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Resumo

Nos ultimos anos tense prestado atencién ao posible uso de complexos
derivados de Mn?* para a sUa aplicacion en imaxe por resonancia magnética (IRM),
unha importante técnica de diagndstico médico. Un dos factores a ter en conta para a
avaliacion da idoneidade dos ligandos é a estabilidade termodinamica dos complexos,

a fin de que liberen a menor cantidade posible de Mn?* ao organismo.

No presente traballo, recadaronse 181 datos de constantes de estabilidade
(valores de log K) de complexos de Mn?*, o que permitiu cuantificar a contribucion dos

distintos motivos estruturais dos ligandos & estabilidade dos complexos.

Asi mesmo, sintetizaronse e caracterizaronse os ligandos acido 2,2’,2”,2""-
(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis(azanotriil))tetraacético e  acido 2,2’-(((1S,3S)-
ciclobutano-1,3-diil)bis((piridin-2-ilmetil)azanodiil))diacético. Por ultimo, realizouse un
estudo termodinamico das protonacions destes ligandos e da sua complexacién con

Mn?* mediante métodos potenciométricos e espectrofotométricos.

Palabras chave: imaxe por resonancia magnética, axente de contraste, complexo

metalico, constante de estabilidade, manganeso
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Resumen

En los ultimos afos se ha prestado atencion al posible uso de complejos
derivados de Mn?* para su aplicacion en imagen por resonancia magnética (IRM), una
importante técnica de diagndstico médico. Uno de los factores a tener en cuenta para
la evaluacion de la idoneidad de los ligandos es la estabilidad termodinamica de los

complejos, a fin de que liberen la menor cantidad posible de Mn?* al organismo.

En el presente trabajo, se recabaron 181 datos de constantes de estabilidad
(valores de log K) de complejos de Mn?*, lo que ha permitido cuantificar la contribucion

de los distintos motivos estructurales de los ligandos a la estabilidad de los complejos.

Asimismo, se sintetizaron y caracterizaron los ligandos acido 2,2°,2”,2""-
(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis(azanotriil))tetraacético 'y acido  2,2’-(((1S,3S)-
ciclobutano-1,3-diil)bis((piridin-2-ilmetil)azanodiil))diacético. Por ultimo, se realizé un
estudio termodinamico de las protonaciones de estos ligandos y de su complejacion

con Mn?* mediante métodos potenciométricos y espectrofotométricos.

Palabras clave: imagen por resonancia magnética, agente de contraste, complejo

metalico, constante de estabilidad, manganeso
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Abstract

In recent years, attention has been devoted to the possible use of complexes
derived from Mn?* for their application in magnetic resonance imaging (MRI), which is
an important medical diagnosis technique. One of the factors to take into account for
the assessment of the suitability of the ligands is the thermodynamic stability of the

complexes, for the purpose of releasing as little Mn?* as possible toward the organism.

In the present work, we compiled 181 data of stability constants (log K values)
of Mn?* complexes, which allowed us quantifying the contribution of the different

structural motifs of the ligands to complex stability.

Likewise, we synthetized and characterized ligands 2,2°,2”,2""-(((1S,3S)-
cyclobutane-1,2-diyl)bis(azanetriyl))tetraacetic acid and 2,2’-(((1S,3S)-cyclobutane-1,3-
diyl)bis ((pyridin-2-ylmethyl)azanediyl))diacetic acid. Finally, we carried out a
thermodynamic study of the protonation of these ligands and their complexation with

Mn?* through potentiometric and spectrophotometric methods.

Keywords: magnetic resonance imaging, contrast agent, metal complex, stability

constant, manganese
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II.INTRODUCION E ANTECEDENTES

I.1. Fundamento da imaxe por resonancia magnética

As técnicas de imaxioloxia empregadas no eido da medicina son técnicas de
diagnéstico non invasivas que permiten obter e procesar informacion dos pacientes
sen necesidade de operacién cirtrxica. Nas ultimas décadas desenvolvéronse con
este proposito técnicas como a tomografia de emision de positréns, a ultrasonografia,
a ecocardiografia ou a imaxe por resonancia magnética (IRM) (1). Esta ultima produce
imaxes de alta resolucion en calquera plano da anatomia dos tecidos e de procesos
celulares empregando radiaciéon non ionizante, de maneira que evita o risco de cancro
que presentan as radiografias. Orixinalmente denominabase imaxe por resonancia
magnética nuclear, pero a palabra “nuclear” foi eliminada para evitar alarmar os

pacientes que puidesen asociala coa radioactividade (2).

O fundamento da IRM consiste na modificacion da orientacion do spin dos
nucleos atémicos, tipicamente de hidroxeno, posto que constitie arredor do 63% dos
atomos do corpo humano. O spin é unha caracteristica que posuen as particulas
elementais, os hadréns (protdn, neutrén) e os nucleos atdmicos que permite explicar o
seu comportamento magnético. Clasicamente, o spin foi concibido como un
movemento de rotacion das particulas cuxo vector de momento angular teria un
momento magnético asociado de forma analoga a un electroiman. Se ben isto é
impreciso, ofrece unha definicion intuitiva que se vai asumir por simplicidade. Este eixo
de rotacién, en presenza dun campo magnético externo, xira & sta vez arredor do eixo
imaxinario das linas de campo (movemento de precesidon) a unha frecuencia

caracteristica de cada particula proporcional a forza magnética (frecuencia de Larmor).

Na ausencia dun campo magnético externo os protdns dispofien os seus
momentos magnéticos de forma aleatoria resultando nun magnetismo total nulo. Na
IRM o paciente sométese a un campo magnético permanente. A enerxia térmica dos
protdns é suficientemente grande como para que practicamente non se vexan
afectados por el (3), pero presentaran unha lixeira tendencia a alifar os spins en
paralelo ao campo magnético externo (estado de menor enerxia), polo que no
conxunto da mostra existira unha magnetizacion lonxitudinal. A aplicacién dun pulso
de radiofrecuencia a frecuencia de Larmor dos proténs (campo magnético transitorio)
provoca a continuacion a progresiva inclinacién do seu eixo de rotacion describindo

unha traxectoria helicoidal. Esta inclinacion pode axustarse aos 90° adecuando a
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duracién do pulso, obtendo asi magnetizacion transversal e aproximando a 0 a
lonxitudinal. Ao remate deste pulso o sistema volvera progresivamente ao equilibrio
(relaxacion), tendo recuperado o 63% da magnetizacion lonxitudinal e perdido o 63%
da transversal para os tempos establecidos como T, e T, respectivamente (Figura 1).
Este cambio na orientacion do momento magnético dos protdns por relaxaciéon, e non
por aplicacion dun campo magnético externo, pode inducir un sinal eléctrico

procedente dos protons a través dunha bobina (lei de inducion de Faraday).

]
\
|
|
~
gy
z
I\l
-
|
/
L

" A *., L vector de s
./MZ K s magnetizacion ! M,E = _{i
e DI sl > o ;
: ' : Y X RELAXACION
compofiente /\ 4 3 EXCITACION / B i i
estatica 1' e — \ - — !
/'5</ R /“( ! Yy i
" i { - [ A
/ T~ --f-//Mt v ! - be
\\ //' \,‘! ,//
-
\/ T compoiente o

xiratoria

Figura 1. Proceso de excitacion e relaxacion dos spins en IRM, sendo RF o pulso de radiofrecuencia, M-

a magnetizacion lonxitudinal e Mt a magnetizacion transversal.

Este sinal depende de diversos parametros intrinsecos relacionados coa
relaxacion, pero tamén extrinsecos, como a intensidade do campo magnético, de
maneira que por medio de gradientes de campo se pode determinar espacialmente a
procedencia do sinal, obtendo como resultado unha imaxe da distribucién da
densidade de protons no espazo dependente do proceso de relaxacién. Dado que o
pH extracelular dos tumores € xeralmente mais acido cd das células sas (4),
presentando asi diferentes velocidades de relaxacion (5), isto converte a IRM nunha
técnica excelente para a deteccién do cancro. Ademais, o ciclo repitese en numerosas
sucesions para mellorar a resolucion, optimizando parametros como o tempo de
repeticion do ciclo e o de recoleccion do sinal para facer maxima a distincién entre

tecidos en funcién dos seus tempos de relaxacion.

11.2. Axentes de contraste e toxicidade

A miudo o contraste de sinal que ofrece a IRM entre tecidos tumorais e tecidos
sans non abonda para unha diagnose eficiente. Para iso precisase de substancias que
o melloren cofecidas como ‘axentes de contraste’. Os axentes de contraste de IRM de
'H intervefien modificando a magnetizacion ou tempos de relaxacién dos protons de

tecidos especificos.
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En ausencia de axentes de contraste, a relaxacién lonxitudinal vén mediada
pola axitacion dos protdons que, ao movérense, xeran campos magnéticos puntuais
que inflien nos proténs lindeiros. Dado que o momento magnético do electréon é 658
veces mais forte c6 do protdn, a presenza de substancias paramagnéticas (isto &, con
electréns desapareados, de maneira que os momentos magnéticos non se anulan)
que sexan capaces de interactuar cos protons da auga ten un forte efecto na
velocidade de relaxacion e permite reducir o tempo de repeticion do ciclo de
magnetizacion, incrementado o sinal desa rexion. A eficacia do axente de contraste
depende deste efecto e exprésase como relaxividade, que se define como o aumento
na velocidade de relaxacién dos protébns da masa de disolvente para unha

concentracion de especie paramagnética de 1 mM.

Este € o mecanismo de contraste externo mais aplicado e un dos principais
motivos polos que o Gd*, con 7 electrons desapareados, é un excelente candidato
como axente. Porén, o cation libre pode competir co Ca?* afectando & contracciéon do
miocardio, a respiracién mitocondrial, & coagulaciéon ou a neurotransmision (1), e forma
precipitados con aniéns como fosfatos, citratos, hidroxidos e carbonatos que se
depositan nos tecidos con efectos téxicos para o organismo, desencadeando
reaccions inflamatorio-fibréticas, motivo polo que todos os medios de contraste
baseados en gadolinio o empregan fortemente quelado, resultando de crucial
importancia que os complexos sexan termodinamica e sobre todo cineticamente
estables (6,7). Os complexos de gadolinio para contraste deixan unha posicion libre
gue permite o enlace coa auga, producindose un intercambio entre moléculas de auga

do medio e enlazadas ao complexo que acelera a relaxacion magnética lonxitudinal

(2).

Desde a sua aprobacidon no 1988, aplicaronse mais de 300 millons de
inxeccions de complexos de gadolinio como axente de contraste para IRM (8). Con
todo, desde o 2006 tense constancia de centenares de casos de fibrose sistémica
nefroxénica (FSN) relacionada coa aplicacion de axentes de contraste de Gd (9). A
FSN é unha sindrome progresiva que carece de tratamento curativo e produce
inflamacién das pernas, endurecemento e perda de flexibilidade da pel por fibrose,
contraccion muscular e limitacion do movemento das articulacions, e nos casos
severos pode afectar a 6rganos vitais como os pulméns, o figado ou o corazon
chegando a producir a morte. Documentouse en pacientes con insuficiencia renal
moderada e grave, que poden prolongar o tempo medio de eliminacién do complexo

por filtracion glomerular desde os 90 minutos habituais ata mais de 30 horas.
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Considérase que se debe a que isto incrementa as reaccions de transmetalacion que
se dan no organismo, é dicir, de substitucion do centro metalico do complexo por ferro,
cobre, cinc ou calcio, quedando o Gd** libre. O risco estimase nulo en pacientes con
insuficiencia renal leve e, respectando as recomendaciéns actuais, “case inexistente”
para a moderada. Aconséllase prescindir da administracion de complexos de Gd®*
cando sexa posible en pacientes con insuficiencia renal grave, mulleres xestantes e
neonatos, debido a inmaturidade dos riles (6). Ainda que segue a ser un motivo de
preocupacion, o 98% de casos detectaronse tras a aplicacion de complexos con
ligandos lineais, termodinamica e cineticamente menos estables c6s macrociclicos e,
tras a adaptacién das recomendaciéns, desde o 2009 ata 2017 non hai constancia de
casos de FSN (8).

