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1.-INTRODUCCION




Introduccion

El desarrollo de herramientas eficaces para la deteccion sensible de biomoléculas ha
ganado especial importancia en las Gltimas décadas con el fin de ser aplicadas para el

analisis de muestras, principalmente, en los sectores clinico medioambiental y alimentario.

Las mejoras tecnologicas de estos dispositivos son proporcionadas por la
miniaturizacion (reducciéon de las dimensiones de la instrumentacion), automatizacion
(reduccion de la intervencién humana) y simplificacién (reduccion del ndmero y
complejidad de las etapas del proceso analitico), tres tendencias basicas en Quimica
Analitica’.

Reduccién de
la intervencén

humana
[

AUTOMATIZACION

Reduccion de \{/ » Reduccion de
las e_[ MINIATURIZACION J<—> SIMPLIFICACION | — 12 complejidad
dimensiones y n° de etapas

Esquema 1: Relaciones sinérgicas entre tres tendencias de la Quimica Analitica

Estas tendencias no son independientes, sino que estan relacionadas entre si tal y
como se muestra en el esquema 1. Asi, transformar un método manual en automatico casi
siempre implica un aumento en el grado de miniaturizacion y simplificacion; y la
simplificacion de un proceso exige la integracion de mddulos (miniaturizacion) y la

reduccion de la intervencion humana (automatizacion).

De este modo, el uso de tecnologias que incorporan estas tendencias conduce a la
mejora en la calidad analitica de los resultados con una menor participacion del personal
(automatizacion), una disminucion del tiempo y menor coste de analisis debido a la
integracion de diversas etapas del proceso analitico (simplificacion y miniaturizacion),
siendo necesarios menor numero de equipos y volumen de muestra. La sencillez y
portabilidad hacen, por tanto, que personal no cualificado pueda usarlos fuera del

laboratorio resultando mas comodo para el especialista.



Introduccion

Los analizadores, biosensores?®y pTAS”(microsistemas de analisis total) son
avances tecnologicos aplicados en bioanalitica que cumplen algunas o todas las
caracteristicas anteriormente expuestas (rapidez, sencillez, bajo coste y/o portabilidad)
siendo claros ejemplos de las tendencias comentadas de automatizacion, simplificacion y
miniaturizacion (esquema 2). A su vez, pueden combinarse y asi, los microchips de
electroforesis (incluidos dentro de los uTAS) también pueden actuar como biosensores al
estar fabricados con materiales cuya superficie se puede funcionalizar permitiendo el

anclaje de elementos de reconocimiento®® muy cerca del elemento de transduccién.

__ MINIATURIZACION |
. AUTOMATIZACION |, Apalizadores
DISPOSITIVOS > ({Biosensores 1
. SIMPLIFICACION J . uTAS

Esquema 2: Avances en el analisis (bio)quimico y ejemplos. La flecha vertical
indica el grado de miniaturizacion en estos dispositivos, siendo mayor en los UTAS vy

menor en los analizadores.

Si bien los analizadores no son sistemas miniaturizados por constar de partes con
dimensiones méas habituales en dispositivos tradicionales, siguen también esa tendencia. Y
los biosensores y microchips no estan completamente automatizados porque es necesario
que el operario participe en alguna de las etapas (toma de muestra, tratamiento de datos),
pero suelen ser portatiles, mas simples y necesitan menor volumen de muestra que los
analizadores™*. Por otra parte, los microchips de electroforesis capilar son un buen ejemplo
de sistemas miniaturizados por la integracion de varias etapas del proceso analitico desde la

introduccion de la muestra hasta la deteccion de los analitos’°.
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1.1.-TECNICAS DE DETECCION EN SISTEMAS MINIATURIZADOS

Debido a las reducidas dimensiones de los dispositivos, es necesario que la
deteccion sea muy sensible puesto que ésta tiene lugar en una pequefia area (interfase) o
con volumenes muy pequefios de muestra (figura 1).

a
v g | |
Fhajo -
[ T Tocior | {x Interfase

Interfase $

Transductor

Fig. 1: Ejemplos de interfases transductor-disolucién en un biosensor (a) y en un
microchip de electroforesis (b).

Existe una gran variedad de principios de transduccion para estos dispositivos,

siendo los mas comunes los transductores opticos ™ | piezoeléctricos ** " y
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electroquimicos™", algunos ejemplos se recogen en la tabla 1.

Principi Propiedad Transduccié Seiqial litica
io ransduccién anal
U medida
Resonancia
Superficial de indice de
Plasmoén (SPR) refraccion
Cambiosen la
Optico radiacién
electromagnética Intensidad de
.. . emision de
Luminiscencia .
fosforescenciao
fluorescencia
o . Intcnsma(tic de
Cambios en cornem
pn?pledadcs Potenciometria Potencial
Electroquimico | relacionadas con
la corriente de Impedancia Potencial
clectrones
Microbalanza de F encia de
Piczocléctrico | Cambios de masa Cristal de Cuarzo cia
(QCM)

Tabla 1: Técnicas de deteccion compatibles con dispositivos miniaturizados.
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De entre todos los ejemplos de técnicas de deteccion expuestas, la transduccién
electroquimica y la éptica (especialmente la fluorescencia inducida por laser o LIF?°) son
las mas empleadas. Sin embargo, en los detectores Opticos con medida de absorbancia Vis-
UV, la sensibilidad suele reducirse dado que el paso Optico es muy pequefio (p. ej. ancho
del canal de un microchip) y por lo tanto también la absorbancia. Por otra parte, los
sistemas de deteccion fluorescente suelen ser equipos voluminosos (necesitan lentes de
enfoque, colimadores...) resultando muy complicada su integracion en sistemas
miniaturizados y, por lo tanto, también su portabilidad. Ademas, en muchas ocasiones es
necesario derivatizar los analitos ya que la gran mayoria no presentan propiedades

luminiscentes.

Dentro de las técnicas electroquimicas, en la bibliografia se recogen diferentes
sistemas de transduccién, por ejemplo, conductimétricos, impedimétricos, potenciémetricos
0 amperomeétricos, segun se mida la conductividad, impedancia, diferencia de potencial o

intensidad de corriente. Entre ellas, la primera y la Gltima son las mas habituales (figura 2)

Molécula electroactiva

“ . e
\ Je Conductivi @ iom

| Electrodo | | Electrodo |
Amperometria Conductimetria

Fig. 2: Dibujo explicativo de la deteccion amperométrica (reduccién) y conductimétrica.

