron estudiadas, y un modelo que
relaciona la estructura cristalina, las interacciones supramoleculares, y la respuesta
mecdanica pudo ser propuesto empleando datos experimentales y cdlculos de estructura
electrénica empleando DFT.

Para todas las estructuras cristalinas estudiadas en este capitulo, tanto las
sintetizadas durante este trabajo de tesis como las reportadas en bibliografia, se pudo
desarrollar un modelo de respuesta mecanica basado en la existencia de zonas de
amortiguacion, las cuales son generadas debido a la distribucién anisotrépica de sus
interacciones intermoleculares, y la compensaciéon parcial que se produce entre las
interacciones atractivas y repulsivas en cada una de las dimensiones del cristal. Este
modelo sienta las bases para el disefio racional de nuevos bloques de construcciéon que
permitan desarrollar materiales cristalinos flexibles, tanto eldsticos como plasticos,
basados en sales. Esto resultado es particularmente interesante si se tiene en
consideracion que sélo existen hasta ahora dos casos reportados de este tipo de materiales
en bibliografia, y uno de ellos es el presentado en esta tesis para el cloruro de guaninio
dihidrato. Poder sintetizar estos materiales bajo condiciones controladas en un laboratorio
resulta extremadamente relevante para empezar a pensar en futuras aplicaciones
tecnolégicas. Adicionalmente, contar con la presencia de aniones y cationes diversifica
notoriamente las posibilidades a la hora de disefiar sintones supramoleculares, y permite
explorar nuevas combinaciones de propiedades que no podrian ser alcanzadas empleando
Unicamente solvatos o co-cristales.

El proceso de intercalacidn del colorante pudo ser realizado sin que se observen
grandes cambios en el empaquetamiento cristalino de estos materiales respecto a sus
estructuras cristalinas puras. Las propiedades mecanicas caracteristicas de cada material
(dureza, o flexibilidad eldstica o plastica, seglin corresponda) no solamente se conservaron
luego de la intercalacién si no que, ademads, en los casos en que pudieron determinarse
analiticamente, se vieron intensificadas. El ejemplo del cloruro de guaninio dihidrato ilustra
este efecto, el cual vio alterada su elasticidad porcentual relativa de 1,06% para el material
puro hasta un maximo de 1,5% para el material intercalado.

El analisis cristalografico, en complementariedad con lo observado empleando
modelos computacionales, sugiere que este incremento puede ser consecuencia de un
aumento en la interaccidn entre el colorante y la matriz de purinas respecto a la propia
interacciéon purina-purina. Este aumento en la afinidad de interaccién se evidencia
experimentalmente al comparar el tiempo de decaimiento de fluorescencia y la
absortividad molar de la naranja de acridina en estos materiales respecto a la molécula en
solucién acuosa acida.
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Por ultimo, se pudo testear la capacidad de actuar como guias de ondas de los
materiales hibridos basados en sales de guanina y naranja de acridina, y se estudié su
comportamiento tanto en estado relajado como bajo estrés mecanico, obteniéndose
resultados muy prometedores para su potencial aplicacién para el desarrollo de
dispositivos tecnolégicos. Los resultados presentados en este capitulo de tesis revelaron
que ambos materiales estudiados, el cloruro de guaninio dihidrato con y sin dopaje, gracias
a su alta calidad cristalina, su gran tamafio y excelente respuesta mecanica pueden actuar
como guias de onda de manera muy eficaz, ain bajo condiciones de flexién. Ambos
materiales presentaron valores de coeficiente de pérdida éptica de 19,5 dB/mm y 12,2
dB/mm, respectivamente. Es importante destacar que se pudo atribuir la diferencia
observada entre estos dos coeficientes de pérdida éptica al impacto que tiene la dispersion
por efecto Rayleigh al cambiar la longitud de onda de la luz guiada a través del material.

Estos resultados ofrecen informacidn valiosa que puede utilizarse para estudiar los
biomateriales basados en guaninas que se han encontrado recientemente en especies
como geckos, arafas, peces, y otros seres vivos, para los cuales se observé una coloracion
estructural asignada a la naturaleza fotdénica de sus arreglos cristalinos. La capacidad de
intercalar croméforos fue propuesta previamente en otros estudios, pero sin sugerir ni
identificar de forma precisa la identidad quimica de estas potenciales moléculas exégenas.
La intercalacién de naranja de acridina en las distintas redes de purinas presentadas en
este trabajo ilustra de manera clara y concisa la capacidad de estos materiales y, en
especifico, de aquellos basados en guanina, de albergar en su interior moléculas
Opticamente activas sin alterar de forma apreciable su estructura.