En pacientes sans tamén se ten constancia de pequenos depdsitos de Gd**
nos 6sos e estruturas cerebrais, ainda que sen sintomas clinicos asociados
demostrados no segundo caso. Por tal motivo, recoméndase evitar aplicar varias
doses do medio de contraste a un paciente na mesma semana e a Axencia Europea
do Medicamento desaconsellou a administracién de complexos lineais de gadolinio e

revocou as autorizacions dalguns deles (9).

Estes inconvenientes espertaron interese pola investigacién de alternativas aos
axentes de contraste baseados en Gd*" que dimintan no posible os riscos asociados,
xa de por si baixos, sendo o manganeso o principal candidato. O Mn?* presenta un
forte comportamento paramagnético grazas aos seus 5 electréns desapareados, asi
como un labil intercambio de moléculas de auga co medio, e as relaxividades
observadas aproximanse as do Gd** debido tamén a que a distancia que separa o
Mn?* da H2O é menor (10). Os estudos con Mn?* ofrecen resultados prometedores
para mellorar a diagnose por IRM de cancro colorrectal, melanoma de coroides,
tumores cerebrais e de pescozo, mesotelioma, cancro de mama e meduloblastoma,
comprobandose que as células tumorais absorben mais Mn?* cas normais,
incrementando en maior medida a relaxacion lonxitudinal as primeiras cas segundas.
Actualmente xa se estan administrando axentes baseados en Mn?* para a deteccion
de metastases no figado: Mn-DPDP e CMC-001 (11). O primeiro é un quelato sen
posicién libre para a auga que disocia lentamente in vivo por transmetalacion,
absorbendo os hepatocitos o Mn?* (2). O CMC-001, recentemente desenvolto, esta
constituido dun pé de MnCl2:4H>0O como axente e de L-alanina e vitamina D3 para

facilitar a absorcion intestinal (12).
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A diferenza dos lantanidos, o manganeso €& un constituinte natural do ser
humano, que consome aproximadamente 45 mg por kg de vexetais, absorbéndose no
intestino un 2-5% do total inxerido en funcién de factores como a concentracién de
Ca?*, Fe?*, Mg?, taninos, vitamina C, vitamina Ds, alanina, acido oxalico e fibra. O
manganeso absorbido Unese maioritariamente a a2-macroglobulina para ser despois
expulsado eficientemente polo figado facendo parte da bile, minimizando a fraccion de
manganeso libre no torrente sanguineo que é excretada por via urinaria. Intervén no
funcionamento das mitocondrias e en consecuencia retefien mais manganeso 0s
dérganos con mais mitocondrias, como o figado, o pancreas e os riles, ofrecendo asi un
mellor contraste (13). E necesario para o metabolismo de lipidos, hidratos de carbono
e proteinas e actua como cofactor de diversos encimas involucrados no crecemento
0seo, inmunidade, dixestién, regulacién da glicosa en sangue ou mecanismos fronte
aos radicais libres (14). A sua deficiencia esta asociada a lesidns cutaneas,

malformacions 6seas, osteoporose, epilepsia e outras enfermidades (15).

Asi a todo, a sobreexposicibn ao manganeso non esta libre de efectos
prexudiciais. O Mn?* libre actia como antagonista do Ca?" nalgunhas proteinas
transportadoras (10) e a introducion de certas cantidades no organismo por via
parenteral afecta o sistema nervioso central e a musculatura do corazén con efectos
cardio-depresivos (14). En ratos probaronse sintomas como letarxia, hipofaxia, perda
de peso e actividade locomotora e hepatotoxicidade asociados a altas doses para
IRM. A sobreexposiciébn cronica provoca manganismo, unha enfermidade
neurodexenerativa similar a sindrome de Parkinson con sintomas como bradiquinesia,
rixidez, inestabilidade postural, tremor e déficits cognitivos (16). Ainda que axentes
como o CMC-001 palian os efectos toxicos administrandoo por via oral, o uso de Mn?*
libre ten una eficiencia moi limitada, de maneira que o interese esta enfocado ao
desenvolvemento de complexos de manganeso estables termodinamica e
cineticamente (13) que, ademais de evitar os riscos asociados ao Mn?* libre,

incrementen a especificidade por aqueles tecidos que interese resaltar en IRM (17).

I1.3. Quimica do manganeso

O manganeso é un elemento quimico pertencente a primeira serie dos metais
de transicién. E relativamente abundante, constituindo arredor do 0,085% da codia
terrestre. O mineral mais importante no que se atopa ¢ a pirolusita (MnOz), e tamén se
atopa de forma natural formando outros 6xidos ou MnCOs. O metal pode obterse da

pirolusita por reduciéon con Al (18). E duro, de cor prateada azulada e a sua

10
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temperatura de fusion é unha das mais baixas da primeira serie (1519 K). Finamente
dividido & pirofdrico no aire, pero en pezas debe ser quentado para reaccionar. A sua
configuracién electronica no estado fundamental é [Ar]4s23d> e presenta o intervalo
mais amplo de estados de oxidacion da primeira serie de transicion (desde Mn° ata
Mn™), sendo os mais estables Mn(ll) e Mn(VIl). Todos os estados de oxidacion
superiores ao Mn?* son bos oxidantes, e a forma mais comun na que poden atoparse é

0 anion permanganato MnOy'.

O Mn?* produicese pola perda dos 2 electréns 4s. E estable fronte & reducion e
a oxidacién e pode formar complexos tetraédricos, planocadrados, bipiramidais
trigonais, octaédricos, dodecaédricos, etc. Os complexos octaédricos son
caracteristicamente de cor rosa palido ou incoloros, presentando varias absorciéns no
rango do visible pero moi febles. O motivo é que a cor dos complexos se debe
fundamentalmente a saltos electronicos entre orbitais d de diferente enerxia, pero o
Mn?* ten todos os orbitais 3d semiocupados (Figura 2), sendo moi improbables os
saltos de electrons (absorcion) desde os orbitais de menor aos de maior enerxia, xa
que os correspondentes estados excitados presentan multiplicidades de espin

diferentes ao fundamental (19).

E T T

dp do

Y M
d d_d
xy xz yz

Figura 2. Disposicion de electrons nos orbitais 3d dos complexos octaédricos de alto spin de Mn?*.

I1.4. Aspectos termodinamicos

A meirande parte dos eventos de toxicidade descritos posiblemente poderian
terse evitado se a comunidade cientifica tivese posto mais énfase na inercia cinética
durante o desenvolvemento dos primeiros axentes de contraste para IRM, e non tanto
na estabilidade termodinamica. Porén, esta ultima non pode ser ignorada por
completo, xa que a combinacién de ambos factores é o mellor vaticinador da
toxicidade in vivo (2). O factor termodinamico é particularmente relevante se o axente
de contraste permanece no organismo un tempo comparable ao da sua vida media de
disociacién. Dado o recente descubrimento de depdsitos de Gd** no organismo

prolongados no tempo, este aspecto cobra maior relevancia.

11
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A estabilidade termodinamica indica a afinidade dos ligandos (L) polo ién
metalico (M) en funcién da porcién que se atopa formando o complexo ou disociada no
equilibrio. Esta afinidade pdédese cuantificar por medio das constantes de equilibrio de
formacion (Kr) ou de disociacion (K;), sendo K = 1/K,;. Nun complexo ao que se van
unindo sucesivos ligandos, as constantes de formacion individuais vefien definidas

polas seguintes expresions (20):

M+L =ML Ky = [ML]/[M][L]
ML+L = ML, K, = [ML,]/[ML][L]
ML, +L = ML, K5 = [ML3]/[ML,][L]
MLy,_4 +L =MLy K, = [MLn]/.t}V[Ln—l][L]

Estas constantes polo xeral diminden progresivamente debido ao crecente
impedimento estérico para a unidén de novos ligandos, e tamén a factores coulémbicos
e estatisticos, ainda que esta progresion pode alterarse se se producen modificaciéns

na xeometria do complexo, cambios de alto a baixo spin, etc.

A partir das constantes de estabilidade de etapa pode calcularse a constante
de estabilidade global (B) para unha secuencia dada. Por exemplo, para a reaccion
M + 3L = ML4 a constante global exprésase como B; = [ML3]/[M][L]® =K, - K, - K.

Deste xeito, pode definirse 3 pola seguinte expresién:
Bn=Ki Ky Kz-.. Ky

Estas constantes poden determinarse por métodos potenciométricos e
espectrofotométricos, por citar os mais habituais. A miudo o seu calculo pode
complicarse debido & cantidade de equilibrios simultdneos que tefien lugar
(protonacion dos ligandos, protonacion do complexo, formacién de hidroxocomplexos,
hidrolise do metal...), de maneira que se recorre a programas informaticos como
HySS2009 para obter as constantes de equilibrio mediante axuste dos datos
experimentais. Desta forma, un parametro que adoita empregarse como medida da
toxicidade asociada ao complexo para metais non anféteros como 0 manganeso é a
concentracion de metal libre (pM = —log [Mlirre) @ unhas condicidns especificas,
habitualmente as propostas por Raymond e colaboradores: [M]wotar = 10® M; [Llotar =
10° M; [Ca?'], [Zn?'] e [Cu?'] en concentracidns fisioloxicas; pH = 7,4 (10). O pM
permite unha comparacion mais realista da estabilidade dos complexos en condiciéns
fisioloxicas, xa que ten en conta, ademais da constante de complexacion, os efectos

da basicidade dos ligandos.
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As constantes de equilibrio dunha reaccion fanse mais grandes canto mais
favorable é enerxeticamente a formacién dos produtos. Esta espontaneidade midese
como enerxia libre de Gibbs (4G), e esta relacionada co equilibrio quimico pola
ecuacién AG = —R T Inf, facéndose AG mais negativo cando mais favorable é a

reaccion.

A sua vez, a enerxia libre de Gibbs depende de factores entélpicos (4H) e
entropicos (4S) segundo a expresion AG = AH — T AS, onde a entalpia € mais negativa
canta mais calor se libera ao contorno nunha reaccion, mentres a diferenza de
entropia mide a variacidon na cantidade de microestados accesibles (“desorde”) nos
que pode atoparse o sistema ao producirse a reaccion, estando mais favorecidos por
probabilidade aqueles estados da materia con mais microestados posibles (21). Asi,
poddense estudar os factores que inflien no valor das constantes de equilibrio en base

ao seu efecto sobre estes dous parametros. (Taboa 1).

Taboa 1. Factores entalpicos e entropicos que afectan a estabilidade termodinamica dos complexos.

Factores entalpicos Factores entrépicos
- Forza de enlace. - Numero e tamano dos aneis
- Efectos na enerxia de estabilizacion quelatantes.
do campo cristalino. - Liberdade de movemento do i6n
- Repulsions estéricas e electrostaticas metalico e os ligandos en disolucion
entre os ligandos. (translacion...).
- Entalpia de desolvatacion do ion e os - Cambios de solvatacion na formacion
ligandos na formacién do complexo. do complexo.
- Efectos entalpicos da repulsién entre - Variaciéns de entropia nos ligandos
ligandos coordinados e non non coordinados.
coordinados. - Efectos entrépicos da configuracion
- Neutralizacién de cargas por dos ligandos no complexo.

combinacion de catidons e anions.

Desde o punto de vista estrutural, estan favorecidos os ligandos de menor
tamafo debido a que producen menor tensidon na competicion polo espazo da esfera
de coordinacion. Os quelatos (ligandos con mais de unha posicion de coordinacion co
metal) e, mais ainda, os macrociclos (ligandos que forman un anel pechado con mais
de tres atomos dadores) forman complexos mais estables debido a factores entalpicos
(menor enerxia de desolvatacién, efectos indutivos,...) e fundamentalmente entrépicos
(maior numero de moléculas resultantes da formaciéon do complexo), sempre que non

se xeren grandes tensions estruturais (19).