La conductimetria es una técnica de deteccion universal ya que el paso de cualquier
especie ionica presente en el medio produce un cambio en la conductividad entre dos
electrodos, mientras que la amperométrica es selectiva al basarse en la reduccién u
oxidacion de una molécula electroactiva sobre el electrodo sometido a un determinado

potencial.

Ademas, la deteccion electroquimica presenta numerosas ventajas® resumidas en el

esquema 3.
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Sensibilidad
e Superficial :-:: Selectividad
&\/ /’A —__——Nalura]f:za eléctrica 7 Rapidez
L Electrodo | ™S ~ . Simplicidad

Miniaturizable — T, Bajo coste
Esquema 3: Ventajas de la deteccion electroquimica.

Al ser un fendmeno superficial, la deteccion se ve favorecida por las dimensiones de
la interfase electrodo-disolucion siendo comparables la sensibilidad y selectividad a las de
LIF, y muchos analitos no necesitan ser derivatizados. Por otra parte, la transduccion es
rapida debido a la naturaleza eléctrica y no es necesario hacer una conversion desde otros
formatos de medida. Ademas, los electrodos pueden ser hilos o peliculas conductoras
fabricados en el mismo dispositivo permitiendo la total integracion del sistema de deteccidn

y la disminucién en el coste de produccion.
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1.2.-METODOS AMPEROMETRICOS CON MARCAS

Se han desarrollado numerosos métodos basados en la deteccion amperométrica de
biomoléculas debido a ventajas frente al resto de principios de medida, como son su
elevada sensibilidad y selectividad. Si bien hay varias posibilidades de clasificacion,
pueden distinguirse métodos directos o indirectos dependiendo de donde provenga la
electroactividad: bien del propio analito o bien de una molécula que se utiliza como marca

y que permite la deteccion del mismo.

Por lo tanto, en los métodos sin marcas o “label-free” el analito es una molécula
electroactiva y puede ser detectado de forma directa. A pesar de no requerir la intervencion
de otro tipo de compuestos, esta metodologia tiene una serie de desventajas, a destacar que
el nimero de analitos con propiedades medibles es reducido. Ademas, hay que tener en
cuenta la accesibilidad de los centros electroactivos, como se ilustra en la figura 3 donde se
muestra la estructura de la mioglobina (el dificil acceso del Fe(ll) a la superficie del
electrodo hace que no se pueda detectar de forma directa). Por otra parte, no son
suficientemente sensibles y a veces poseen un elevado ruido de fondo (por ejemplo, la
deteccion electroquimica de ADN a elevados potenciales) por lo que es necesaria una etapa

previa de purificacién dando como resultado un aumento en el tiempo de analisis?*?*,

Fig. 3: Estructura de la mioglobina mostrando el centro electroactivo.
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Por otro lado, los métodos con marcas se basan en la deteccion de un agente
electroactivo diferente al analito de interés pero cuya sefial es alterada por su presencia de
tal forma que el analito adquiere propiedades extrinsecas o su sefial es amplificada. Esto
supone un mayor control del ensayo con aumento en la sensibilidad y selectividad de la

deteccion.?+28,

Las marcas pueden encontrarse unidas (bioconjugadas) a las biomoléculas por

inclusion (adsorcion), de forma no covalente o covalentemente?’ (esquema 4).

3
) @
Adsorcién f
yWaacts
@ @ )
o ..
N—
Covalente g)KH

Afinidad

Electrostatica

1 No covalente

Formacion de )a iszlno ; "
complejos =g o™ Smaciedr
- ) ¥
\_ AL SN

Acido nitriclotriacético

M= Ni, Co, Zn
Esquema 4: Estrategias habitualmente empleadas para unir marcas a biomoléculas.

De entre todos los ejemplos expuestos, la bioconjugacion covalente es la que da
como resultado uniones marca-biomolécula mas fuertes, por lo tanto, los complejos son

més robustos y duraderos?®2°.

La eleccion de la estrategia de bioconjugacion depende del tamafio, forma,
estructura y sitio de union de la marca, la disponibilidad y grupo funcional de union de la
biomolécula, asi como del tipo, tamafio, forma, composicion y estabilidad de la misma.
Siendo habitualmente empleadas, dentro de las marcas electroquimicas, las enzimas, las

nanoparticulas y los compuestos organometalicos.
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1.2.1.- Marcas enzimaticas

Una de las aproximaciones mas empleadas en la deteccion electroquimica de
biomoléculas esta basada en el empleo de marcas enzimaticas con el fin de generar una
sefial amplificada a través de diferentes mecanismos como pueden ser la produccién de
compuestos electroactivos®, la transformacién redox biocatalitica®, o la precipitacion
biocatalitica de un producto insoluble sobre el electrodo como resultado de la formacion de

productos enziméticos.

En la bibliografia se encuentran ensayos con enzimas glucosa oxidasa (GOX) y
peroxidasa de rébano silvestre (HRP) pero la mas comin es la fosfatasa alcalina (AP)

(hidrolasa que desfosforila cataliticamente los sustratos con grupos fosfato) **3* (figura 4).

XX\ e

A

A l

Fig.4: Inmunosensor enzimatico empleado en la determinacién de PSA (antigeno

3-Ir
Ag*
g’

especifico prostatico), biomarcador del cancer de prostata. El sustrato de la AP es el 3-
Indoxil Fosfato (3-1P) y la amplificacion de sefial se produce por la precipitacion
biocatalitica de Ag(0) y su posterior reincorporacion al ciclo enzimético al ser oxidada
sobre el electrodo.

Las enzimas son normalmente unidas a biomoléculas a través de la interaccion de
afinidad estreptavidina-biotina, sin embargo, este marcaje no es sencillo ya que la actividad
del conjugado debe ser controlada periédicamente debido a la inestabilidad de las enzimas
y de la interaccion biotina-estreptavidina, afectando a la reproducibilidad y sensibilidad del

ensayo.
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1.2.2.- Marcas directas

Las nanoparticulas y los complejos organometélicos, al ser compuestos quimicos,
son mas estables que las enzimas y permiten la sintesis controlada de derivados cuyas
propiedades, tamafios y ligandos sean diferentes. De este modo, se pueden bioconjugar de
forma directa a través de uniones covalentes generando conjugados mas robustos que las
marcas enzimaticas. Ademas, son en si moléculas electroactivas por lo que su deteccion es

directa y no depende de la adicion de sustratos u otros compuestos.
1.2.2.1.- Nanoparticulas: AuNPsy QDs

Las nanoparticulas se pueden definir como materiales cuyas tres dimensiones se
encuentran entre 1 y 100 um siempre y cuando la mayor de las dimensones no se diferencie
de la mas pequefia mas de tres veces. Su superficie no es uniforme presentando diferentes
caras cristalinas, afinidad quimica y grupos funcionales (ventajoso en bioconjugacion) 3.