Dado el aparente rol funcional que la evolucién parece haberle asignado a los
materiales basados en guanina, es previsible un considerable aumento del interés en su
estudio. Principalmente en aquellos de origen bioldgico, los cuales sirven de inspiracién
para el disefio y la fabricacién de nuevos sistemas con propiedades similares. Los
resultados presentados en este capitulo permiten remarcar no solamente las capacidades
que tienen estas purinas de actuar como plataformas para disefar nuevos materiales
hibridos bioinspirados que pueden ser adaptados eligiendo el intercalador, sino que,
ademads, abre la puerta a la posibilidad de pensar nuevos materiales basados en otras
moléculas emparentadas estructuralmente.



Experimental

Consideraciones generales

Todos los reactivos y solventes utilizados para la sintesis de las distintas formas
cristalinas fueron obtenidos comercialmente y utilizados sin acondicionamientos o
purificaciones previas. Todos los materiales basados en purinas se sintetizaron adaptando
procedimientos reportados en la bibliografia para las formas sélidas de la guanina, la
adenina, y la cafeina.>”®’

Instrumentacion

Los espectros UV-vis fueron medidos empleando un espectrémetro Hewlett-
Packard 8453 de arreglo de diodos y cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 y 2 mm,
disponible en el laboratorio. Se utilizaron ldmparas de deuterio (30 W) y wolframio (50 W).
Las microscopias Opticas de luz polarizada se realizaron utilizando un microscopio triocular
Nikon SMZ-745T con un sistema de iluminacién Nikon Ni-150. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa MicrometricsTM SE Premium para las
mediciones y el programa ImageJ? para el andlisis.

Caracterizacion por difraccion de rayos X de polvos

Las medidas de pDRX fueron realizadas en un difractémetro PANalytical
Empyrean equipado con un tubo de rayos X con radiacién Cu Ka de 4-kW (K-
Alphal=1,541 A, K-Alpha2=1,544 A, generador de potencia regulada: 60 kV y 100 mA),
filtro beta de niquel y un detector de area PIXcel3D que emplea una geometria de haz
paralelo (rendijas adaptadas segun cada determinacién, mascara incidente 15mm). Las
muestras fueron medidas sobre un portamuestra de silicio monocristalino. Para todos los
experimentos de pDRX los datos fueron medidos en un intervalo 2 theta de 4° a 50° con
barrido continuo, velocidad de barrido de 200 s por paso y con 0,026° por paso.

Medidas de difraccion de rayos X de cristal dnico

Los datos cristalograficos fueron colectados a 100K empleando las facilidades de
la linea de luz MANACA en el Laboratorio de Luz Sincrotrén brasilero Sirius, empleando
un detector PILATUS2M (Dectris) y un haz monocromatico de rayos X de A=0,670185 A.
Los datos fueron adquiridos en modo rotante usando una técnica de escaneo del angulo w
con un valor maximo de 20max = 60°. Esto se realizé empleando el software de coleccién
de datos MXCuBE.®’ Debido a que la linea de luz MANACA esta especialmente disefiada
para cristalografia de macromoléculas se debid utilizar una cabeza goniométrica mini-
kappa para colectar multiples sets de datos a distinto angulo sobre la misma muestra y
evitar la falta de completitud a angulos distantes.” La reduccién y posterior unién de los
sets de datos se realizd empleando el software XDS* utilizando el protocolo
MANACAutoproc.”? Los efectos de absorcién de la radiacion fueron considerados y
corregidos empleando el método empirico implementados en el software XDS.

Las estructuras fueron resueltas utilizando el programa Olex2?* con la metodologia
ShelXL* y refinadas utilizando el programa ShelXL. Los atomos distintos de hidrégeno
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fueron refinados anisotrépicamente. Los atomos de hidrogeno fueron incluidos, en su
mayoria, en la posicidén calculada geométricamente sobre segun el tipo de enlace formado
y se les asignd un parametro término extrapolado del calculado para su atomo parental.
Los atomos de hidrégeno unidos al agua fueron localizados en los mapas de Fourier de
cada estructura, y se les asignd una posicién relativa fija con un pardmetro de
desplazamiento isotrépico.

Las estructuras resueltas se encuentran subidas a la base de datos cristalogréfica
de Cambridge (CCDC) y pueden encontrar bajo los cédigos: 2320856 para el cloruro de
guaninio dihidrato dopado con 0,0410%mol de naranja de acridina, 2320857 para el dopado
con 0,0260%mol, 2320858 para el dopado con 0,0180%mol, 2320859 para el dopado con
0,0140%mol, 2320860 para el dopado con 0,0097%mol, 2320861 para el cloruro de guaninio
dihidrato sin dopar, 2331945 para la cafeina monohidrato dopada con 0,033%mol vy
2331944 para la cafeina monohidrato sin dopar.

Los datos de indexacidn de las caras de los cristales de cloruro de guaninio dihidrato
y cafeina monohidrato se realizaron empleando los datos cristalograficos colectados a
temperatura ambiente en el difractémetro Oxford Diffraction Gemini E con radiacién Mo
Ka (A = 0,71 A) y Cu Ka (A = 1,54 A) con un monocromador de grafito, disponible en el
INQUIMAE (FCEN-UBA). El software empleado para realizar la indexacién fue el CrysAllis
PRO de la empresa Agilent.”