Factores que favorecen a estabilidade dos complexos con contribuciéns
dependentes do idn central e dos ligandos son o Principio de Pearson e a enerxia de

estabilizacion do campo cristalino (EECC). O Principio de Pearson formula que os
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metais brandos (de maior tamafio e menor estado de oxidacion) tefien maior afinidade
polos ligandos brandos (de maior tamafio e menos electronegativos), e os metais
duros (nos que se incluiria o Mn?*) polos ligandos duros (bases fortes, con atomos
dadores como N, O ou F) (20).

Pola sua banda, a EECC débese, segundo o modelo da Teoria de Campo
Cristalino, a diferenza de enerxia (A) entre orbitais d en funcion das direcciéns polas
que se aproximan os ligandos, de maneira que nos complexos octaédricos os orbitais

dy2_,2 € d,z aumentan de enerxia mentres que dy,, dy, € d,, se estabilizan con

respecto a un hipotético campo esférico da mesma carga. Este desdobramento varia
en funcién do ligando (segundo a serie espectroquimica) e da natureza e estado de
oxidacion do i6n central (22). Cada electron presenta unha contribucion a EECC
directamente proporcional a Ao Esta contribucion € negativa para os electrons
situados nos orbitais de menor enerxia e é positiva e un 50% mais grande para os de

maior enerxia. Canto mais negativa é a EECC mais estable € o complexo (23).

Agéas excepcions, das que a Unica comun é o [Mn(CN)s]*, o Mn?* forma
complexos de alto spin: aqueles nos que a enerxia de desdobramento non é superior a
da repulsion entre os electrons dun mesmo par, de modo que os electréns semiocupan
os orbitais de maior enerxia antes de ocupar os de menor enerxia. A serie de Irving-
Williams reflicte que nos complexos de alto spin ao desprazarse cara a dereita na
taboa periddica desde o Mn?* a estabilidade termodinamica varia seguindo a orde
Mn?*<Fe?*<Co?*<Ni?*<Cu?*>Zn?*. Isto débese a que o Mn?* ten unha configuracién d°,
€ dicir, unha EECC nula, e a continuacién vaise facendo cada vez mais negativa ao
incorporar electrons aos orbitais de menor enerxia. Esta tendencia invértese para o
Cu?* e 0 Zn?". Non obstante, o Cu?* forma os complexos mais estables por efecto
Jahn-Teller (19).

Outro factor que tamén contrible neste sentido e afecta a estabilidade desde o
punto de vista do i6n central, € a relaciéon entre carga e radio atémico (potencial
ionico). O radio diminie a medida que aumenta o numero de protdns no nucleo
atomico sen engadir novas capas de electréns. Asi, para ibns coa mesma carga, ao
desprazarse cara a dereita nos metais de transicion adoita aumentar o potencial idnico
(23).

Se ben non se debe obviar que os factores cinéticos priman sobre os
termodinamicos e que, a diferenza do gadolinio, 0 manganeso si é un oligoelemento

natural do organismo, isto supdn un desafio para o desefio de complexos estables de
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Mn?*, posto que outros iéns metalicos enddxenos como o Cu®* ou o Zn?* poden
competir polos ligandos formando complexos mais estables, e incluso o Ca?* e o Mg?*,
malia formaren complexos menos estables que o Mn?*, poden tamén liberalo ao
torrente sanguineo ao atoparense en concentraciéns relativamente elevadas (2). A isto
simase que, con respecto ao Gd**, o Mn?* non sé forma complexos menos estables,

sendén tamén moito menos inertes (10).
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IILOBXECTIVOS

Os modelos baseados en relaciéns cuantitativas entre estruturas e propiedades
(QSPR polas suas siglas en inglés) asumen que a similitude nos parametros
estruturais que poidan afectar a unha propiedade da lugar a unha similitude nas
propiedades que presentan diferentes compostos (24). Aplicando este modelo
mediante métodos computacionais, téfense obtido con éxito relacions entre
constantes de equilibrio en complexos de Gd*" e descritores estruturais dos ligandos
(25,26). Estas relacions entre descritores estruturais e estabilidade termodinamica
permiten predicir de forma aproximada a estabilidade de novos complexos que poidan

ser descritos a partir dos parametros contemplados.

Asi, no presente traballo propdfiiense dous obxectivos diferenciados. Por unha
banda, a realizacion dunha ampla procura bibliografica de constantes de equilibrio
para complexos de Mn?* co gallo de obter unha expresion matematica que relacione a

estrutura en 2D dos ligandos coa sua estabilidade termodinamica.

Por outra banda, os ligandos lineais con ciclobutano 1,2- ou 1,3-substituido a
modo de espazador son obxecto de estudo para o desenvolvemento de axentes de
contraste de Gd** e Mn?* para IRM (27). O ciclobutano proporciona unha rixidez moi
elevada ao ligando e os seus dous grupos amino ofrecen unha boa plasticidade para o
desefio de ligandos configurados a vontade (28). A incorporacion de elementos
estruturais altamente constritivos aos ligandos demostrou para o Gd** ser capaz de
acadar elevadas estabilidades termodinamicas e inercias cinéticas equiparables as

dos complexos macrociclicos (29).

En consecuencia, 0 segundo obxectivo que se propuxo para este traballo foi a
sintese e caracterizacién de dous ligandos derivados do (1S,3S)-ciclobutano-1,3-
diamina. Os ligandos sintetizados foron o acido 2,2’,2”,2"’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-
diil)bis(azanotriil))tetraacético (L1) e o acido 2,2’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis
((piridin-2-ilmetil)azanodiil))diacético (L2) (Figura 3). Tras completar a sua sintese,
determinaronse as constantes de estabilidade dos complexos de Mn?* mediante
métodos potenciométricos e espectrofotométricos co obxecto de valorar a idoneidade

do espazador ciclobutano 1,3-substituido para a coordinacion a este idon metalico.
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Figura 3. Estruturas dos ligandos sintetizados L1 (esquerda) e L2 (dereita).
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IV.PROCEDEMENTO EXPERIMENTAL

IV.1. Plan de traballo

A continuacién amésase a lifia cronoldxica de actividades que se seguiu para o

desenvolvemento do presente traballo (Taboa 2).

Taboa 2. Diagrama de Gantt das actividades seguidas para o desenvolvemento do TFG.
2020 2021 2022

Febreiro Marzo Nov. Dec. Xufio Xullo  Xul.
123412323451 21234123413

Sintese e caracterizacion
de L1 Eeses@e

Sintese e caracterizacion
de L2 ee

Estudo potenciométrico de
@

Estudo potenciométrico e

espectrofotométrico de L2 “e e

Recompilacién bibliografica
de constantes

oeee®

Desenvolvemento da
féormula

Procura bibliografica e EeeEa

Elaboracion da memoria
do TFG PP eEE@

—_—
@

IV.2. Calculo computacional

Para a obtencién dunha expresion matematica que relacione as constantes de
equilibrio dos complexos de Mn?* coa estrutura dos ligandos, realizouse unha busca
bibliografica de constantes de equilibrio con condicidons de temperatura e forza idnica
especificadas a partir da que se recompilaron 281 datos de Kun.. Estes datos foron
cribados en funcién da posibilidade de extraer informacién util deles: por exemplo, non
interesa parametrizar unha gran cantidade de aminoacidos por establecer interaccions
moi febles co Mn?* inaplicables para IRM, nin parametrizar ligandos con descritores
unicos, xa que a metodoloxia utilizada emprega a acumulacion de datos para cada

descritor como método consistente de axuste da sua contribucion.

Asignaronselles descritores aos ligandos en funcién dos motivos estruturais de

interese tendo en conta que o numero de grupos dadores que poden contribuir a
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estabilidade do complexo esta limitado polo nimero de coordinaciéon do Mn?*,
habitualmente 6 ou 7, e excepcionalmente 8, e realizouse un axuste de minimos
cadrados non lineais co programa informatico MacromathScientist, version 2.0.
Eliminouse unha certa cantidade de datos andémalos e repetiuse o calculo,

empregandose un total de 181 constantes de equilibrio para a expresion final.

IV.3. Equipos, axentes e solventes

Analise elemental

A andlise elemental obtivose por combustion no analizador elemental
ThermoQuest Flash EA 1112 localizado nos Servizos de Apoio a Investigacion (SAIl)

da Universidade da Corufa.
Cromatografia liquida de presion media (MPLC)

Para a MPLC utilizouse un equipo Puriflash XS 420 con columna reversa
Puriflash 15C18HP e detector UV situado no Centro de Investigacions Cientificas

Avanzadas (CICA) da Universidade da Coruna.
Espectroscopia infravermella

Os espectros de infravermello rexistraronse no espectrofotometro FT-IR Nicolet
iS 10 de Thermo Scientific, equipado con Thermo Scientific Smart iTR, localizado no

Centro de Investigaciéns Cientificas Avanzadas (CICA) da Universidade da Corufa.
Espectrometria de masas

Os espectros de masas de alta resolucion rexistraronse mediante a técnica de
ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo ou negativo baseados no tempo de
voo (TOF) nun espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Discovery con HPLC de Thermo

Accela, localizado nas instalacions dos Servizos de Apoio a Investigacion (SAI).
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e RMN ™C dos ligandos e intermediarios
rexistraronse nun Bruker Avance Ill 300 situado no Centro de Investigacions
Cientificas Avanzadas (CICA), ou cos equipos Bruker Avance 400 e Bruker Avance

500 situados nos Servizos de Apoio a Investigacion (SAl).
Espectrocopia electrénica de absorcién (UV-Vis)

Os espectros de absorcion no rango do UV-Vis rexistraronse nun
espectrofotdmetro Uvikon-XS (Bio-Tek Instruments) de dobre feixe, localizado na

Facultade de Ciencias da Universidade da Corufa.
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Liofilizacién
As solucions acuosas foron liofilizadas nun equipo Biobase BK-FD10 Series

situado no Centro de Investigacions Cientificas Avanzadas (CICA) da Universidade da

Corufia.
Axentes e solventes

Todos os reactivos e solventes empregados para a sintese dos ligandos foron
adquiridos de Aldrich Chemical Co, a excepciéon do (1S,3S)-ciclobutano-1,3-diamina,

comprado a abcr GmbH.
IV.4. Sintese de L1

Para a sintese de L1, pesaronse 0,2037 g de (1S,3S)-ciclobutano-1,3-diamina
(1,2166 mmol) e 0,4205 g de K>COs (3,0427 mmol) e engadironse a un matraz con 1,1
mL de tert-butil-2-bromoacetato (7,3 mmol), empregando 25 mL de CH3;CN como
disolvente, co obxectivo de obter o intermedio tetra-tert-butil 2,2°,2”,2"-(((1S,3S)-
ciclobutano-1,3-diil)bis(azanotriil))tetra-acetato (L1a) (Figura 4). Tras 24 horas de
reaccion con axitacion a temperatura ambiente obtivose unha disolucion incolora cun

precipitado branco en suspension.

O
Br\)J\O)< tBUOOC—\ /—
H2N><><NH2 »> N><><N
K,CO3;, CH;CN —/ \—

tBuOOC

COOtBu

COOtBu

Figura 4. Esquema de reaccion para a obtencion do intermedio L1a.

Fixose un seguimento da reaccidon mediante cromatografia de capa fina en
alimina comparando o (1S,3S)-ciclobutano-1,3-diamina (basificado con EtsN para
facilitar a disolucion en CHCI3) coa disolucidén de reaccién, empregando como
disolvente cromatografico unha mestura 1:9 de CHCI3:MeOH. Revelaronse as aminas
co reactivo de Dragendorff. Apenas houbo retencién nos dous casos e observouse a
amina de partida de cor laranxa e a mestura de reaccién incolora (ainda que deixando

un rastro moi tenue no bordo), o cal é indicativo de que houbo reaccién.

Extraéronse unhas gotas da disolucién para espectrometria de masas de ESI
positivo (Anexo VIII.1), obténdose os resultados ao cabo de 48 horas. Tamén se
practicou espectrometria de masas de ESI negativo, con valores absolutos de
intensidade moi reducidos indicativos de que non se formaron aniéns (Anexo VIIL.2).