Dentro de este grupo, se encuentran las nanoparticulas de oro (AuNPs) y los Quantum Dots

(QDs).

Las nanoparticulas de oro (AuNPs u oro coloidal) presentan propiedades
similares a las del oro, alta relacion superficie/volumen y son generadas “in situ” mediante
una quimica himeda limpia con la que se pueden obtener tamafios de particula que varian
desde los 3 hasta los 150 nm. Ademas, la gran afinidad que presenta el oro por el azufre
hace que la adsorcion (quimisorcidn) de estructuras proteicas sea estable y sin pérdidas de
actividad®. Sin embargo, la quimisorcién se produce al azar y es una interaccién mas débil

que la covalente.

Por otro lado, los Quantum Dots (QDs) son particulas semiconductoras con
excelentes propiedades optoelectrénicas, formadas por un nucleo de nanocristales CdS-ZnS
cuyas propiedades, tamafio, forma y solubilidad dependen de la proporcion de los sulfuros
en el ndcleo y de las capas inorganicas y/o organicas que lo rodean. Normalmente, la capa
externa es de polietilenglicol (PEG) ya que aumenta su solubilidad en medios acuosos y su
elevada reactividad permite la incorporacion covalente de diversos ligandos superficiales

36-38

responsables del estimulo externo™"(figura 5).

10
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Biomoléculas

Ligandos

Carcasa

A\A\A\A\/ N \,,CC"\E

Respuesta

Estimulo

Fig.5: Estructura de un QD (a) y posibles hibridos cuando la capa externa es de
PEG (b)

1.2.2.2.- Complejos organometalicos: Fc (Ferroceno)

El ferroceno es una molécula organometélica, complejo de Fe (I1) con dos ligandos
ciclopenadienuro (CsHs) o de Fe(0) con ciclopentadienilos (CsHg), que presenta elevada

actividad y excelente reversibilidad electroquimicas tal y como se muestra en la figura 6.

2
1
§-|
38

FEZ '-— Fe3* 200 800 800
H 0
H H - @ -
1
H

Fig. 6: Reaccion y voltamperograma ciclico (100 mV/s) del proceso reversible de

oxidacion del &cido ferrocenocarboxilico a pH 7 sobre electrodo de carbono frente a

electrodo de plata.

Este complejo ofrece una gran versatilidad en la sintesis de derivados, siendo los
mas empleados, en el marcaje covalente de elementos bioldgicos, aquellos con grupos
carboxilicos (acido ferrocenocarboxilico) y grupos amino (ferroceno aminoacido y
aminoferroceno) puesto que pueden unirse, repectivamente, a restos amino y carboxi a

través de la quimica de la carbodiimida con EDC (véase a en el esquema 5) manteniendo

11
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la actividad y estructura de ADN, proteinas y anticuerpos®>*%. De este modo, se pueden

marcar biomoléculas con ferroceno de diversas formas tal y como se indica en b del

esquema 5.
iy
d o EDC 0 \I HyN—R, o
How 2 A T T,
UNIDADES  SITIOS [IE}]HIﬁN EIEMPLOS
DEFc A BIOMOLECULAS
/ U — ExtremoC o N-icrmimales
O > Uma
b )L ’/ ~ Miltipks—— Aminoécidos-Fc
R] E_Rl
R;: Fe ; R, : Compuesto orginico/biomolécula s / Polimeros dendriticos
R, : Compuesto orginico/biomolécula; R, : Fe > / Tno
S =" Oligodesoximclobtidos.

Esquema 5: Quimica de la carbodiimida con EDC (a) y ejemplos de compuestos
que se valen de esta reaccion para contener grupos ferrocenilo (marca electroactiva)
clasificados segun el n° de ferrocenos (Fc) y el namero de puntos con los que se pueden

unir a las biomoléculas (b).

En la bibliografia se recogen, por ejemplo, ferrocenil oligodesoxinucleétidos®*

para ser usados como sondas electroquimicas de reacciones de hibridacion, perlas
moleculares®, polimeros lineales*®y dendriticos*’ funcionalizados con ferroceno (Fc).
Ademas, ha sido conjugado exitosamente a estreptavidina sin alterar su actividad

permitiendo el anclaje direccional de derivados biotinilados®.

Sin duda alguna, las marcas con maltiples unidades electroactivas y un Unico punto
de union a la biomolécula son las que proporcionan mejor sensibilidad y selectividad ya
que la bioconjugacion es simple y, al contener multitud de unidades electroquimicamente
equivalentes, un gran numero de electrones pueden ser transferidos bajo el mismo
potencial aplicado. Esto puede realizarse mediante una estrategia que emplee polimeros

dendriticos.
12
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1.3.-POLIMEROS DENDRITICOS

La palabra “dendritico” derivado del griego “dendron”, que significa arbol, es
asignada a macromoléculas de estructura tridimensional altamente ramificada, cuyo tamafio

y forma pueden ser controlados de forma precisa en el proceso de sintesis.

Estos polimeros estdn formados por monémeros AB,, interconectados donde A y B
son dos funcionalidades diferentes y n un nimero igual o superior a dos. Sus caracteristicas
geométricas dependen directamente de la direccionalidad del ndcleo inicial de crecimiento,
namero y longitud de las ramificaciones, y pueden ser clasificados, dependiendo de la
distribucion del peso molecular, en monodispersos (distribucion homogénea) y

polidispersos (distribucidn heterogénea) (figura 7).

Polimeros dendriticos

Monodispersos Polidispersos
Dendrimeros Dendrones Polimeros Injertos Hibridos dendriticos
hiper-ramificados lineales

Fig. 7: Vision general de las sub-clases de polimeros dendriticos.

A diferencia de los polimeros dendriticos polidispersos, los monodispersos
presentan estructuras homogéneas y regulares en todas las direcciones de crecimiento®®>?

por lo que su sintesis y modificacion son mucho més sencillas y reproducibles.