Cdlculos de redes de energia

Las redes de energia fueron calculadas utilizando el programa CrystalExplorer®
con el paquete de quimica computacional Gaussian09. Para realizar el cdlculo se tuvieron
en cuenta todas las moléculas completas contenidas total o parcialmente en una esfera de
radio 3,80 A alrededor de la molécula estudiada. En funcional y las bases utilizadas fueron
especialmente utilizadas para el célculo de redes de energia y provienen de la
parametrizacion del funcional y las bases CE-B3LYP/6-31G(d,p). Todas las figuras fueron
representadas para todas aquellas energias mayores a 13kJ/mol.

Metodologia computacional

Los calculos de estructura electrénica empleando la teoria del funcional de Ila
densidad (DFT) fueron realizados utilizando el programa ORCA.?” El funcional utilizado
fue BP86 en conjunto con un set de bases de Ahlrichs def2-SVP y una triple correccién de
dispersion (DFT-D3). En todos los casos se empled la aproximacion por resolucién de la
identidad. Los calculos de SCF fueron del tipo de spin polarizado y se utilizé un criterio de
convergencia de 1078 Eh en energia y 5.10”7 como elemento maximo de error tolerable en
el vector de DIIS. En todos los casos la grilla de integracidon final fue elevada a 6 para
garantizar la precision de los valores obtenidos.

Microscopia confocal

Las imagenes de fluorescencia de los cristales fueron obtenidas empleando un
portamuestra de escaneo disefiado en el laboratorio, un laser continuo de 532nm o pulsado
de diodo de 515nm (500ps de ancho a media altura). Tanto la excitacion como la coleccion
de la emisidn se llevé a cabo empleando el mismo objetivo de microscopio Olympus 60X
de inmersion en agua con una apertura numérica de 1.2. La fluorescencia fue separa de la



excitacién empleando un espejo dicroico 550DCXR de la empresa Chroma Technologies.
La fluorescencia luego fue enfocada a través de un 397afein de 100umy filtrada empleando
un filtro notch de 532nm. La coleccién se llevé a cabo empleando dos detectores de conteo
fotonico por avalancha de 50um luego de que el haz fuera dividido con un separador de luz
polarizada. La coleccién de datos y el andlisis se realizé empleando un programa disefiado
en el laboratorio.”®

Sintesis de los materiales cristalinos

Cloruro de Guaninio Dihidrato: 20 mg de guanina comercial anhidra se
suspendieron en 500pL de agua. Esta suspensidn se acidificé agregando 200uL de HCI ©
y se calentd hasta disolucién total del sélido. La solucién resultante se dejé enfriar a
temperatura ambiente y luego de aproximadamente 20 minutos se observé la aparicién de
un precipitado cristalino agujiforme. ElI material resultante fue separado por
centrifugacion, purificado realizando lavados con agua destilada y secado al vacio. Luego
de cada sintesis la pureza cristalografica fue confirmada por difraccién de rayos X de polvos
de todo el material sintetizado.

Para la obtencién del material intercalado con naranja de acridina se reemplazaron
los 500pL de agua de la suspension inicial por distintas cantidades de una solucién acuosa
acida de naranja de acridina 0,2 mg/mL (100uL para 0.0097%, 200uL para 0.014%, 300uL
para 0.018%, 400uL para 0.026%, y 500uL para 0.041%). Todas estas suspensiones fueron
llevadas hasta un volumen final de 500uL con la cantidad necesaria de agua destilada,
acidificadas mediante el agregado de 200uL de HCI © y calentados de la misma manera
que se informd anteriormente. La solucidén color naranja resultante se dejé enfriar hasta
aparicion de un sdlido cristalino agujiforme de color caracteristico. El aislamiento, la
purificacion y el secado del material se realiza igual a lo informado para el material sin
intercalar.

Dicloruro de Adeninio: 25 mg de adenina comercial se suspendieron en 164pL de
agua. Esta suspension se acidificé agregando 336uL de HCl © y se calent6 hasta disolucién
total de todo el sélido. La solucién resultante se dejé enfriar a temperatura ambiente y
luego de una hora se observo la aparicion de un precipitado cristalino con forma de prisma.
El material resultante fue separado por centrifugacién, purificado realizando lavados con
agua destilada y secado al vacio. Luego de cada sintesis la pureza cristalografica fue
confirmada por difracciéon de rayos X de polvos de todo el material sintetizado. Para la
obtencién del material intercalado con naranja de acridina se reemplazan los 164pL de
agua de la suspensién inicial por 164pL de una solucién acuosa acida de naranja de acridina
0,2 mg/mL. El resto del protocolo se realizé de manera equivalente a lo informado para la
fase sin intercalador.