Detivose a reaccién e apreciouse que no transcurso desas 48 horas a mestura de
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reaccion pasou de incolora a amarelo limén. Filtrouse a mestura de reaccion,
concentrouse en rotavapor, fixéronse 3 extraccions con CHCIs:H2O en proporcion 3:1
(v:iv) e eliminouse a auga residual da fase organica con NaxSOs. Tras filtrar e
concentrar no rotavapor obtivose un aceite ambar claro e pouco viscoso. Os espectros
de RMN 'H, RMN 3C e RMN "*C DEPT (melloramento sen distorsién por transferencia
de polarizacion, polas siglas en inglés) sinalan un exceso de tBu e -CH,-, indicio de

tert-butil-2-bromoacetato sobrante.

O produto purificouse mediante MPLC en fase normal con columna de alumina
neutral de 40-60 pm de tamano de particula e fase moébil variable desde CH.Cl, ata
CH.Cl:MeOH 90:10 (v:v). Fixose seguimento da cromatografia detectando a
dispersion da luz como absorcion no UV-Vis (A = 200-400 nm). A partir dos espectros
de RMN 'H seleccionaronse as fraccions que contifian exclusivamente o produto de
interese, levaronse a sequidade, quedando un precipitado de cor abrancazada, e

caracterizouse o produto (0,1862 g; 0,34 mmol; rendemento: 28%).

Espectrometria de masas (ESI*): m/z (1%): 543,3625 (100) [C2sHs1N2Os]".
Espectroscopia de infravermello (ATR, 7 [cm™]): 1738; 1713 v(C=0). RMN 'H (500
MHz, CDCls) & 3,41 (s, 8H); 2,30 — 2,18 (m, 2H): 1,76 (b, 4H); 1,44 (s, 36H). RMN *C
(101 MHz, CDCIs) 6 170,8; 81,0; 52,4; 50,3; 34,0; 28,3 (Anexo VIIL.3).

A continuacién procedeuse a hidrolizar L1a para obter o produto L1. Deixouse
reaccionar durante 3 horas en 30 mL de HCOOH:H-0O 1:1 (v:v) a 80 °C en montaxe de

refluxo (Figura 5).

0,
tBuOOCJ \—COOtB 80°C, 3 HOOC COOH
Figura 5. Esquema de reaccion para a obtencion do ligando L1.

A mestura de reaccion adquiriu un aspecto turbio. Lavouse con auga varias
veces para eliminar o acido férmico e liofilizouse, quedando un sdélido branco e
laminado (0,1709 g; 0,34 mmol; rendemento: 99%).

Anadlise elemental: 41,94% C; 5,45% H; 8,03% N. Os valores calculados para
C12H12N20s5-0,5H20:0,75HCOOH son 42,33% C; 5,71% H; 7,74% N. Espectrometria
de masas (ESI): m/z (1%): 317,0990 (100) [C12H17N2QOg]. Espectroscopia de
infravermello (ATR, o [cm™]): 1731; 1626 v(C=0). RMN 'H (500 MHz, D0, pH 1,70) §
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3,95 (s, 8H); 3,87 (t, 3J = 8,1 Hz, 2H); 2,78-2,72 (m, 4H). RMN "3C (126 MHz, D,O, pH
1,70) 5 169,1; 54,2; 52,3; 29,8 (Anexo VIII.4).

IV.5. Sintese de L2

Para a sintese de L2, pesaronse 0,2007 g de (1S,3S)-ciclobutano-1,3-diamina
(1,26 mmol) e, para disolvelo en 3,6 mL de MeOH, basificouse con 0,462 mL de N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) (2,65 mmol). Esta solucién engadiuse por goteo mediante
unha montaxe de refluxo a un matraz de fondo redondo con 11 mL de MeOH e 0,240
mL de picolinaldehido (2,52 mmol). A adicion durou 2 horas e ao rematar apreciouse

que a mestura de reaccion pasou dunha cor marrén alaranxada a marrén escuro.
N/ \ N N/ \ \ N
1. DIPEA, MeOH ~ /'\\ / 2 NaBH, MeOH . /
H2N><>—NH2
/
\/g \N><><N/ HN><><NH
o X
~ N

Figura 6. Esquema de reaccion para a obtencién do intermedio L2a.

Unha vez arrefriada, e co matraz nun bafio de xeo, engadironse aos poucos
0,0576 g de NaBH4 e, tras observarse que non todo o produto quedou retido en
cromatografia de capa fina en alimina con MeOH:CH.Cl> 1:10 (v:v), engadironse
outros 0,0311 g de NaBH4 (2,34 mmol en total), apreciandose nas duas adicions unha
tenue formacién de burbullas (Figura 6). Ao evaporarse o disolvente, observouse que
como resultado da reaccién se obtivo un sélido branco (previsiblemente compostos
borados) e outro vermello escuro. Separaronse os boratos resultantes do intermedio
de interese (1S5,3S)-N1,N3-bis(piridin-2-iimetil)ciclobutano-1,3-diamina (L2a) mediante
decantaciéon, empregando 50 mL dunha disolucién de KOH (pH = 10,7) como fase
acuosa e 30 mL de CHCIs; como fase organica, observandose que a inferior (organica)
adquiria unha tonalidade vermella. Tras eliminar a auga residual da fase organica con
NaSOys, filtrar e eliminar o disolvente obtivose un sélido marron (0,2183 g; 0,81 mmol;
rendemento: 64%). Ao disolver o produto en CHCI; e practicar unha cromatografia de
capa fina de alumina con CH2Cl>:MeOH 95:5 (viv) como eluinte, observouse unha

longa cola, que poderia estar relacionada con impurezas.

Espectrometria de masas (ESI"): m/z (1%): 269,1756 (24,81) [C1sH21N4]".
RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 8,52 (d, 3J = 3,0 Hz, 2H); 7,60 (td, *J = 1,8 Hz, 3J = 7,7
Hz, 2H); 7,30 — 7,21 (m, 2H); 7,16 — 7,07 (m, 2H); 3,80 (s, 4H); 3,06 — 2,89 (m, 2H);
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2,63 — 2,46 (m, 2H); 2,11 (b, 2H); 1,54 — 1,34 (m, 2H). RMN *3C (75,5 MHz, CDCls) §
159,9; 149,4; 136,6; 122,4; 122,0; 52,9; 47,2; 39,4 (Anexo VIILS5).

Para a sintese do intermedio di-tert-butil 2,2’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-
diil)bis((piridin-2-iimetil)azanodiil))diacetato (L2b) (Figura 7), engadiuse por goteo en
atmosfera inerte de argon unha solucion de tert-butil-2-bromoacetato (0,3173 g; 1,63
mmol) en 5 mL de CH3CN seco a unha solucidén que contifia o intermedio L2a obtido
na etapa anterior e 0,5621 g de K>CO3 (4,07 mmol) en 20 mL de CH3CN. Deixouse
reaccionar ata o dia seguinte axitando a temperatura ambiente. De novo, observouse
unha cola longa ao practicar unha cromatografia nas mesmas condicions. Filtrouse o
carbonato e concentrouse a sequidade, obténdose un aceite marrén escuro. En
espectrometria de masas de ESI positivo non se observaron restos de L1a e obtivose

un espectro de RMN "3C cos sinais de interese claros.

0]

/ \ _ Br\)J\OJ< </j\>_\ \_
O 0z T (0
=N HN—<><NH N KGO0 CRCN 5 00—/ \—cooteu

Figura 7. Esquema de reaccion para a obtencion do intermedio L2b.

Espectrometria de masas (ESI*): m/z (1%): 497,3114 (100) [C2sH41N4O.]*.
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 8,52 — 8,49 (m, 2H); 7,62 (td, *J = 1,8 Hz, 3J = 7,6 Hz,
2H); 7,49 (d, 3J = 7,8 Hz, 2H); 7,14 — 7,09 (m, 2H); 3,87 (s, 4H); 3,20 (s, 4H); 3,17 -
3,10 (m, 2H); 2,25 — 2,15 (m, 2H), 1,74 — 1,64 (m, 2H); 1,43 (s, 18H). RMN "*C (101
MHz, CDCls) § 170,8; 159,9; 149,1; 136,5; 123,4; 122,0; 81,0; 57,2; 52,7; 50,9; 34,3;
23,3 (Anexo VIIL.6).

A continuacion procedeuse a hidrolizar L2b para obter o ligando L2 (Figura 8).
Para este proposito, deixouse reaccionar durante 24 horas en 40 mL de HCOOH:HO
1:1 (v:v) a 80 °C en montaxe de refluxo. Lavouse con auga varias veces para eliminar
0 acido férmico, purificouse o produto por MPLC en fase reversa (C18AQ - 6 @)
(H20:CH3CN) e liofilizouse. O produto tifia o aspecto dun soélido marrén (0,1417 g; 0,37

mmol; rendemento: 45%).

/ \ /_Q HCOOH/H,0 (1:1) G_\ \ /
=N Ne—(  >—=N N 0 N N—<><N )
Bu00C—/ \—cootsu 80°C, 24h Hooc—/

Figura 8. Esquema de reaccion para a obtencion do ligando L2.

Espectrometria de masas (ESI’): m/z (1%): 383,1725 (100) [C20H23N4O4]".
Espectroscopia de infravermello (ATR, 7 [cm™]): 1716 v(C=0); 1623 e 1591 v(C=N)/
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u(C=C). RMN "H (500 MHz, D0, pH 4,33) & 8,61 (d, 3J = 5,1 Hz, 2H); 8,07 (td, “J = 1,7
Hz, 3J = 7,8 Hz, 2H); 7,66 — 7,61 (m, 4H); 4,40 (s, 4H); 3,71 — 3,63 (m, 2H); 3,58 (s,
4H); 2,52 — 2,44 (m, 2H); 2,21 — 2,13 (m, 2H). RMN *C (126 MHz, D;0, pH 4,33) §
172,3; 150,5; 147,0; 140,9; 125,8; 125,3; 56,4; 54,3; 51,8; 31,3 (Anexo VIIL7).

IV.6. Estudo potenciométrico

Levaronse a cabo valoraciéns potenciométricas nunha cela de dobre parede a
través da que se fixo circular auga a 25 °C. O interior da cela homoxeneizouse cunha
barra magnética e empregouse unha bureta automatica Crison microBu 2030 cunha
xiringa de 2,5 mL para engadir valorante. A diferenza de potencial, E, rexistrouse
empregando un pH-metro Crison micropH 2000 conectado a un eléctrodo de vidro
(Radiometer pH2G211) e un eléctrodo de referencia (Radiometer REF201). Axustouse

a forza idnica, /, de todas as disolucions utilizadas con NaCla /=0,15 M.

Para poder determinar a concentracion de protébn en cada punto das
valoraciéns potenciométricas compre levar a cabo un calibrado do sistema electrédico.
Para iso midese a diferenza de potencial, E, de disoluciéns de concentracion de
protdns cofecida, [H*], xa que ambas cantidades se relacionan mediante a ecuacion
de Nernst (E = E® + s log [H*]) e asi poden determinarse o potencial formal, E%, e a
pendente, s. Con estes parametros e a diferenza de potencial dunha disolucion
calquera podese determinar a concentracion de protdéns desa disolucién sempre que /

e T se mantenan.

Para o calibrado valorouse HPOs* con HCI, dado que se cofiecen as
constantes do acido fosférico. Asi, calculanse as concentracions de proton e
obtéfiense os parametros de calibrado (30).

300
200
100

0
0,5 1 1,5 2 2,5 3

E (mV)

-100
-200
-300

-400
V HCI 0,1 M (mL)

Figura 9. Valoracion potenciométrica de 4,06:10-% mol L1 con HCI 0,1 M partindo de medio basico e dun
volumen de 12,1 mL. /=0,15 M NaCl; T = 25 °C.
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Para a determinacion das constantes de protonacion de L1 realizouse unha
valoracién con NaOH do ligando en medio acido, e duas con HCI do ligando en medio
basificado con NaOH (exemplo na Figura 9). No caso de L2 fixose unha unica
valoracién con HCI. Para a determinacion das constantes de complexacion engadiuse
a relacion estequiométrica de Mn?* ao ligando en medio acido a fin de evitar a
formacion de precipitados como o Mn(OH). e valorouse con NaOH. O diagrama de
Pourbaix que se amosa na Figura 10 indica que o cation Mn?* ¢ moderadamente
acido, precipitando en forma de hidréoxido a pH proximo a 7. Dada a insolubilidade do
hidroxido, as valoracions de pH realizadas na presenza de Mn?* non poden comezar a
pH basico. Este proceso levouse a cabo duas veces para MnL1 e unha para MnL2. As
valoraciéns tardaron en completarse entre 1 hora e 2,5 horas, acadandose o equilibrio

de L1 e L2 en poucos segundos tras a adicion de valorante.