13
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1.3.1.- Estructura de los polimeros dendriticos monodispersos

Un dendrimero consiste en un centro molecular reactivo multifuncional, tipicamente
di-, tri- o tetra-funcional, que actia como nucleo inicial de crecimiento (generacion GO),
ramificandose, generacion tras generacion (Gn), en un proceso de crecimiento analogo al de
los arboles en la naturaleza. Generalmente, la capa externa del esqueleto polimérico es
“decorada” con un elevado numero de grupos funcionales activados para un futuro
crecimiento o post-funcionalizacion. A su vez, la estructura del dendrimero se divide en
fragmentos denominados dendrones los cuales son cufias que abarcan desde el nucleo hasta

la periferia del dendrimero (figura 8).

Niicl
Punto focal fclee
Grupo terminal
Monémero AB, 4* generacién (G4) de Generacion 4 (G4) de dendrimero
dendrén

Fig. 8: Mondmero AB,y sus derivados macromoleculares de cuarta generacion

(dendron y dendrimero).

Las investigaciones sobre la sintesis de polimeros dendriticos monodispersos se
remontan a dos experimentos originales de mediados de los 80 publicados por Tomalia> y
Newkome®* quienes describieron dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) y arboroles
de poli(eteramida) respectivamente. Normalmente son preparados empleando una cadena
de pasos iterativos de crecimiento y activacion, existiendo dos tendencias principales de
sintesis: la convencional, basada en el crecimiento progresivo de cada generacion, y la

acelerada, basada en la unién de dos bloques dendriticos ya formados.

14
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1.3.2.- Sintesis convencionalde dendrones y dendrimeros

1.3.2.1.- Crecimiento divergente

En las primeras publicaciones sobre la sintesis de dendrimeros®*®

se empled el
crecimiento divergente. En esta estrategia, también denominada “de adentro hacia afuera”,
el crecimiento del dendrimero es iniciado por el nicleo multifuncional activado de tipo B,
(n>2) y mondmeros AB, (n>2), donde A es un grupo activado mientras B esta
desactivado/protegido para permitir el control del crecimiento. Los grupos B del nucleo
reaccionan con un exceso de grupos funcionales A del monémero AB, formando la primera
capa dendritica. Para continuar el crecimiento, los grupos B (procedentes del monémero
AB,) son activados/desprotegidos dando lugar a la primera generacion (G1) de reactivo
dendritico. A continuacion, una nueva capa de mondémero puede ser afadida a la

macromolécula obteniéndose el dendrimero de segunda generacion (G2).

La repeticion de estas etapas permite el incremento de las generaciones al igual que
el de grupos funcionales terminales (figura 9) y, una vez obtenida la generacién deseada,
los grupos periféricos estan disponibles para una futura post-funcionalizacién. Sin embargo,
el riesgo de construir macromoléculas con defectos estructurales (resultado de una
conversion incompleta de los grupos terminales) imposibles de separar de los dendrimeros
perfectos es la mayor desventaja del método. De todos modos, este método de sintesis sélo

requiere un exceso de mondmeros y reactivos de bajo coste.

&
NE A e S o

Fig. 9: Crecimiento convergente (a: activacion de grupos periféricos; a*: activacion

del punto focal; c: crecimiento)
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Introduccion

1.3.2.2.- Crecimiento convergente

En la década de los 90, Hawker y Fréchet introdujeron la aproximacion de

crecimiento convergente, como ruta alternativa a la divergente, basado en la previa

construccién de dendrones perfectamente ramificados (cufias de dendrimeros) los cuales
|55

son acoplados al ndcleo después de la activacion del punto focal en la etapa fina
10).

(figura

%3#%"3—*" y R

a.c

Fig. 10: Crecimiento convergente (a: activacion de grupos periféricos; a*:

activacion del punto focal; c: crecimiento)

En comparacion con el método divergente, el crecimiento es mucho mas facil de
controlar dando como resultado menores defectos de estructura ya que los dendrones son
intrinsecamente menos complejos que los dendrimeros. Sin embargo, a medida que
aumenta el tamafio del dendron reactivo, la eficacia de la reaccion disminuye por
impedimentos estéricos obteniéndose dendrimeros parcialmente sustituidos en la etapa final
o rendimientos bajos. Para evitar que esto ocurra, es necesario emplear un gran exceso de

dendrones y/o incluir un nucleo de mayor reactividad.
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Introduccion

1.3.3.- Sintesis acelerada de dendrones y dendrimeros

En la década de los 90 comenzd a describirse la estrategia acelerada de sintesis
donde se reduce el nimero de etapas siendo critica la eleccion de los bloques de
construccién, no solo con menor consumo de sustancias quimicas sino también, mas

efectiva en el tiempo.
1.3.3.1.-Hipermonomérica

En este método, se juntan dos tipos de bloques con un nimero grande de grupos
funcionales (dendrones de alta generacién) en comparacion con el monémero AB,(figura
11). La primera publicacion sobre esta estrategia fue descrita por Fréchet y sus
colaboradores quienes intentaron acoplar dendrones de tercera generacion
(hipermondmeros ABg) con un hipermondémero AB, con el fin de obtener un dendron de

quinta generacion ° .

Sin embargo, el bajo rendimiento de la reaccion y lo
experimentalmente tedioso que resulta, hace que esta metodologia no se haya extendido

mucho.

Hipernicleo  Hipermonomero

Fig. 11: Crecimientohipermonomérico (c: crecimiento)
1.3.3.2.-Crecimiento convergente en dos etapas

Esta estrategia se basa en la sintesis paralela de un nucleo hiperfuncional
(dendrimero de alta generacion) y un dendrén de baja generacion, los cuales son acoplados
unos a otros en la etapa final (figura 12). La principal ventaja de esta estrategia reside en el
uso del hiperndcleo lo que reduce los problemas estéricos y facilita el acceso a dendrimeros
de generaciones superiores. En este caso, Fréchet y sus colaboradores también publicaron la

sintesis de un dendrimero de séptima generacion en una (nica etapa®".
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Introduccion

Fig. 12: Crecimiento convergente en dos etapas (a: activacion de grupos periféricos;

a*: activacion del punto focal; c: crecimiento)

A pesar de que la sintesis de elevadas generaciones requiere un limitado namero de
etapas, este método no ha sido muy empleado ya que la preparacion independiente de los
dendrones y del nucleo hiperfuncional requiere mucho tiempo por ser preparados a traves

de las estrategias convencionales de sintesis explicadas anteriormente.