Cafeina Monohidrato: 29,1 mg de cafeina comercial se suspendieron en 985uL de
agua. Esta suspension acidificd agregando 15pL de HCI © y se calenté hasta disolucién
total del sélido. La solucién resultante se dejé enfriar en heladera y luego de
aproximadamente 20 minutos se observd la aparicion de un precipitado cristalino
agujiforme. El material resultante fue separado por centrifugacion, purificado realizando
lavados con agua destilada y secado al vacio. Luego de cada sintesis la pureza
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cristalografica fue confirmada por difraccién de rayos X de polvos de todo el material
sintetizado. Para la obtencién del material intercalado con naranja de acridina se
reemplazaron los 985uL de agua de la suspensidn inicial por 985uL de una solucién acuosa
acida de naranja de acridina 0,2 mg/mL. El resto del protocolo se realiza de manera
equivalente a lo informado para la fase sin intercalar.

Medidas de la propiedad de guiado de ondas

Las determinaciones de la propiedad de guia de ondas fueron realizadas sobre
cristales Unicos seleccionados segun su tamafo y calidad cristalina. Estos fueron
iluminados en direccién perpendicular al eje mayor del cristal empleando un laser continuo
de 532nm. El haz colimado, de 6 mm de didmetro, fue estrechamente enfocado hasta
alcanzar un didmetro de aproximadamente 2um empleando para ello un objetivo de
microscopio Leica HI Plan 10X con una apertura numérica de 0,25. La potencia del laser
fue ajustada empleando filtros de densidad éptica previamente calibrados. Las fotografias
de las muestras iluminadas fueron tomadas utilizando una cdmara monocromatica CM3-
U3-31S4M-CS 1/1.8” Chameleon®3 montada sobre un microscopio Nikon C-POL
1004029, empleando una magnificacion de 4X o 5X, segln correspondiera para el tamano
de muestra. El tiempo de exposicion, la ganancia de la cdmaray la potencia del laser fueron
optimizadas para cada muestra en vistas de evitar que hubiera saturacién de cualquiera de
los pixeles en toda la imagen.

Medidas de elasticidad

La elasticidad se determind a través de una prueba de doblado por flexion
empleando una configuracién de tres puntos (Figura 31). Los experimentos se llevaron a
cabo utilizando un holder disefiado en el laboratorio, el cual permitié aplicar una fuerza de
deformacidn sobre el centro de un cristal con una aguja metdlica adaptada adherida a la
punta de un tornillo micrométrico. Un microscopio éptico con luz polarizada equipado con
una camara digital fue utilizado para registrar el proceso de doblado de los cristales. La
elasticidad porcentual fue calculada empleando la ecuacién de Euler-Bernoulli (Ecuacién
33) considerando Unicamente el efecto de la flexion.

Ecuacion 33. Ecuacién de Euler-Bernoulli
(%) = %* 100

El pardmetro “y” refiere a la distancia entre el plano que se estudia y el plano que
se mantiene frente a la flexion, y “R” es el radio de curvatura de este plano neutral. Para
todos los calculos se considerd que los cristales tienen una seccién de corte rectangular lo
cual nos permitid utilizar el plano central del cristal como plano invariante. Esta suposicion
se verificd experimentalmente por microscopias de los cristales individuales. Al tener
seccidn rectangular podemos asumir que las regiones que sufren la mayor tensién de
compresion y elongacidn son las que se corresponden con los planos mas cercanos y mas
lejanos al centro de curvatura, respectivamente. El espesor del cristal durante la flexion se
calcula empleando la Ecuacién 34.



Ecuaciéon 34

t/2
(%) = %* 100

Para calcular R se realiza la construcciéon geométrica que se muestra en la Figura
31 y la Ecuacidon 35. En el esquema, L se refiere a la longitud de separacion y /imqy al

desplazamiento maximo. Para todas las mediciones realizadas se tomé como referencia el
plano neutral de los cristales.

Figura 31. Esquema de la construccion geométrica utilizada para calcular los pardmetros de
flexion.

Ecuacién 35

L2

hrznax + T
thax
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Informacion suplementaria del
capitulo VI

Tablas cristalograficas

Debido a la condicién hizo estructural de todas las muestras de cloruro de guaninio
dihidrato estudiadas y considerando que todos los experimentos de difraccién de rayos X
de monocristal se realizaron de forma consecutiva para las seis muestras empleando la
misma linea de luz y las mismas condiciones experimentales, las tablas de datos
cristalograficos y refinamiento estructural se informan lUnicamente para el cloruro de
guaninio dihidrato y dos muestras dopadas. De manera andloga, la tabla de distancias de
puente de hidrégeno se informa Unicamente para las muestras sin dopar y el maximo
contenido de dopante intercalado con el fin de ilustrar las similitudes entre las redes
supramoleculares desarrolladas por ambas.