E (V)

Mn(OH),
Mn(OH);

Mn

| | 1 1T T 1T 1T 1T 1T 11
Q2 1 0 12 3 4 35 & 7 £ 9 10 11 12 13 14 13 16
pH

Figura 10. Diagrama de Pourbaix do Mn a 25 °C.

Dado que a partir da analise elemental se puido determinar a presencia de
acido férmico no produto, valorouse o acido férmico co obxectivo de incluilo como un
pK cofecido no calculo das constantes. A partir das valoracions potenciométricas e
usando os parametros de calibrado determinaronse as constantes empregando o

programa Hyperquad (31).
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IV.7. Estudo espectrofotométrico

Dada a absorbencia no espectro UV-Vis que lle confiren os aneis aromaticos a
L2, as constantes de protonaciéon de L2 e de complexacion de MnL2 foron tamén
determinadas mediante o método espectrofométrico, o que permite comparar valores
co método potenciométrico. A forza idnica axustouse a / = 0,15 M con NaCl. As
medidas tomaronse a 25 °C nun espectrofotdmetro Uvikon-XS (Bio-Tek Instruments)
de dobre feixe, seleccionandose o rango de 230 a 290 nm de lonxitude de onda como

o intervalo de traballo.

Para iso, prepararonse cubetas de cuarzo con paso 6ptico de 1 cm con L2 a
distintos pH a partir da adicion de HCI ou da preparacién de tampons acético/acetato,
fosfato/hidroxenofosfato, hidroxenofosfato/dihidroxenofosfato, boérax/acido clorhidrico
ou bdérax/hidroxido sddico. Deste xeito rexistraronse os espectros de absorbencia a 42
pH diferentes no intervalo 1,6 a 9,3. O tratamento dos datos fixose co software HySS
(32).

Para a determinacion da constante de complexacion prepararonse 17 cubetas
con L2, Mn e tampon acético/acetato a distintos pH no intervalo 3,3 a 6,9, posto que
en medio moi acido os proténs compiten co Mn polo ligando facendo desprezable a
cantidade de complexo que se forma e en medio moi basico o equilibrio desprazase no
sentido oposto cara a formaciéon completa de MnL2. En todos os casos agardouse

varios minutos para tomar as medidas para que se acadase o equilibrio.
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V.RESULTADOS E DISCUSION

V.1 Contribucién dos motivos estruturais dos ligandos a estabilidade dos

complexos de Mn(ll)

Para o calculo computacional dunha expresiéon matematica que relacione o
equilibrio dos complexos de Mn?" coa estrutura dos ligandos, estes foron
parametrizados de acordo con descritores estruturais correspondentes cos grupos

dadores de carga que puidesen coordinar co centro metalico.

Taboa 3. Significado das abreviaturas para os descritores estruturais empregados no presente traballo.

Abreviatura Significado

NR: nitréxeno dador non macrociclico

AH: - CH2- Amida primaria

ARH - CH2 - Amida secundaria

AR2 - CH2 - Amida terciaria

OH hidroxilo

Phe 2-metilfenol

PheNO2 2-metil-4-nitrofenol

PheOMe 2-metil-4-metoxifenol

C - CH2- COCH

Ca - CRH - COOH (monosubstituido en alfa)

Pho metilfosfonato

Phosphi metilfosfinato

Pic acido 2-picolinico

Py 2-metilpiridina

Sulph etilsulfonamida

Alken* espazador etilo alquilado nun carbono

Prop* espazador etilo substituido por propilo

But* espazador etilo substituido por ciclobutilo

Cy* espazador etilo substituido por ciclohexilo

NR20* osixeno dador en substitucién dun nitréxeno macrociclico
An* o nitréxeno dador forma parte dun grupo anilina

NPy* 0 nitréxeno dador forma parte dun anel de piridina

Amd* substitucion dun nitréxeno aminico por un nitréxeno amidico nun macrociclo
Im* substitucion dun nitréxeno aminico por un nitréxeno iminico nun macrociclo

Nos datos recadados incluironse constantes de catro familias de macrociclos:
0s pentaazamacrociclos derivados do 15-ane-N5 (1,4,7,10,13-
pentaazaciclopentadecano), os tetraazamacrociclos derivados do cicleno (1,4,7,10-
tetraazaciclododecano), os triazamacrociclos derivados do TACN (1,4,7-
triazaciclononano) e os pseudomacrociclos da familia de AAZ (6-amino-6-
metilperhidro-1,4-diazepina). Empregaronse, respectivamente, as abreviaturas Ag, A1,
A5 e Asaz para as contribucions a estabilidade dos complexos de Mn?* ponderadas.
Na Taboa 3 recdllense as abreviaturas dos descritores estruturais empregados.
Aqueles indicados con asterisco correspondense con modificacidbns sobre as
estruturas definidas a partir dos descritores previos, isto €, se nun ligando derivado do

cicleno un dos N dadores foi substituido por un O, empregaranse os descritores Az €
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NR:2O, e de maneira equivalente para os ligandos non macrociclicos os descritores 3
NR2 e NR2O indican que o ligando presenta dous N dadores e un O dador en

substitucion do terceiro N.

Deste xeito, empregouse o programa informatico MacromathScientist para
calcular as constantes que permitan predicir a estabilidade dos complexos de Mn?*

segundo a expresiéon matematica seguinte:
logKyn, = Xin; - AlogK; + Ay,

Onde n; indica o niumero de repeticions dun motivo ou modificacién estrutural e
K; a constante asociada ao motivo ou modificacidon calculada polo programa
informatico MacromathScientist. O segundo termo, Ay, , correspéndese coa

constante asociada ao macrociclo se é o caso.

V.1.1 Mesociclos derivados de AAZ

Os mesociclos derivados de AAZ tefien sido amplamente investigados polo seu
potencial uso para IRM como complexos de Gd*". No presente traballo recadaronse
datos de estabilidade termodinamica con Mn?* para os seguintes ligandos (Figura 11).

OH ”
O (6] Oi o] % o]
HN CH N N

OH

£ S v Sl v Sl e O

A1l A2 A3 A4

Figura 11. Estruturas dos ligandos derivados de AAZ (A1-A4) empregados para o calculo computacional.

O ligando heptadentado A3 presenta unha elevada estabilidade (Taboa 4),
namentres que os restantes, hexadentados, presentan valores mais baixos, se ben
resulta de interese que o Mn adoita presentar numeros de coordinacion 6 ou 7 e estes
ligandos deixan unha posicion libre para a coordinacion do Mn?* cunha molécula de

auga, o cal poderia ter utilidade en IRM (33).

Taboa 4. Descritores e estabilidades bibliograficas (log Kvn. exp) e calculadas por MacroMathScientist
(log KwunL calc) para os ligandos derivados de AAZ (A1-A4).

_Ligando Descritores Ref. log KvnL exp log KmnL calc
A1 Amz+3C (33) 11 11,42
A2 Aamz +3C (33) 11,43 11,42
A3 Aaaz +4C (33) 14,19 14,03
A4 Aaaz + 3 Ca (33) 10,67 10,41
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V.1.2 Macrociclos derivados de TACN

Recadaronse datos de estabilidade de 14 ligandos da familia dos
triazamacrociclos derivados de TACN, nos que unha modificacion estrutural habitual &

a substitucion dun atomo de N por un O dador (Figura 12).

OH
2¥0H O2\~0H 0 F’/?SH O:<PH
SO o o 8
NH N N N_\ o N
NH NH_ o HO}/_/N\) H_O>=O H(E{P\\JN A o HO—E\JN\) Wi
o} o °©
B1 B2 B3 B4 BS
o OH OH
?—OH 0=P-OH 0=PH 0=F-OH
HN N/\ N N N/\
L NH [ ( N‘\ /O [ N—\ to [ N—\ 9
e o\) H_c>: © HOP\OH O\) HOPH O\» HOP{ >
> ?‘ O?‘ O
OH OH OH OH
EN/\| 3\:
N N
HO TN N N ‘
. JK oI O
g OH
o
B11 HO B1 3 B14

Figura 12. Estruturas dos ligandos derivados de TACN (B1-B14) empregados para o calculo

computacional.

Se ben os motivos estruturais engadidos aos macrociclos poden acadar valores
altos de estabilidade, coma no caso de B3 (Taboa 5), debe considerarse que esta
familia presenta unha limitacion para a sua estabilidade. De forma xeral pode
establecerse que a maior nimero de atomos dadores que poidan coordinar co Mn?*,
maior sera a estabilidade, pero os complexos derivados destes ligandos non

sobrepasan o indice de coordinacion 6.

Taboa 5. Descritores e estabilidades bibliograficas (log Kwn exp) e calculadas por MacroMathScientist
(log KwunL calc) para os ligandos derivados de TACN (B1-B14).

_Ligando Descritores Ref. log KvnL exp log KmnL calc
B1 Ao (34) 58 6,44
B2 Ag+2C (35) 11,56 11,64
B3 Ag+3 C (36) 14,9 14,25

(37) 16,3 14,25
(37) 14,3 14,25
(38) 14,3 14,25
(39) 15,6 14,25
B4 Ao + 3 Pho (40) 16,6 14,50
B5 Ag + 3 Phosphi (41) 5,32 6,18
B6 Ao + NR20O (42) 3 4,08
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B7 As+NR:O +2C (42) 7,73 9,29
(43) 7,43 9,29
B8 A9 + NR2O + 2 Pho (43) 10,61 9,45
B9 Ag + NR20O + 2 Phosphi (43) 4,3 3,91
B10 Ag + NR20 + 2 Phosphi (43) 4,82 3,91
B11 Ag+2C (44) 9,9 11,64
B12 Ag+2C (44) 10,98 11,64
B13 As+2C (44) 10,15 11,64
B14 Ag + 2 C + Sulph (39) 15,29 14,68
V.1.3 Macrociclos derivados de cicleno
OTOH o -0 Oy-oH OTOH
o} o)
N/_\N/\gH N/—\N/\/g 9y N/—\N/\ﬁH N HN
HO [ j HO [ [ ] [ j
NN N HN NH HN NH N
S \—/l O)\/ N \—//Z
HO o HO 5
C1 C2 C3 C4
O:F?’%H P/O’BH O?,NHZ o C'\Z/NH2 o
(N mN/\\"j\\OH U /83: . N/_\N/\( N/—\N/\(
OH NCONG TR [ ] NH, [ j NH,
HO [N N] HO ] HN S0 N HN N
HO-p N\ _/ Y Ho_‘R\\/N HN Jr LJ’Z O)\/
O o-PP e} HN"S
HO
C5 Ccé6 Cc7 ot}
i?/OH Oy-0H @ \ /,\{ o
o o \
/N >\( ?//—\ — N N
NOONS o [N Ni\gH N N/\‘g z;N/—\N/\«
SN N SN N [ ] [ j ©
o)\< \_/’l/ O)\/ @\JNL/N NH HN
HO™ % OH 0=~
/
03] C10 Cc1 C12
H
) o
OH (o] H
TN/_\N/\\ 0o Z;N/_\N/WN@ o N HN_o o r\m o
PSS G G M A S Y G g
NN NH HN
o)’\/ \_//l Q —/ o \:.;/l o}\/ ~ o)
HO ™ (. o}
C13 C14 C15 C16
o o) o o) OTOH
o
b B Y NERY
HO ] OH HO [ ] OH OH
ol Jam o owl Je ()
PR G O S
C17 Cc18 C19

Figura 13. Estruturas dalguns ligandos derivados do cicleno (C1-C19) empregados para o calculo

computacional.
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Os tetraazamacrociclos son o grupo de macrociclos mais estudados como
ligandos para o Mn?*, recadandose constantes de estabilidade de 32 estruturas

diferentes (Figura 13).