1.3.3.3.- Crecimiento convergente doble exponencial

Este concepto fue desarrollado por vez primera por Moore®® en 1995 y se basa en la
preparacion de dendrones de baja generacion totalmente protegidos que posteriormente son
activados de forma selectiva en el punto focal o en la capa periférica para que reaccionen
los unos con los otros con el fin de obtener otros dendrones totalmente desactivados de
generaciones superiores. Estas etapas se repiten sucesivamente y, en el paso final, los
puntos focales de dendrones de maxima generacion son activados y acoplados en el nicleo
multifuncional (figura 13).

'J\gc
d,_"ﬁ"‘

Fig. 13: Crecimiento convergente exponencial (a: activacion de grupos periféricos;

a*: activacion del punto focal; c: crecimiento)
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Introduccion

1.3.4.- Aplicaciones en quimica analitica

Actualmente, los dendrones y dendrimeros son sintetizados mediante métodos
convencionales ya que su bajo coste y mayor control permiten la produccién en masa. Por
ejemplo, el PAMAM (sintetizado desde los afios 80) es el dendrimero mas comercializado

y puede actuar como portador de biomoléculas protegiéndolas del medio®, ligando de

60,61

anclaje de biomoléculas sobre superficies” " 0 como mediador electroquimico una vez se

ha modificado su superficie con ferroceno®°®

(figura 14). Estas aplicaciones se deben a los
grupos amino superficiales del dendrimero que permiten la unidn covalente a través de la

guimica de la carbodiimida.

Fig. 14: Aplicaciones electroquimicas del PAMAM (a) unido a Fc como mediador
electroquimico y ligando en un genosensor y (b) biotinilado para inmovilizar B-GOXx. (Av:
avidina; B: biotina; Fc: ferroceno; GOXx: glucosa oxidasa; p-APP: para-aminofenil fosfato;
p-AP: para-aminofenol; PAMAM: poliamidoamina; QI: quinoimida;)

Sin embargo, no se encuentran en la bibliografia dendrones con ferroceno
empleados como marcas de unién directa y, comercialmente, los polimeros dendriticos son
de elevado coste. Por lo tanto, la sintesis convencional de dendrones con ferroceno, cuya
solubilidad y reactividad sean compatibles con las biomoléculas, es una idea innovadora, de

bajo coste y de enorme aplicabilidad.
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Objetivos

El presente Trabajo Fin de Master, del que es participe el grupo de investigacion del
profesor Francisco Javier Garcia Alonso  (Departamento de Quimica Organica e
Inorganica) en colaboracion con el grupo de investigacion del Profesor Agustin Costa
(Departamento de Quimica Fisica y Analitica), se engloba dentro del proyecto de
investigacion FC-11-PC-10-30 titulado “Determinacion de biomarcadores de interés

cardiologico mediante microchips de electroforesis con deteccion electroquimica”.

El objetivo final de este trabajo seria la deteccion electroquimica de biomoléculas
empleando como marca varias unidades de ferroceno, compuesto organometalico
electroactivo, con un unico punto de unién a la biomolécula de tal forma que la sefial sea
amplificada. Como paso previo, se sintetizaran dendrones con ferroceno en la periferia.

Para ello, se seguiran dos estrategias:

1. Modificacion de un dendrén comercial, incorporando 8 grupos ferrocenilo a la
superficie del dendron y convirtiendo el éster del punto focal en un grupo carboxilico,

capaz de unirse a distintas biomoléculas.

2. Sintesis de un dendrén con grupos ferrocenilo en la periferia y un grupo
carboxilico en el punto focal aprovechando la metodologia puesta a punto por Fréchet
(sintesis convencional de crecimiento convergente) y partiendo del 6-bromo-1-

oxohexilferroceno.

Asimismo, se optimizardn las condiciones de la sintesis caracterizando los

productos obtenidos en cada etapa.

General Especifico

e Sintesis de
Métodos con . Multiples
eI unidades con u dendrones
punto de unién con Fe

Fig. 15: Objetivos de este Trabajo Fin de Master desde el objetivo general hasta el

especifico (punta de la flecha)
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Experimental

3.1.-MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1.- Material de vidrio

o Schlenks de 10, 25 y 50mL

o Columna cromatogréafica (con filtro n°® 3) de 5 cm de didmetro
o Condensador de reflujo

. Borboteador

. Embudo de extraccion de 250 ml

o Vasos de precipitados de 100 y 500 ml

o Placa filtrante (n° 3)

o Filtro de nylon de 0.45 pum

o Jeringas Hammilton de 5y 10 ml
3.1.2.- Reactivos

o Dendrén PFd-G3-benzil-OH, Polymer Factory, Suiza

o Acido ferrocenocarboxilico (FcCOOH) 97%, Aldrich, EEUU

o 6-Bromo-1-oxohexilferroceno (FCCO(CH,)sBr), Aldrich, EEUU

o Clorohidrato de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) 98%, Aldrich,
EEUU

o Cloruro de Oxalilo 2M en CH,Cl(CICOCOCI), Aldrich, EEUU

. 3,5-dihidroxibenzoato de metilo97 %, Aldrich, EEUU

. Hidrdxido potasico, WWR Prolabo, Bélgica

e  Oxido de Litio97 %, Aldrich, EEUU

J Carbonato de Cesio 99 %, Aldrich, EEUU

. Carbonato potasico, WWR Prolabo, Bélgica

o Trietilamina, 99%Aldrich, EEUU

e  Acido clorhidrico 37%, WWR Prolabo, Bélgica

o 4-Dimetil-aminopiridina (DMAP), Aldrich, EEUU

e  Eter 18-corona-6 >99%, Aldrich, EEUU
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Sulfato de Magnesio (MgSO,), WWR Prolabo, Bélgica
Agua desionizada milli-Q

Diclorometano (CH,CI,), J.T. Baker, Alemania
Acetona >99.5%,Aldrich, EEUU

Eter de petroleo 99.9%, J.T. Baker, Alemania
Acetato de Etilo (AcOEt), J.T. Baker, Alemania
Tetrahidrofurano (THF), J.T. Baker, Alemania
Dimetilsulfoxido (DMSO)J.T. Baker, Alemania
Dietiléter (Et,0O) J.T. Baker, Alemania
Dimetilformamida (DMF), J.T. Baker, Alemania
Metanol (MeOH), J.T. Baker, Alemania

Etanol (EtOH) 96 % J.T. Baker, Alemania
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3.2.-TECNICAS INSTRUMENTALES

o Espectroscopia Infrarroja
Los espectros de infrarrojo han sido realizados en un espectrometro Perkin-Elmer
Paragon 1000 con un resolucion de + 2 cm™ en un rango comprendido entre 4000 y 400
cm™. Las muestras fueron preparadas en pastillas de KBr.

o Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN de H (a 400 MHz) y **C (a 100 MHz) han sido realizados
en el espectrometro AV400 usando como disolventes CDCl; o DMSO-dg segun el
compuesto a analizar y procesados con el Software MestreNova. Los valores de
desplazamiento quimico (0) estan expresados en ppm relativas al tetrametilsilano. Los

espectros de “*C han sido efectuados con desacoplamiento total de protén.
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3.3.- SINTESIS

3.3.1.- Obtencion de 3,5-bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil)benzoato de metilo {3,5-
(FCCO(CH_y)50),-CsH3-COOMe} 1

3.3.1.1- A partir de 6-bromo-1-oxohexilferroceno {FcCO(CH,)sBr}

A una disolucion de FcCO(CHy)sBr (400 mg, 1.1 mmol) en 4 ml de acetona seca se
afiadio K,CO3; (152 mg ,1.1 mmol), 3,5-dihidroxibenzoato de metilo {3,5-(OH),-CsHs-
COOMe}(92 mg, 0.55 mmol;) y éter 18-corona-6 (29 mg, 0.11 mmol). Se calent6 la

mezcla a reflujo durante 72 h observandose un cambio de color de naranja a pardo-rojizo.

Los compuestos coloreados, que contienen el grupo oxoferrocenilo, se separaron del
residuo (al que previamente le fueron afiadidos 10 ml de agua) por sucesivas extracciones
con CH,CI, (7x10 ml). El extracto organico de color rojo-anaranjado se secd con MgSQy,,
se filtro y se evapord el disolvente a vacio obteniéndose un aceite rojo-anaranjado.

Posteriormente, los productos con el grupo Fc se separaron por cromatografia en
columna de gel de silice (7 cm de alturax5 cm de didmetro) empleando como eluyente una
mezcla Acetato de etilo/ Eter de petréleo. Para una proporcion en volumen 2/8 eluye el

compuesto de partida y para una proporcion 6/4 el producto deseado.

Finalmente, se obtuvo 1 como solido rojo-anaranjado por evaporacion del

disolvente a vacio durante 2 dias con un rendimiento del 84 %.
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3.3.1.2.- A partir de 6-yodo-1-oxohexilferroceno {FcCO(CH,)s1}

A una disolucién de FcCO(CHy)sl (80 mg, 0.2 mmol) en 1 ml de acetona seca se
afiadié Cs,CO3 (65 mg,0.2 mmol) o [K,CO3 (27 mg, 0.2mmol)] y 3,5-dihidroxibenzoato de
metilo {3,5- (OH),-C¢H3- COOMe} (16.4 mg, 0.1 mmol;). Se calento la mezcla a reflujo de
durante 72 h observandose un cambio de color de naranja a pardo-rojizo.

Los compuestos coloreados, que contienen el grupo oxoferrocenilo, se separaron del
residuo (al que previamente se habian afiadido 10 ml de agua) por sucesivas extracciones
con CH,CI; (3x10 ml). El extracto organico de color rojo-anaranjado se secd con MgSQy,,

se filtro y se evaporo el disolvente a vacio obteniéndose un aceite rojo-anaranjado.

Posteriormente, los productos con Fc se separaron por cromatografia en columna de
gel de silice (7 cm de alturax5 cm de didmetro) empleando como eluyente una mezcla
Acetato de etilo/ Eter de petréleo. Para una proporcion en volumen 2/8 eluy6 el compuesto
de partida y para una proporcién 6/4 el producto deseado.

Finalmente, se obtuvo el producto 1 como s6lido rojo anaranjado por evaporacion

del disolvente a vacio durante 2 dias con un rendimiento del 80 %.

En la figura 16 se muestra la estructura del compuesto 1 con sus carbonos

numerados.
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Fig. 16: Estructura del compuesto 1.

IR(KBr)(cm™): 1714 (vc-o0;benzoato);1660(vc-o;cetona); 1592 (vc-c;aromatico);
1450 (3c-h);

RMN-"H (CDCls)(d/ppm): 7.17 (His); 6.65 (H1p); 4.79 (Hy); 4.50 (Hy); 4.20 (Ha);
4.00 (H10); 3.90 (Hig); 2.74(He); 1.84 (Ho); 1.78 (H7); 1.55 (Hs).

RMN-"*C (CDCls)(d/ppm): 204.51 (Cs); 166.90 (Cis); 160.05 (Ci1); 131.82 (C1a);
107.70 (Ci3); 106.53 (C1z); 79.01 (C4); 72.20 (Cy); 69.75 (Cs); 69.37 (Cy); 68.04 (Cao);
52.19 (Csg); 39.52 (Cs); 29.10 (Co); 25.98 (C7); 24.23 (Cs).
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3.3.2.- Obtencidn de 6-Yodo-1-oxohexilferroceno {FCCO(CH,)s1} 2

A una disolucién de FcCO(CHy)sBr (454 mg,1.25 mmol) en 15 ml de acetona seca
se anadio KI (415 mg, 2.50 mmol). A continuacion, se calentd la mezcla a reflujo durante
48 h observandose un progresivo cambio de color de naranja a rojo anaranjado.
Seguidamente, se filtrd la disolucién sobre placa filtrante (n® 3) y después con filtro de
nylon (0.45 um) y se evaporo el disolvente. El producto resultante se secé a vacio durante 2

dias obteniendose un sélido de color rojo anaranjado con un rendimiento del 94%.

En la figura 17 se muestra la estructura del compuesto 2 con sus carbonos

numerados.

Fig. 17: Estructura del compuesto 2.

RMN-'H (CDCla)(0/ppm): 4.78 (H1); 4.50 (H); 4.20(Hs); 3.23(H10); 2.72 (He); 1.89
(H); 1.74 (H7): 1.5(Hs).

RMN-C (CDCls)(6/ppm): 204.16 (Cs); 79.02 (C4); 72.20 (C,); 69.76 (Cs); 69.30 (C»);
39.37 (Cyo); 33.37 (Ce); 30.40 (Cy); 23.35 (C+); 6.89 (Cs)
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3.3.3.- Hidrdlisis bésica del éster del punto focal

3.3.3.1.- Obtencion de 3,5-bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil)benzoato de etilo {3,5-
(FCCO(CH,)50),-CsH3-COOEL}3

A una disolucion de 3,5-(FcCO(CH;)s0),-CsH3-COOMe 1 (100 mg, 0.14 mmol) en
10 ml de EtOH se afadieron 3.4 ml de KOH 0.04M en EtOH (0.14 mmol). A continuacion,
se calento6 la mezcla a 50°C durante 24 h.