Datos cristalogrdficos y de refinamiento estructural para los materiales

basados en guanina

Férmula empirica

Cloruro de guaninio
dihidrato

CsH10CINsOs

Cloruro de guaninio
dihidrato dopado
con 0,0097%mol de
naranja de acridina

CsH10CINsOs

Cloruro de guaninio
dihidrato dopado
con 0,0410%mol de
naranja de acridina

CsH10CINsOs

Peso molecular 223,63 223,63 223,63
Temperatura/K 100(1) 100(1) 100Q1)
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2i/c P2i/c P2i/c
a/A 4,817(4) 4,8410(13) 4,8390(12)
b/A 13,282(4) 13,234(3) 13,2330(17)
c/A 14,624(4) 14,613(2) 14,619(3)
af° 90 90 90
B/° 94,31(4) 94,164(15) 94,181(9)
v/° 90 90 90
Volumen/A? 933,0(8) 933,7(3) 933,6(3)
z 4 4 4
Peaicg/cm? 1,592 1,591 1,591
p/mm 0,344 0,344 0,344
F(000) 464 464 464
Radiacién Sincrotron (A = Sincrotrén (A = Sincrotron (A =
0,67019) 0,67019) 0,67019)
Rangoangularen ., 49984 3,92 a 60,064 3,92 a55

20 empleado



durante la
determinacion /°

Rango de indices

Reflexiones

colectadas

Reflexiones
independientes

GOF (F?»)
R Final [1>=2¢ (I)]

R Final [todos los
datos]

16,-18<1<18

12550

1951 [Rin: = 0,0401,
Reigma = 0,0232]
1,041
R = 0,0310, wWR; =
0,0784
R1=0,0359, wR; =
0,0816

18,-17<1<18

15733

2681 [Rin: = 0,0526,
Rsigma = 0,0343]
1,054
R = 0,0404, wWR; =
0,1077
R =0,0439, wR; =
0,1113

-6<h<6,-17<k<
17,-20<1<20

15123

2490 [Rir: = 0,0276,
Rsigma = 0,0184]
1,176
R1=0,0372, wR; =
0,0964
R1=0,0375, wR; =
0,0967

Tabla de puentes de hidrégeno presentes en la estructura cristalina

Para simplificar la representacion se indica como “Control” a la estructura
de cloruro de guaninio dihidrato sin dopar y como “0,0410” a la muestra que contiene ese
porcentaje en moles de dopante. En la ilustracion se detalla la numeracién empleada para
rotular cada d&tomo en la estructura.

@Ot 06
N Cé
& N7C5

C8 |
c2
cay CuN
N9

ci
N1 ,,—"j@
7~ '.r

/

. N3 -
1
.
Ilustracién 1. Nomenclatura empleada para la identificacidon atémica del cloruro de guaninio
dihidrato.
d(D- d(H- D-H-
D H A Estructura g AR d(D-A)/A AJ°

Control 0,88 2,13 3,01 177,8

N2 H2A N3
0,0410 0,88 2,131 3,011 177,86
Control 0,88 1,786 2,643 164,19

N7 H7 0O1
0,0410 0,88 1,788 2,645 163,94
Control 0,88 1,816 2,687 170,12

N9 H9 02
0,0410 0,88 1,813 2,684 170,23
Control 0,85 1,928 2,739 159,32

o2w H2WA 06
0,0410 0,85 1,931 2,742 159,11
Control 0,872 2,271 3,13 168,14

N1 H1A Cl
0,0410 0,873 2,275 3,126 164,72
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N2 HoB cl Control 0,88 2,665 3,433 146,5
0,0410 0,88 2,665 3,433 146,35
OIW  H1WB cl Control 0,85 2,279 3,115 167,99
0,0410 0,85 2,276 3,111 167,24
Control 0,85 2,299 3,128 165,11
O2W H2WB Cl
0,0410 0,85 2,3 3,13 165,4
Control 0,85 2,321 3,157 167,54
Oo1wW H1IWA Cl
0,0410 0,85 2,317 3,155 168,97

1-1-x, 2-y,1-z; 2+x,+y,+z; 3-1+x,3/2-y,1/2+z; 41+x,3/2-y,1/2+z; 5-X,2-y,1-z; 61-X,-
1/2+y,1/2-z

Datos cristalogrdficos y de refinamiento estructural para los materiales

basados en cafeina

Formula
empirica
Peso molecular

Temperatura/K

Sistema
cristalino
Grupo espacial
a/A
b/A
c/R
of°
B/°
v/°
Volumen/A3
y 4
Peacg/cm?
p/mm
F(000)
Radiacion
Rango angular
en 20
empleado
durante la
determinacion

/O

402afeina Monohidrato

CsH12N4O3
212.22
100(1)

Monoclinico

P21/n
3.903(6)
16.636(10)
14.665(14)
90
97.66(4)
90
943.7(18)
4
1.494
0.103
448

Sincrotréon (A = 0.67019)