Unha das variacions estruturais mais frecuentes é a substitucion dun dos
nitroxenos do anel por un nitroxeno piridinico (Figura 14), o que conforma a familia

dos derivados concretamente de pyclen (C20).

= = = =

R X A

A
N N N N
NH HN NH HN N HN
N N N o N
OH
OH OH
/P/OH
=
[¢] “on

Cc20 c2 c22 c23

/ = 7
, | , | , |
NH HN NH HN NH HN
C30 C31 C32

Figura 14. Estruturas dalguns ligandos derivados do cicleno (C20-C32) empregados para o calculo

computacional.
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Se ben esta substitucion pode incrementar lixeiramente a estabilidade (Taboa
6), debe considerarse que ese N non admite a adicion doutros motivos estruturais,
como os acidos carboxilicos que outorgan a C1 unha das estabilidades mais elevadas
atopadas na bibliografia, o que suxire que o Mn?* pode estar coordinando con todos os
nitroxenos do anel e mais cos catro brazos carboxilicos, adoptando un indice de
coordinacién 8. Recentemente atopouse evidencia experimetal de que, polo menos no

estado solido, o complexo de C1 é efectivamente octacoordinado (45).

Taboa 6. Descritores e estabilidades bibliograficas (log Kun. exp) e calculadas por MacroMathScientist
(log KunL calc) para os ligandos derivados de cicleno (C1-C32).

_Ligando Descritores Ref. log KvnL exp log KmnL calc
C1 Ai2+4C (46) 19,44 20,29
(46) 19,44 20,29
(47) 19,89 20,29
(48) 19,33 20,29
(49) 20,202 20,29
c2 A2+3C (46) 19,43 17,68
(47) 19,4 17,68
(48) 19,34 17,68
C3 Ai2+2C (50) 15,68 15,08
(50) 15,22 15,08
(47) 16,13 15,08
C4 A2+2C (51) 14,66 15,08
(50) 14,64 15,08
(50) 15,07 15,08
(47) 14,54 15,08
C5 A12 + 4 Pho (52) 18,98 20,62
cé A2 + 3 Pho (52) 17,45 17,93
c7 A1z + 4 AH (52) 11,96 11,66
(03] A1z + 3 AH2 (52) 11,69 11,21
C9 A12 + 4 Cq (52) 18,37 18,94
c10 A1z +3C+OH (47) 17,89 17,95
c11 A1z + 2 AR2 (53) 11,54 11,97
c12 A1z + 2 AR2 (54) 10,72 11,97
(48) 12,64 11,97
Cc13 A2 + 3 Ca + Sulph (46) 20,1 19,70
c14 A1z + 2 ARH (55) 10,72 11,50
C15 A1z +2C+2Amd (56) 5,07 6,67
C16 A2 +2 C + 2Amd + Prop (56) 5,1 3,50
c17 A2 +4 C + Prop (49) 16,74 17,12
c18 Az +4 C+ 2 Prop (49) 11,272 13,95
c19 A2 +3 C+ NR20 (57) 16,09 15,33
(52) 13,88 15,33
C20 A12 + NPy (58) 8,81 10,24
c21 A12 + NPy + Pho (59) 14,06 12,93
C22 A2+ NPy +C (59) 11,54 12,84
c23 Az +NPy+2C (60) 15,53 15,45
C24 Az +NPy+2C (60) 17,09 15,45
C25 Az +NPy+3C (61) 18,59 18,05
(52) 16,83 18,05
(46) 16,64 18,05
C26 A1z + NPy +2C + NRz (62) 19,01 16,77
c27 A1z + NPy + 3 AH2 (52) 11,94 11,58
(46) 11,78 11,58
Cc28 A1z + NPy + 3 AR2 (52) 14,05 13,38
C29 A2 + NPy + 3 ARH (52) 13,2 12,68
C30 A2 + NPy + Prop (58) 7,29 7,07
C31 A2 + NPy + 2 Prop (58) 5,477 3,90
C32 A2 + NPy + 2 Prop (58) 3,7 3,90
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V.1.4 Macrociclos derivados de 15-ane-N5

Os macrociclos derivados de 15-ane-N5 favorecen a formacién de complexos
heptacoordinados con Mn?*, o que resulta nunha esfera de coordinaciéon en forma de
bipiramide pentagonal na que os nitréxenos do macrociclo se dispofien no plano

ecuatorial, quedando as duas posiciéns perpendiculares libres (63). Na Figura 15

reproducense as estruturas dos 17 ligandos empregados no calculo.

Figura 15. Estruturas dos ligandos derivados de 15-ane-N5 (D1-D17) empregados para o calculo

computacional.

Estes ligandos presentan estabilidades xeralmente menores caos
tetraazamacrociclos estudados (Taboa 7). De xeito preliminar a comparaciéon das
contribucions asociadas aos macrociclos, debe terse en conta que, se ben os ligandos
D14-D17 presentan modificacions estruturais no anel, ningun dos

pentaazamacrociclos estudados dispén de grupos funcionais engadidos que poidan
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incrementar a estabilidade debida ao anel, a diferenza dos ligandos estudados no

grupo dos derivados do cicleno.

Taboa 7. Descritores e estabilidades bibliograficas (log KwnL exp) e calculadas por MacroMathScientist
(log KunL calc) para os ligandos derivados de 15-ane-N5 (D1-D17).

_Ligando Descritores Ref. log KmnL exp log KwmnL calc

D1 Ass (64) 10,55 10,93

(65) 10,85 10,93
D2 Ass (65) 11,02 10,93
D3 Ass (65) 11,09 10,93
D4 Ais (65) 10,19 10,93
D5 A1s (65) 11,09 10,93
D6 A1s (65) 11,65 10,93
D7 Ais (65) 10,74 10,93
D8 Ass (65) 10,19 10,93
D9 Ass (65) 10,46 10,93
D10 Ass (65) 10,88 10,93
D11 Ass (65) 11,97 10,93
D12 Ass (65) 10,93 10,93
D13 A1s (65) 11,48 10,93
D14 A1s + NPy (65) 11,64 11,30

(66) 11,12 11,30

(64) 10,89 11,30

(66) 11,12 11,30
D15 A1s + NPy (67) 10,96 11,30

(66) 11,46 11,30
D16 A1s + NPy + 2Im (67) 10,5 10,90

(66) 10,5 10,90
D17 Ais + NPy + 2NR20 (64) 7,18 6,58

V.1.5 Ligandos non macrociclicos

A fin de obter unha correlacion entre descritores estruturais e constantes de
equilibrio que abranguese un intervalo amplo, incluironse ligandos de baixa
estabilidade como por exemplo diversos aminoacidos (E3-E7;E9-E12) cuxas

estruturas estan recollidas na Figura 16.
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Figura 16. Estruturas dalguns ligandos non macrociclicos (E1-E27) empregados para o calculo

E27

computacional.

Con todo, e dado que o propésito do presente traballo esta enfocado cara a
utilidade practica para IRM, a meirande parte dos ligandos non macrociclicos
empregados tefien interese desde este punto de vista, particularmente aqueles da
familia de NTA (E17) ou EDTA (E28).
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Figura 17. Estruturas dalguns ligandos non macrociclicos (E28-E42) empregados para o calculo

computacional.
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Algunhas das modificacions mais frecuentes son a alquilacién do espazador
etilo (E29-E33) ou a sua substitucion por propilo (E51-E52), ciclobutilo (E40-E42) ou
ciclohexilo (E34-E36; E47-E50), como pode observarse na Figura 17 e na Figura 18.
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Figura 18. Estruturas dalguns ligandos non macrociclicos (E43-E54) empregados para o calculo

computacional.

Tamén se recompilaron constantes de varios ligandos con apéndices
picolinicos (E61-E66) (Figura 19).
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Figura 19. Estruturas dalguns ligandos non macrociclicos (E55-E66) empregados para o calculo

computacional.
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Estes ultimos amosan constantes de equilibrio altas que se aproximan as dos
derivados de EDTA e que indican unha contribucién elevada a estabilidade dos
complexos derivados de Mn?* por parte dos grupos picolinato que actian como
dadores bidentados (Taboa 8).

Taboa 8. Descritores e estabilidades bibliograficas (log KwnL exp) e calculadas por MacroMathScientist
(log KunL calc) para os ligandos non macrociclicos (E1-E66).

Ligando Descritores Ref. log KwnL exp log KmnL calc
E1 NR2 + OH (68) 0,81 1,59
E2 NR2 + Pho + 2 OH (69) 4,61 4,53
E3 NRz + C (70) 2,8 3,93

(71) 2,6 3,93
E4 NRz2 + C (72) 2,5 3,93
(72) 3,02 3,93
E5 NRz2 + C (73) 2,49 3,93
E6 NRz2 + C (72) 2,5 3,93
(72) 2,89 3,93
E7 NRz2 + C (72) 2,58 3,93
E8 NR2 + C + Pho (74) 55 6,62
E9 NRz2 + C (75) 2,73 3,93
E10 NRz + C (75) 2,85 3,93
E11 NRz2 + C (75) 3,14 3,93
E12 NRz2 + C (72) 3,32 3,93
(72) 3,00 3,93
E13 NR2+2C (74) 4,72 6,53
E14 NRz2 +2 P (74) 6,26 6,70
E15 NRz2 +2 P (76) 6,94 6,70
E16 NRz2 +2 P (76) 6,54 6,70
E17 NRz2+3C (72) 7,27 9,14
(53) 7,44 9,14
E18 NRz2 +2 C + AH2 (77) 4,72 6,98
(72) 4,93 6,98
E19 2NR2+C (77) 3,63 5,25
E20 2 NR2 + 2 Pic (78) 10,63 11,82
E21 NR2+Py+2C (72) 7,05 7,16
(72) 7,06 7,16
E22 NRz2+Py+2C (79) 6,6 7,16
E23 NRz + Pic+2C (80) 9,59 11,12
E24 2NRz2+2C (72) 7,05 7,86
E25 2NRz2+2C +2Phe (81) 14,78 13,82
E26 2NR2+2C +2Phe (82) 12,56 13,82
E27 2NR2+2C +2Phe (83) 15,1 13,82
E28 2NR2+4C (84) 13,88 13,06
(85) 12,46 13,06
(86) 12,61 13,06
(72) 14,04 13,06
E29 2NRz2 +4 C + Alken (87) 15,28 15,40
E30 2NR2 +4 C + Alken (72) 15,59 15,40
E31 2NR2 +4 C + Alken (72) 15,60 15,40
E32 2NR2 +4 C + Alken (72) 15,51 15,40
E33 2NR2 +4 C + Alken (87) 15,31 15,40
E34 2NR2+4C+Cy (88) 13,8 15,33
E35 2NR2+4C +Cy (85) 14,32 15,33
(72) 17,48 15,33
E36 2NR2+4 C +Cy (89) 14,19 15,33
(90) 14,69 15,33
(91) 16,78 15,33
(88) 16,78 15,33
E37 2NR2+4C+2An (72) 11,4 11,46
(92) 11,79 11,46
(93) 11,37 11,46
E38 2NR2+3C +Ca (84) 13,5 12,73
E39 2NR2+2C +2Cq (84) 13,8 12,39
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E40 2NRz + 4 C + But (94) 10,26 11,61
E41 2 NR2 + 3 C + But + AR? (94) 14,71 10,06
E42 2NR2+2C +But+2AR: (94) 15,81 8,50
E43 2NR2+ 3 C + OH (95) 11,41 10,72
E44 2NR2 + 3 C + Phe (86) 13,07 13,45
E45 2 NR2 + 3 C + PheOMe (86) 13,32 12,83
E46 2 NR2 + 3 C + PheNO2 (86) 11,29 11,34
E47 2NR2+3C + Cy + Phe (86) 14,16 15,71
E48 2 NR2 + 3 C + Cy + PheOMe (86) 14,61 15,10
E49 2 NR2 + 3 C + Cy + PheNO2 (86) 13,66 13,61
E50 2NR2+3C+Cy+Py (96) 14,14 13,36
E51 2 NR2 + 4 C + Prop (72) 9,99 9,90
E52 2 NR2 + 4 C + Prop (97) 10,97 9,90
E53 4 NR; (72) 4,90 5,30
E54 5 NR2 (98) 6,55 6,62
E55 3 NR2 + 3 NPy (72) 4,44 5,08
E56 3NR2+ 3 C + NPy (92) 11,97 12,15
E57 3NR2+4 C + NPy (92) 14,13 14,76
E58 3NR2+4 C + NPy (92) 13,89 14,76
E59 3NR2+4C (72) 15,6 14,39

(72) 15,2 14,39

(99) 15,13 14,39

(100) 15,5 14,39

(101) 15,6 14,39

(72) 15,78 14,39
E60 3NR2+4 C + NR20 (102) 13,57 12,03
E61 NR: + 2 Pic (78) 10,13 10,50
E62 NRz + 2 Pic + C (54) 13,19 13,10
E63 NR: + 2 Pic + An (54) 9,55 9,70
E64 NR2 + 2 Pic + Sulph (39) 13,53 13,53
E65 NR: + 2 Pic (78) 11,6 10,50
E66 NR: + 2 Pic (78) 10,99 10,50

V.1.6 Calculo computacional

A partir da base de datos bibliograficos exposta, obtivéronse os parametros que
permiten predicir a estabilidade dos complexos de Mn?* substituindo os seus valores
na expresion logKyy,, = Xin; - AlogK; + Ay, (Taboa 9).