Posteriormente, se afiadio gota a gota una disolucion deHCI 37% en EtOH (1:20,
v/v) sobre la mezcla de reaccion hasta la aparicién de un precipitado de color salmén. El
solido se filtré en placa (n° 3) y se lavé con agua desionizada (4x3ml).

Finalmente, el compuesto se sec6O a vacio durante 2 dias obteniéndose un

rendimiento del 95%.

En la figura 18 se muestra la estructura del compuesto 3 con sus carbonos

numerados.
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Fig. 18: Estructura del compuesto 3.

17
16 /CHa
CHJ

RMN-'H (CDCl3)(6/ppm): 7.18 (His); 6.65 (H1o); 4.80 (H1); 4.51 (Hy); 4.38 (Hie);
4.21 (Hs); 4.03 (Hio); 2.76(He); 1.84 (Ho); 1.80 (H); 1.58 (Hg); 1.39 (Huy).

RMN-"C (CDCls)(é/ppm): 204.32 (Cs); 166.41 (Cys); 160.04 (Cy1); 132.24 (Cus);
107.71 (C13); 106.27 (Cyo); 79.08 (C4); 72.16 (C1); 69.75 (Cs); 69.31 (C,); 68.04 (Cyo);

61.06 (C16); 39.54 (Ce); 29.13 (Cs); 26.00(C7); 24.23(Cs); 14.35 (C17).
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3.3.3.2.- Obtencidén del acido 3,5-bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil) benzoico {3,5-
FCcCO(CH,)s0),-CeH3-COOH} 4

A una disolucion de 2.2 mg de Li,O (0.07 mmol) en una mezcla de 2 ml de THF y 2
ml de agua se afadieron 20 mg de 3,5-(FcCO(CH;)s0),-CsH3-COOMe 1 (0.03 mmol). La
mezcla se calent6 a 45 °C durante 24 h observandose un cambio de color de rojo a naranja.
A continuacion, se evaporo el disolvente organico a vacio y sobre la disolucion acuosa se
afiadieron dos gotas de HCI concentrado observando la aparicion de un precipitado de color
granate. Posteriormente, se decanté el liquido y se lavo el residuo sucesivas veces con agua

desionizada (4x3ml).

Finalmente, el producto se seco a vacio durante 3 dias obteniéndose un rendimiento
del 88 %.

En la figura 19 se muestra la estructura del compuesto 4 con sus carbonos

numerados.
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Fig. 19: Estructura del compuesto 4.

IR(KBr)(cm™): 1720 (vc-o; &cido carboxilico); 1664(vc-o;cetona); 1592

(vc=c;aromatico); 1450 (dc.n).

RMN-'H (CDCls)(8/ppm): 7.25 (His): 6.70 (H1); 4.80 (H1); 4.51 (Hp): 4.21 (Hy);
4.02 (Hio); 2.76(Hs): 1.86 (Hs); 1.80 (H7); 1.58 (Hs).

RMN-C (CDCls)(6/ppm): 204.49 (Cs); 160.50 (C11); 108.47 (C13); 107.19 (C1o);
79.08 (C4); 72.19 (Cy); 69.77 (Cs3); 69.35 (Cy); 68.19 (Cyg); 39.56 (Ce); 29.11 (Cy);
26.01(Cy); 24.26(Cs) ( los carbonos Ci4 y Cis5 no se aprecian por estar la muestra muy
diluida).
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Discusion de resultados

Tal y como se comentd en los objetivos, tratamos de obtener dendrones con grupos
ferrocenilo en la superficie siguiendo dos rutas diferentes, una a partir de un dendron

comercial y otra sintetizandolo a partir de un derivado del ferroceno.

4.1.-EFUNCIONALIZACION DE UN DENDRON COMERCIAL CON FERROCENO

Asi, se compro el dendron PFd-G3-benzil-OH (a en el esquema 6) con la intencion
de introducir 8 grupos ferrocenilo en su superficie, aprovechando la reactividad de los
alcoholes periféricos (paso i del esquema 6), y modificar su punto focal pasando de un
grupo éster {C(O)OPh} a un grupo acido carboxilico {C(O)OH} (paso ii del esquema 6) a

través del cual pueda unirse a las biomoléculas.

Fe
o Fe O:E,
o OH 015\‘/ OO}PF-: (o] 0™p-Fc
o (OH o O o O Fe
Oﬁ/@,o%\,OH ; c?jvo 0ty o?j‘_,O 0,
< Z o]
o v ° o 0),,(0 o — HO o
1\1’( ){OH Fe] o ?;XO’LFC 0 o %O*Fc
0 '3}_(0 OH 61 o’*{o o, Fe &l 52‘3‘# 0, Fe
62 o]
Q
0 &3 ?\O o &3 O~
61 G2 63 °H e © T:,_. o4 f Fc
o*¢e o*ee
a b c

Esquema 6: Formacion del dendrén con grupos ferrocenilo en la superficie (b) y un
acido carboxilico en el punto focal (c)a partir de un dendrén comercial (a). (i) anclaje del

grupo ferrocenilo; (ii) hidrélisis del éster del punto focal. Fc={(n°-CsHs)(n°>-CsH4)Fe}

Inicialmente, se trato de llevar a cabo la modificacion superficial (paso i, esquema
6) por reaccion de a con el acido ferrocenocarboxilico (FCCOOH) en presencia de EDC que
facilita la formacion del éster®. Sin embargo, de la mezcla resultante no se pudo aislar el
producto deseado (b en esquema 6) ni por extraccion con distintos disolventes ni por

cromatografia en columna.
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Posteriormente, se intentd obtener el mismo producto b por reaccion de a con
FcCOCIL. Este cloruro de 4cido, de color cereza, fue preparado “in situ” agitando, durante 3
h a temperatura ambiente, una mezcla del acido ferrocenocarboxilico (FCCOOH) con el

doble nimero de moles de cloruro de oxalilo, (COCI),, en diclorometano®®

(esquema 7).
Eliminado el exceso de cloruro de oxalilo a vacio, se redisolvio el sélido resultante en DMF
y se afiadid el dendron comercial (en proporcion 1/14 para asegurar que a cada alcohol le
correspondiese mas de un cloruro de &cido) y se dejo agitar la mezcla un dia, observandose

un cambio de color a marrén amarillento.

o]
0
§ tcom.ona, A O—(G‘H)S O>\‘— Fe
— = s F¢ e
Fe™ "OH "t 3n (PFd-G3benzil-OH)

8

Esquema 7: Reaccién de sintesis del cloruro de acido y posterior reaccion con el

dendrén

Sin embargo, al igual que en el caso anterior, no se pudo obtener b, el producto
deseado, de la mezcla de reaccién ni por extraccion en diferentes disolventes ni por
cromatografia en columna. Por lo tanto, no se pudo continuar con la hidrolisis del éster del

punto focal (ii en el esquema 6) para obtener el acido c.