3.508 2 49.992

402afeina monohidrato
dopada con 0.0033%mol
de naranja de acridina

CsH12N4O3
212.22
100(1)

Monoclinico

P21/C
3.894(4)
16.642(5)
14.659(4)
90
97.61(4)
90
941.6(10)
4
1.497
0.103
448

Sincrotréon (A = 0.67019)

4.616 a 49.992



Rango de -4<h<4,-20<k<20,-18 -4<h<4,-20<k<20,-17

indices <|<18 <|<17
Reflexciones 12404 12455
colectadas
Reflexciones 1963 [Rix = 0.0687, Rygms = 1946 [Rin = 0.0866, Rjgma =
independientes 0.0433] 0.0509]
GOF (F?) 2.359 115
R F'“?:)g'”z“ Ry =0.1710, wR, = 0.5062 R, = 0.0920, wR; = 0.2284
RFinal[todos o _ 1000 wR,= 05115 R, =0.1033, wR, = 0.2348
los datos]

Tabla de puentes de hidrégeno presentes en la estructura cristalina

Para simplificar la representacion se indica como “Control” a la estructura
de cloruro de guaninio dihidrato sin dopar y como “0,033” a la muestra que contiene ese
porcentaje en moles de dopante. En la ilustracién se detalla la numeracién empleada para
rotular cada dtomo en la estructura.

llustracién 2. Nomenclatura empleada para la identificacion atémica de la cafeina monohidrato.

d(D- d(H- D-H-

D H A Estructura g AR d(D-A)/A AJ°
014 Hia ngu | Control 0,85 2,42 2,807 108,0
0,033 0,85 2,29 2,809 119,7

11-X,1-Y,1-Z
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Este trabajo de tesis se centré en el disefio y la sintesis de nuevos materiales
bioinspirados obtenidos a partir de moléculas con relevancia biolégica, con la finalidad de
establecer unarelacién entre la Quimica Supramolecular y Conformacional de sus bloques
de construccién y las propiedades resultantes. Trabajos previos del grupo ya habian
sentado un precedente sobre la versatilidad conformacional y supramolecular de algunas
de estas moléculas al ser empleadas como ligandos orgénicos en la sintesis de diversas
arquitecturas de coordinacién. La capacidad de adquirir distintas conformaciones que
permiten exponer la “dentadura” aminoacidica sin deteriorar el desarrollo de redes
extendidas de interacciones no covalentes fue lo que desperté la curiosidad de entender
cudles son los fendmenos que rigen la selecciéon conformacional, y qué rol juegan las
interacciones supramoleculares en este proceso. En este contexto, a lo largo de este
trabajo de tesis se ha extendido el andlisis previamente realizado en el grupo a dos familias
de nuevas moléculas, brindando varios ejemplos que ilustran el delicado equilibrio que
relaciona la interaccion electroestatica y el desarrollo de redes supramoleculares de
interacciones no covalentes con la eficacia del empaquetamiento y la adquisicion de
conformaciones con distinto grado de plegamiento.

Ademads de la contribucién realizada en términos de la sintesis organica, la
optimizacién de las estrategias para la obtenciéon de material cristalino y la caracterizacién
de nuevas moléculas quirales basadas en L-Fenilalanina y L-Tirosina con aldehidos de
interés biolégico y comercial (Capitulo I1ly 1V), se pudo extender la investigacién al &ambito
de la Quimica Supramolecular y Conformacional de todos estos compuestos, empleando
el conjunto de herramientas de andlisis heredado de la Ingenieria Cristalina. El calculo de
las Redes de Energia para estudiar la distribuciéon de interacciones en una estructura
cristalina, la representacion de la Superficie de Hirshfeld para la deteccién de contactos
entre moléculas y el andlisis del empaquetamiento utilizando de Factores de Forma y
criterios de divergencia supramolecular, son solo algunos ejemplos de las diversas
herramientas de la Ingenieria Cristalina que fueron empleadas a lo largo de esta tesis y que
pudieron ser extrapoladas de forma directa al analisis de la quimica en solucién.

Gracias a la implementacién de espectroscopias dindmicas, tanto resueltas en el
tiempo como a temperatura variable, complementadas con microscopias de tiempo de
vida, fue posible estudiar el proceso de cambio de conformacién, autoensamblado y
precipitacién para muchas de estas sustancias. Este abordaje integral dio un panorama
claro del conjunto de fendmenos que suceden a medida que el material sélido se forma.
Para cuantificar el efecto estabilizante que tiene el ensamblado en ciertas conformaciones
especificas, y el rol seleccionador que cumple la entropia en los conférmeros, se calcularon
los parametros termoquimicos asociados a los fenédmenos de ensamblado y alteracién
conformacional. Estos resultados dieron cuenta del apreciable aporte que hace la entropia
en todos estos fendbmenos.