Taboa 9. Parametros obtidos para o calculo da estabilidade termodinamica de complexos de Mn2* en
funcion dos motivos estruturais dos ligandos.

Descritor Valor da constante Desviacion estandar
Aanz 3,61 0,60
Ao 6,44 0,32
A1z 9,87 0,29
Ais 10,93 0,24

Descritor Valor de log Ki Desviacién estandar
NR: 1,32 0,12
AH:2 0,45 0,17
ARH 0,81 0,31
ARz 1,05 0,26
OH 0,26 0,41
Phe 2,98 0,29
PheNO:2 0,88 0,77
PheOMe 2,37 0,77
(o8 2,60 0,08
Ca 2,27 0,17
Pho 2,69 0,16
Phosphi -0,08 0,29
Pic 4,59 0,21
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Py 0,63 0,54
Sulph 3,03 0,64
Alken 2,34 0,51
Prop -3,17 0,28

But -1,45 0,66

Cy 2,26 0,35
NR20 -2,36 0,33

An -0,80 0,27
NPy 0,37 0,22
Amd -4,20 0,39

Im -0,40 0,40

Obsérvase asi o importante efecto para a estabilidade dos complexos que
tefien os macrociclos derivados de cicleno e de 15-ane-N5 e a ideoneidade dos
primeiros, xa que presentan mais posibilidades de adicién de motivos estruturais que
contriblan & estabilidade do complexo e capacidade de acadar un indice de
coordinacion co Mn?* de 8, mentres que o anel 15-ane-N5 non pode exceder a
heptacoordinacion debido a mencionada configuracion espacial que adopta o
complexo en forma de bipiramide pentagonal. Ademais, presenta limitacions para

engadir novos motivos estruturais.

Por outra banda, modificaciéns estruturais como a substitucion de espazadores
de etilo por espazadores de propilo e, especialmente, de nitréxenos aminicos por
amidicos diminden severamente a estabilidade dos complexos (Figura 20). En menor
medida tamén o fan outras modificaciéns como a substitucion de N dadores por O ou
de espazadores etilo por ciclobutilo. A adicion de fosfitos e hidroxilos apenas ten
efecto sobre a estabilidade, en contraste con outros motivos entre os que destacan os
fosfatos, fenois, sulfonamidas e, especialmente, picolinatos. Neste sentido, esta
informacion é de utilidade de cara a investigacion de futuros ligandos que formen
complexos estables, tendo presente para aplicacion en IRM debe considerarse tamén
a basicidade dos ligandos, posto que a pH fisioldxico os proténs poden ter importantes
efectos competitivos, e particularmente os factores cinéticos que non son obxecto de

estudo no presente traballo.
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Figura 20. Contribucion a log KunL dos motivos estruturais estudados.

Para avaliar a robustez da analise, compararonse as constantes de equilibrio
calculadas segundo estes parametros e as experimentais obtidas da bibliografia,
observandose unha excelente correlacion, cun R? de 0,9939. Na Figura 21 obsérvase
como os ligandos non macrociclicos empregados comprenden un amplo rango de
constante de equilibrio, a maioria de derivados de TACN presentan estabilidades mais
ben baixas, os de AAZ e 15-ane-N5 ocupan posicidéns intermedias e diversos ligandos

derivados de cicleno distinguense de todos os demais pola sua elevada estabilidade.

25
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Figura 21. Diagrama de dispersion dos valores bibliograficos de estabilidade para os complexos de Mn?*

(log Kexp) fronte aos valores calculados a partir dos parametros obtidos con MacroMathScientist (log Kcal).
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Este traballo tamén permite detectar datos andémalos e asi inducir posibles
erros nos datos bibliograficos ou indices de coordinacién inesperados para aqueles
datos que se desvien excesivamente. Da matriz de 181 datos, s6 8 se diferencian en
mais de 2 puntos sendo o maximo é de 2,67 para o ligando C18. Isto suxire que, ou
ben o complexo non emprega para a sua formacion todos os motivos estruturais do
ligando tidos en consideracion, ou ben a constante de estabilidade publicada pode ser

incorrecta e debe tomarse con cautela.

V.2 Caracterizacion dos ligandos sintetizados

O rendemento global das sinteses de L1 e L2 foron similares, do 28% e 29%
respectivamente, e débense fundamentalmente & sintese dos intermedios L1a, L2a,
L2b, posto que as ultimas etapas de hidrélise son procesos cun rendemento
practicamente cuantitativo. No caso da hidrélise de L1a para obter L1, do 99%. O
rendemento de etapa de L2b para dar a L2 non se puido determinar e determinouse

na sua vez o de L2a para formar L2, do 45%.

Comprobouse mediante RMN 'H e RMN ™C a formacién dos complexos de
interese, tal e como se pode visualizar nos Anexos. En IR observaronse picos en 1626
e 1731 cm™ no caso de L1 correspondentes coas tensions C=0 dos grupos carbonilo,
asi como unha banda arredor dos 3000 cm™ asociada as tensiéns C-H. Para L2,
observouse un sinal en 1716 cm™ correspondente as tensions C=0, asi como sinais
de 1623 cm™ e 1591 cm™ asociados as tensions C=C e C=N dos aneis piridinicos e,

novamente, unha banda arredor dos 3000 cm™" asociada aos grupos C-H.

Confirmouse tamén con espectrometria de masas (ESI") a formacion de LA,
cun sinal de m/z de 317,0990 correspondente coa férmula quimica empirica
C12H17N20g", € a formacién de L2, cun sinal de m/z de 383,1725 correspondente con
C12H17N20s".

V.3 Estudo termodinamico de L1, L2 e os complexos derivados de Mn(ll)
V.3.1 Estudo potenciométrico

A partir das valoracidbns potenciométricas descritas no procedemento
experimental, determinouse con Hyperquad o valor das constantes de protonacién dos

ligandos L1 e L2, correspondéndose as de L1 coa media das tres valoracions

realizadas (Taboa 10).
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Taboa 10. Constantes de protonacion dos ligandos L1 e L2 obtidas por métodos potenciométricos (/ =
0,15 M NaCl; T = 25 °C).

L1 L2
logk 9,49 £ 0,03 8,08 + 0,02
logk}! 7,17 £0,02 5,92 + 0,04
logkH 2,34 +0,02 2,61+0,2
logp¥ 18,997 16,61

Estes datos indican que L1 é mais propenso a protonarse ca L2, é dicir, mais
basico, o que a pH fisioléxico pode implicar unha maior liberacién de manganeso por
competicion dos proténs. Estes valores tamén reflicten que, como cabe esperar,
conforme se van engadindo protons ao ligando as sucesivas protonacions van
facéndose menos favorables. Nas valoracidns potenciométricas observaronse distintos
saltos de pH, correspondentes coas sucesivas protonacions. Mediante o programa
Hyperquad poden compararse de maneira visual os valores de pH calculado e
experimental das distintas valoracions potenciométricas. Na Figura 22 exemplificase
isto nunha das valoraciéns de L1.

14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
I
o
6,00 -

pH calculado
4,00 -
pH experimental

2,00 -

0,00 T T T T T 1
0,000 0500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
V NaOH 0,094 M (mL)

Figura 22. Comparativa da curva de pH calculada en Hyperquad e os valores de pH medidos durante a
valoracion de 4,00-10-° mol L1 con NaOH 0,094 M partindo de medio &cido e dun volumen de 10 mL. / =
0,15 M NaCl; T =25 °C.

O programa tamén permite visualizar a especiacién ao longo das valoraciéns
potenciométricas, observandose no exemplo anterior como as distintas especies de
ligando L1 van sucedéndose desde a mais protonada (LHs3) ata a completamente

desprotonada a medida que se valora con base (Figura 23).
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Figura 23. Diagrama de especiacion calculado por Hyperquad para as distintas protonacions de L1 (L,
LH, LH2, LH3) durante a valoracion de 4,00-10-° mol L1 con NaOH 0,094 M partindo de medio acido e dun
volumen de 10 mL. /=0,15 M NaCl; T = 25 °C.

En canto & estabilidade termodinamica dos complexos derivados de Mn?*,
determinouse con Hyperquad a partir das valoracions potenciométricas que logKyn1
=10,78 £ 0,04 e logKy1» = 8,80 £ 0,06, 0 que situa os nosos ligandos lonxe dos pK
de entre 15 e 20 observados durante a exploracion bibliografica para moitos derivados
de cicleno, e mais inestables tamén ca outros derivados de EDTA (E28). Isto implica
que os ligandos L1 e L2 non estan entre os mais apropiados para a sua aplicacién en
IRM de acordo cos factores termodinamicos. Porén, debe considerarse a relevancia
doutros factores non estudados no presente traballo coma os cinéticos para avaliar a

suUa idoneidade.

12 4
10 -
()
8 - @) pH experimental
pH calculado
T ¢ - |
Q o/
4 -
2 EZEDOOOOOOOO
0 T : . | | |
0 0,5 1 15 2 25 :

V NaOH 0,094 M (mL)

Figura 24. Comparativa da curva de pH calculada en Hyperquad e os valores de pH medidos durante a
valoracion de 4,00-10-% mol MnL1 con NaOH 0,094 M partindo de medio acido e dun volumen de 16,2 mL.
1=0,15 M NaCl; T =25 °C.
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O axuste do programa pode visualizarse, novamente, comparando os datos de
pH calculados e observados durante as valoraciéns potenciométricas. No exemplo da
Figura 24, valorouse potenciometricamente a formacién de MnL1, observandose un

gran salto de pH no momento da formacion.

V.3.1 Estudo espectrofotométrico

Grazas aos aneis de piridina, L2 puido estudarse mediante o método
espectrofotométrico. Recadaronse 42 medidas a distintos pH no rango de traballo de
230 a 290 nm de lonxitude de onda, observandose un aumento da absorbencia nos pH
mais acidos, é dicir, ao irse protonando L2. Pode observarse un maximo préximo a
260 nm correspondente ao dobre pico desta lonxitude de onda caracteristico das
piridinas (Figura 25). Este pico de absorbencia situase no rango do ultravioleta, o que

se corresponde coa observacion de que as disolucidns preparadas eran incoloras.

medidaa pH =1,6

S

0'40 _—/ medida a pH = 9’3

Absorbencia
o
[e))
o

020 =

230 240 250 260 270 280 290
A (nm)

Figura 25. Espectros de absorcion ultravioleta do ligando L2 obtidos a distintos valores de pH. [L2]iotal =
7,93:10°M; /= 0,15 M NaCl; T= 25 °C.

O software puido diferenciar a contribucién a absorbencia total de cada unha
das especies de L2 mediante a determinacion dos coeficientes de absortividade no

rango das lonxitudes de onda para o que se recolleron os datos (Figura 26).
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Figura 26. Absortividade no ultravioleta calculada para as distintas especies de L2 en funcién do seu grao
de protonacion (L, LH, LH2, LHs).

Asi, a partir das concentracions de cada especie cofecidas aos diferentes pH,
o0 programa puido calcular as constantes de protonacion de L2 mediante o método

espectrofotométrico (Taboa 11).

Taboa 11. Constantes de protonacion do ligando L2 obtidas por métodos espectrofotométricos (/= 0,15 M
NaCl; T =25 °C).

L2
logkf 7,98 + 0,02
logk}! 5,74 0,02
logkZ 2,65 + 0,02
logp¥ 16,37

Estes resultados son congruentes cos obtidos mediante o método
potenciométrico, presentando variacions menores a 0,2 unidades de pK". Pode
visualizarse o axuste que realiza Hyperquad comparando os datos de absorbencia
experimentais para o conxunto das medicions realizadas a unha lonxitude de onda
dada (Figura 27).
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Figura 27. Exemplos a A = 254 nm e A = 264 nm do axuste da curva de absorbencia de L2 calculada en
Hyperquad e os valores de absorbencia medidos a distintos pH. [L2]iotal = 7,93-10°M; / = 0,15 M NaCl; T
=25°C.

No tocante & estabilidade termodinamica dos complexos de Mn?*, tomaronse
16 medidas a diferentes pH a partir de concentraciéns equimolares de Mn?* e L2,
observandose unha diminucién da absorbencia total para os pH mais basicos, € dicir,
aqueles nos que complexo esta formado. Na Figura 28 represéntanse 12 destas
medidas, desbotandose as catro tomadas a pH mais acidos posto que practicamente
non hai complexo formado. A formacion de complexo obsérvase a partir de pH = 3,91,
ata formarse case por completo a pH = 6,91, o que supon que a pH fisioloxico = 7,4 o
complexo esta completamente formado. Obsérvase nos sucesivos espectros que
conforme aumenta o pH se produce un desprazamento do maximo de absorcion,
cofecido como desprazamento batocrémico, por efecto da formacion do complexo, asi
como unha diminucion da intensidade, o que recibe o nome de efecto hipocrémico.

1 -
pH =3,91;

practicamente sé hai
ligando

o
[Ye]
1

e e o
(o)) ~N (o]
1 1 1

pH=6,91; 0
complexo estd
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o
(9]
1

Absorbencia
o o o
N W b
1 1 1

o
-
I

0 T T T T T )
230 240 250 260 270 280 290
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Figura 28. Espectros de absorcion ultravioleta dunha mestura equimolar de Mn?* e L2 obtidos a distintos
valores de pH. [MnZ*]iotal = 9,11:10-5 M; [L2]otal = 8,67-105M; / = 0,15 M NaCl; T = 25 °C.
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Asi, o programa é capaz de diferenciar a contribucién debida a cada unha das
especies presentes no conxunto das medidas: MnL2, e as distintas especies de L2 en
funcién do seu grao de protonacién. Na Figura 29 témase como exemplo a medida
espectrofotométrica para a disolucion preparada a pH = 4,75 e visualizase o refinado

dos datos experimentais realizado mediante Hyperquad.

0,900 - O Datos experimentais
—— Absorbencia total calculada
0,800 -
Absorbencia L calculada
0,700 - —— Absorbencia LH calculada
0,600 - —— Absorbencia LH2 calculada
.g Absorbencia LH3 calculada
c 0,500 - .
2 Absorbencia MnL calculada
% 0,400
o
<
0,300
0,200
0,100
0,000 n T T T T T 1
230 240 250 260 270 280 290

A (nm)

Figura 29. Absorbencia ultravioleta calculada para o complexo MnL2 (MnL), para as distintas especies
derivadas de L2 en funcion do grao de protonacioén (L, LH, LH2, LHs3) e para o conxunto da mestura, en
comparacion dos datos de absorbencia obtidos experimentalmente. [Mn?*Jotal = 9,11:10% M; [L2Jtotal =
8,67:10°°M; /=0,15 M NaCl; T = 25 °C.

A partir das concentracions relativas destas especies aos diferentes pH, o
programa € capaz de determinar a estabilidade termodinamica do complexo,
obténdose como resultado que logKy,.» = 8,82 £ 0,02. Este resultado varia en tan s6
duas centésimas con respecto ao dato conseguido mediante o método
potenciométrico, de maneira que se comproba que os dous métodos ofrecen

resultados moi proximos.

V.3.1 Comparativa cos parametros do estudo bibliografico

Para o estudo bibliografico empregaronse datos de estabilidade termodinamica
de tres ligandos co espazador etilo modificado por un espazador ciclobutilo 1,2-
substituido. Os ligandos sintetizados L1 e L2 desenaronse utilizando, en cambio, un

espazador ciclobutilo 1,3- substituido. Se empregamos 0 mesmo descritor en ambos
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casos, podemos describir o ligando L1 como 2 NR: + But + 4 C, e o ligando L2 como 2
NR:2 + But + 2 C + 2 Py, diferenciandose polo tanto por dous motivos estruturais, de
carboxilo no caso de L1 e de piridina para L2. Asi, puideron calcularse os valores

estimados de pKwun. a partir dos parametros obtidos (Taboa 12).

Taboa 12. Datos de estabilidade termodinamica para L1 e L2 obtidos experimentalmente (log KvnL exp)
mediante métodos potenciométricos (Pot) e espectrofotométricos (Espectr) comparados cos calculados a
partir dos parametros derivados do estudo bibliografico.

log KmnL exp log KwnL calc
L1 Pot 10,78 £ 0,04 11,61
L2 8,80 + 0,06 7,67
Espectr 8,82 £ 0,02 7,67

As predicidns situanse arredor de 1 punto de diferenza de pKwun. calculado con
respecto ao experimental, o cal se atopa dentro do esperable. Destes datos
despréndese que a modificacion do espazador etilo por ciclobutilo 1,2- substituido ou
1,3- substituido non aparenta amosar grandes diferenzas. Por outro lado, os
parametros son capaces de predicir acertadamente unha diminucion da estabilidade
ao substituir dous carboxilos por duas piridinas, se ben a predicién é dunha variacion

de 3,9 puntos de log Kun. fronte & experimental de 2,0.
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VI.CONCLUSIONS

En base aos resultados do presente traballo, pddense extraer as seguintes

conclusions:

- Os ligandos acido 2,2',2”,2"-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis
(azanotriil))tetraacético (L1) e acido 2,2’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis
((piridin-2-ilmetil)azanodiil))diacético (L2) foron sintetizados con éxito con
rendementos do 28% e 29% respectivamente.

- Determinaronse mediante métodos potenciométricos as constantes de
protonacion de L1 e L2 e as constantes de complexacion con Mn?* para os
dous ligandos, asi como as constantes de protonacién e complexacion relativas
a L2 mediante métodos espectrofotométricos, comprobandose
satisfactoriamente unha boa similitude para as obtidas mediante distintos
métodos.

- L1 e L2 amosan estabilidades termodinamicas menores en comparacion con
outros ligandos da sua mesma familia, o que converte esoutros ligandos en
mellores candidatos para a sua aplicacion en imaxe por resonancia magnética
(IRM). Con todo, debe terse en conta a importancia doutros factores non
estudados, fundamentalmente os cinéticos, para avaliar a sua idoneidade.

- A partir dunha ampla procura bibliografica de constantes de estabilidade
termodinamica de complexos derivados de Mn?* obtivéronse parametros que
permiten aproximarse mediante unha férmula matematica ao valor das
constantes de estabilidade de complexos formados a partir de ligandos cos
motivos estruturais estudados.

- Esta analise cuantitativa permite detectar datos anémalos inducindo posibles
erros no calculo das constantes de estabilidade termodinamica ou indices de
coordinacién inesperados.

- Valdrase positivamente o grao de acerto dos parametros obtidos para predicir a
estabilidade dos complexos de L1 e L2.

- De acordo con estas predicions, os espazadores de ciclobutilo 1,3- substituidos
amosaron contribuciéns a estabilidade similares as dos complexos dos

espazadores de ciclobutilo 1,2- substituidos.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados del presente trabajo, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

- Los ligandos acido 2,2',2”,2”’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis
(azanotriil))tetraacético (L1) y acido 2,2’-(((1S,3S)-ciclobutano-1,3-diil)bis
((piridin-2-ilmetil)azanodiil))diacético (L2) han sido sintetizados con éxito con
rendimientos del 28% y 29% respectivamente.

- Se determinaron mediante métodos potenciométricos las constantes de
protonacion de L1y L2 y las constantes de complejacion con Mn?* para los dos
ligandos, asi como las constantes de protonacion y complejacion relativas a L2
mediante métodos espectrofotométricos, comprobandose satisfactoriamente
una buena similitud para las obtenidas mediante distintos métodos.

- L1y L2 muestran estabilidades termodinamicas menores en comparacion con
otros ligandos de su misma familia, lo que convierte a estos ultimos en mejores
candidatos para su aplicacion en imagen por resonancia magnética (IRM). Aun
asi, debe tenerse en cuenta la importancia de otros factores no estudiados,
fundamentalmente los cinéticos, para evaluar su idoneidad.

- A partir de una amplia busqueda bibliografica de constantes de estabilidad
termodinamica de complejos derivados de Mn?* se han obtenido parametros
que permiten aproximarse mediante una férmula matematica al valor de las
constantes de estabilidad de complejos formados a partir de ligandos con los
motivos estructurales estudiados.

- Este analisis cuantitativo permite detectar datos anémalos induciendo posibles
errores en el calculo de las constantes de estabilidad termodinamica o indices
de coordinacioén inesperados.

- Se valora positivamente el grado de acierto de los parametros obtenidos para
predecir la estabilidad de los complejos de L1y L2.

- De acuerdo con estas predicciones, los espaciadores de ciclobutilo 1,3-
sustituidos han mostrado contribuciones a la estabilidad similares a las de los

complejos espaciadores de ciclobutilo 1,2- sustituidos.
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CONCLUSIONS

Based on the results of the present report, the following conclusions can be

drawn:

- The ligands 2,2',2”,2""-(((1S,3S)-cyclobutane-1,2-diyl)bis(azanetriyl))tetraacetic
acid (L1) and 2,2-(((1S,3S)-cyclobutane-1,3-diyl)bis((pyridin-2-ylmethyl)
azanediyl))diacetic acid (L2) were successfully synthetized with 28% and 29%
yields, respectively.

- Protonation constants of L1 and L2 and its complexation constants with Mn?*
were determined through potentiometric methods, as well as protonation and
complexation constants regarding L2 through spectrophotometric methods, with
satisfactory agreement between de values obtained through different methods.

- L1 and L2 show lower thermodynamic stabilities compared to other ligands of
their same family, which makes the latter better candidates for their application
in magnetic resonance imaging (RMI). Nonetheless, the importance of other
non-studied factors, mainly kinetic ones, should be considered in order to
assess their suitability.

- Starting from a wide literature research of thermodynamic stability constants of
complexes derived from Mn?*, we obtained parameters that allow estimating
through a mathematical formula the values of the stability constants of
complexes formed with ligands containing the studied structural motifs.

- This quantitative analysis allows us to detect abnormal data deducing possible
errors in the calculation of thermodynamic stability constants or unexpected
coordination numbers.

- We value positively the degree of success of the parameters obtained for
predicting the stability of L1 and L2 derived complexes.

- According to these predictions, complexes derived from 1,3-substituted
cyclobutyl spacers have shown similar contributions to the stability regarding

those derived from 1,2-substituted cyclobutyl spacers.
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ANEXOS

VIil.1. Espectrometria de masas de ESI positivo (L1a) antes de purificar
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VIil.2. Espectrometria de masas de ESI negativo (L1a) antes de purificar
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VIll.4. Caracterizacion de L1
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VIIL.5. Caracterizacion de L2a

ANEXOS
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VIIl.6. Caracterizacion de L2b

ANEXOS
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VIII.7. Caracterizacion de L2
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