Una de las principales hipdtesis de esta tesis se centré en la propuesta de la
existencia de una relacién estrecha entre la estructura de una molécula, su capacidad de
difundir y las propiedades de los materiales obtenidos a través del fendmeno de separacién
de fases. Efectivamente, gracias a la utilizacién de la microscopia de imagen de tiempo de
vida de fluorescencia, se ha podido seguir en tiempo real este proceso luego de efectuar
un salto brusco de pH y observar una dependencia clara entre la morfologia del material



generado, la especie molecular precipitante y las condiciones experimentales en las que se
Ilevé a cabo la precipitacidén (Capitulos Il y 1V). Las espectroscopias dindmicas utilizadas,
en conjunto con la realizacién de calculos de pardmetros termoquimicos y la
implementacién de técnicas de dispersién de rayos X fueron utilizadas para establecer un
modelo de ensamblado, tanto en solucién como en geles supramoleculares, que contempla
todos estos resultados y representa el rol de la estructura molecular, la entropia y el
solvente durante la agregacién.

Uno de los principales resultados obtenidos fue poder observar cémo el radio de
colisién y el factor de forma de una dada especie son alterados por el grado de plegamiento
y la capacidad de establecer dimeros estables en solucién, y cédmo estos dos factores
repercuten, a su vez, de manera directa en su capacidad de difundir. Esta relacién directa
entre los pardmetros estructurales y supramoleculares y la capacidad de difundir mostré
ser esencial para explicar alteraciones en los grados de cristalinidad de algunas de estas
sustancias. Adicionalmente, se pudo encontrar una correlacién desde la termodindmica
entre el factor de forma, el radio de giro y el nimero de nodos de precipitacién que se
formaran durante un evento de separacién de fases. Poder continuar estudiando esta
relacidén entre estructura, condiciones experimentales, capacidad difusiva y propiedades
materiales utilizando distintas metodologias de modelado, como la dindmica molecular, es
una de las principales perspectivas de este trabajo.

Por otro lado, a través de un andlisis de los datos bibliograficos de las distintas
estructuras reportadas para moléculas pequefas, como los aminoacidos individuales, con
demostrada actividad amilogénica, fue posible detectar la presencia frecuente de arreglos
supramoleculares conservados que consisten en un apilamiento de planos electroestaticos
con los residuos no aminoacidicos orientados hacia el exterior de estos (Capitulo V). Este
arreglo estructural no solamente es consistente con el mecanismo de accién de los
colorantes mas comunes empleados para la deteccidon por imagenes de las estructuras
amiloides, sino que sienta las bases para proponer una nueva definicién de la estructura
amiloide en términos puramente estructurales. Empleando esta definicion como
referencia, fue posible brindar un marco teérico desde la perspectiva de la Ingenieria
Cristalina a la hipétesis amilogénica extendida que actualmente se emplea para
comprender la actividad potencialmente citotéxica de algunos metabolitos al
autoensamblarse.

Empleando esta herramienta de analisis, en el Capitulo V, se desarrollé el estudio
de la Quimica Supramolecular, en base a las interacciones, la conformacién y el
empaquetamiento, de las estructuras cristalinas de todos los compuestos derivados de
aminoacido presentados en esta tesis cuya estructura cristalina pudo ser resuelta por
difraccidn de rayos X de monocristal. Como resultado, para muchas de ellas se observé un
paralelismo claro entre este tipo de arreglos y las estructuras de origen amiloide. Gracias
a que fue posible sintetizar diferentes especies para algunos de estos derivados, como
switeriones, sales de cloruro o sales de sodio, se pudo estudiar los diversos factores que
actlan como método de seleccidn del arreglo estructural.

Mediante el andlisis desarrollado se propusieron ciertas vias que permiten explicar
cdmo se hereda la propiedad amilogénica en estructuras derivatizadas en base a la
similitud estructural entre los bloques de construccién empleados para su obtencién y los
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fragmentos con una propiedad amilogénica probada. Esta relacién tan estrecha, y
aparentemente antagonista, entre cristalinidad y amilogénesis, y su correspondiente
correlato en las estructuras de L-Tirosina y L-Fenilalanina, fue clave para desarrollar un
marco estructural simple pero poderoso, para describir la potencial actividad amilogénica
de estas pequefias moléculas.

En particular, para la familia estudiada, se puede establecer la conclusion general
que se enuncia a continuacién: si pensamos a la estructura molecular de ambos
aminoacidos (L-Tirosina y L-Fenilalanina) como extremos en un espectro continuo que
separa el caracter amilogénico (L-Fenilalanina) de la formacién de redes extendidas (L-
Tirosina), se puede establecer que “cuanto mdas se asemeje una pequefia molécula a la L-
Fenilalanina”, mayor serd la probabilidad de que esta desarrolle estructuras con caracter
amiloide, o mayor serd el cardcter amiloide de las estructuras generadas por su
autoensamblado. Por el contrario, a medida que una estructura molecular “se asemeja a la
L-Tirosina”, aumentard su capacidad para formar empaquetamientos rigidos, ordenados e
isotrépicos que cada vez distan mas de la estructura amiloide.

En base a esta hipdtesis de la potencial actividad amilogénica de algunos de los
compuestos sintetizados, fue estudiada la interaccién entre las moléculas, los agregados
que estas generan y neuroblastos de raton. En lineas generales, todos los compuestos
cuando se encuentran como moléculas libres, mostraron cierta capacidad de estimular la
formaciéon de protuberancias elongadas en las células al cabo de un tiempo.
Contrariamente, los ensambles moleculares demostraron ser poco eficaces para disparar
algiin tipo de respuesta celular. Sin embargo, los resultados de estas interacciones
molécula-neurona no fueron concluyentes debido a que el espacio muestral analizado por
esta técnica es acotado vy, dadas las diferentes respuestas observadas, no fue posible
extraer una tendencia clara. Profundizar en el andlisis de la interaccién neurona-
compuesto, y realizar las caracterizaciones bioquimicas que permitan estudiar la potencial
accion reprogramante de estas sustancias es una de las principales proyecciones
propuestas para la continuidad de este trabajo.

Finalmente, se sintetizaron y caracterizaron por completo tres materiales
cristalinos hibridos bioinspirados a partir de las formas sélidas dicloruro de adeninio,
cloruro de guaninio dihidrato y cafeina monohidrato. Todos estos materiales presentaron
una respuesta mecdnica distinta frente al estrés por flexién. En los tres casos fue posible
entender esta respuesta en base al andlisis de sus redes de interaccidn y la racionalizacidn
de estas en términos de fuerzas restitutivas y zonas de respuesta colectiva.
Adicionalmente, en base a los antecedentes reportados para la guanina en relacién a su
capacidad de incorporar de manera intracristalina otras moléculas como dopantes, se
estudio la capacidad de estos materiales de retener el colorante Naranja de Acridina con
el fin de introducir propiedades fotofisicas interesantes.

Los tres sistemas fueron capaces de alojar distintas proporciones de esta molécula
exogena, generando materiales hibridos con una respuesta mecanica y éptica distinta en
cada caso. En base los resultados de las técnicas de difraccidon de rayos X, técnicas
espectroscdpicas de cuantificacidn y la realizacién de célculos de optimizacién geométrica,
fue posible proponer modelos de intercalado para los tres sistemas. Esta propuesta se basa
en el intercambio de una molécula de xantina por una del colorante en ciertas posiciones



de la red gracias a la similitud estructural que presenta esta especie exdgena con las
purinas estudiadas.

Particularmente, para el material hibrido derivado de guanina (cloruro de guaninio
dihidrato dopado) se realizd un estudio en detalle de las propiedades fotofisicas. Esta
caracterizacion requirié del disefo y la construccién de un set-up experimental capaz de
medir las pérdidas dpticas en un material extremadamente pequeno, teniendo control del
punto de incidencia del haz que ilumina, y pudiendo cuantificar la intensidad de luz emitida
por los extremos de la muestra. El material estudiado presentd una excelente respuesta al
ser empleado como guia de ondas, tanto al estar relajado como sometido a estrés
mecanico. Este resultado sienta las bases para el futuro disefio de materiales hibridos
bioinspirados basados en xantinas, principalmente guanina y sus sales. Adicionalmente, la
construccién y puesta a punto de este set-up experimental deja abierto un camino para
futuras caracterizaciones similares en diversos sistemas, debido a que permite alterar y
adaptar varios parametros experimentales como la longitud de onda del haz incidente, su
potencia, y la longitud de onda registrada.

Estudiar la capacidad de retener distintos colorantes con propiedades fotofisicas
especificas, en conjunto con el correspondiente andlisis de la afinidad matriz-colorante
para todos ellos es una de las principales perspectivas a corto plazo para estos nuevos
materiales. Gracias a esta capacidad de hospedar moléculas exdgenas se prevé que algunas
de estas matrices puedan ser capaces de asistir en el desarrollo del efecto de /aseado de
los colorantes. Esta hipétesis se basa, principalmente, en el rol que podria estar cumpliendo
la matriz como aceptora de la energia disipada a través de decaimiento no radiativos de la
molécula y a su funcién como aislante y protector del colorante frente a moléculas
atmosféricas reactivas. Al mismo tiempo, gracias a la fluorescencia detectada para algunas
de estas matrices se prevé que puede llegar a existir algin efecto de transferencia de
energia desde la matriz hacia los colorantes que sensibilice y vuelva ain mas eficaz el
efecto de laseado. Poder diseiar materiales cristalinos flexibles como sustrato para nuevos
sistemas 6pticos en la microescala es una de las principales proyecciones para futuros
proyectos basados en los resultados presentados durante este trabajo.
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