Estos resultados concuerdan con lo explicado con anterioridad (seccién 1.3.2.1) en
el sentido de que la funcionalizacion de la superficie, el aislamiento de los productos y la
sintesis de posteriores generaciones son procesos mas complejos a medida que aumenta la
generacion del polimero dendritico debido a los impedimentos estéricos producidos por el

solapamiento de las ramificaciones.

Por todo ello, se optd por sintetizar un nuevo dendron a partir de un derivado del

ferroceno.
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4.2.-SINTESIS DE UN DENDRON CON DOS UNIDADES DE FERROCENO

El primer paso consistio en sintetizar el dendron de primera generacion, 3,5-
bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil) benzoato de metilo, 1, con dos grupos ferrocenilo
periféricos y cuyo punto focal es un éster, a partir de un compuesto comercial con un grupo
ferrocenilo, el 6-Bromo-1-oxohexilferroceno {FCCO(CH,)sBr}, por reaccion con el 3,5-

dihidroxo-benzoato de metilo en presencia de carbonato potésico y un éter corona

A

4

(reaccion i en el esquema 8).

2 0-Et
1 Br :‘O O-Me i > o{} @:_
g)\/\/\, H;:; :Ho o |I|

Me:

o A

Q
[v]
Esquema 8:(i) K,COs, éter 18-corona-6/ acetona, 60°C, 72 h; (ii) Kl/acetona, 60°C,

48 h; (iii) KyCO3 0 Cs,COslacetona, 60°C, 72 h; (iv) 1. KOH/EtOH, 50°C,
24h2.HClconc./EtOH; (v) 1. Li,O/ THF/H,0, 45°C, 24h,2.HClconc./ H,0.

o]
Q.
Q
o)
Q

El
i i r e it ©_§H
—g ;T o .
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La formacion de un éter fenolico por reaccioén de un fenol con un haloalcano en

presencia de un carbonato alcalino es una reaccion estdndar de quimica organica,

2572

denominada “sintesis de éteres de Williamsom”>'“ (esquema 9).

HO, RO
©—R1 + KZCO3 +* X—Rz —_— Rl + KX + KH603
X=a, Br, I X= 0, Br, I

Ho 1l RO

o~ R.—x Sustitucién nucledfila
Q9 -
Ry

o~

Esquema 9: Mecanismo Sy2 de la sintesis de éteres de Williamsom.

Esta reaccion se basa en el ataque nucledfilo de alcoxidos, obtenidos por
desprotonacién de alcoholes con bases fuertes, a un haloalcano primario siendo desplazado
el halégeno. Se lleva a cabo en medios apréticos polares ya que favorecen la sustitucién

nucleofila en lugar de la eliminacion Eo.

Tras 72 horas de reaccién a reflujo en acetona se obtuvo una mezcla de productos
que fueron separados por cromatografia en columna de silicagel. Empleando una mezcla de
acetato de etilo/éter de petrdleo (6/4, v/iv) como eluyente se pudo aislar el producto deseado

1, pero con tan solo el 30% de rendimiento.

Para mejorar el rendimiento se repitié la reaccion anterior afiadiendo una cantidad

622889 que forma complejos con el cation K* selectivamente’

catalitica de éter 18-corona-
y solubiliza, por tanto, mayor cantidad de carbonato potasico. De esta forma, el rendimiento

subi6 a 84 % .

La estructura del compuesto 1 (esquema 8) viene avalada por los datos
espectroscopicos de IR, *C RMN y *H RMN.
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Del espectro de IR de 1 se ha preferido destacar Unicamente las absorciones
especialmente significativas, las que se recogen en la figura 20. Las bandas que aparecen
son: 1714 cm™ (ve=o0; benzoato), 1660 cm™ (vc-o; cetona), 1592 cm™ (ve-c; aromatico) y
1450 cm™ (8c.n). Las bandas de la cetona a 1660 cm™ y de la deformacién CH de los
grupos metileno a 1450 cm™ implican la presencia del grupo FcCO(CHy)s, mientras que
las bandas del grupo carbonilo del éster a 1715 cm™ y de la tensién C=C del grupo

aromético a 1592 cm™ refrendan la presencia del grupo -CgHs- COOMe.

|
-
1
1500

Fig. 20: Bandas caracteristicas en el espectro IR (KBr) del producto 1.
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Su espectro de 'H RMN (Figura 21) muestra las bandas tipicas del grupo
ferrocenilo a 4.79, 450 y 4.20 ppm con intensidades relativas 4/4/10, que aparecen
practicamente a los mismos desplazamientos quimicos que en el espectro de proton del
compuesto de partida {FcCO(CH,)sBr}, recogido en la figura 22. De otro lado, el espectro
de 1 muestra las sefiales de los protones de los cinco grupos CH, a 4.0, 2.74, 1,84, 1.78 y
1.55 ppm, esto es a desplazamientos quimicos muy semejantes a los observados para los
mismos protones en el compuesto bromado de partida (6°-10° en figura 22). Sin embargo,
y tal como era de esperar, la sefial correspondiente a los hidrogenos del grupo metilo unido
al oxigeno del éter fenolico (carbono 10) aparece claramente a campo mas bajo que la sefial
de los hidrégenos 10 del {FcCO(CH,)sBr}, (4.00 ppm vs. 3.45 respectivamente). Por
otra parte, el singlete correspondiente al metilo del grupo éster (16 en figura 20) situado a
3.90 ppm aparece practicamente en el mismo sitio que el metilo del 3,5-dihidroxobenzoato
de metilo de partida (6” en figura 23); las pequefias diferencias observadas son debidas
muy probablemente al cambio de disolvente. Finalmente, los picos atribuidos a los protones
del anillo aromatico (12y 13 en la figura 21) situados a 7.17 y 6.65 ppm aparecen a campo
mas bajo respecto al desplazamiento quimico de las mismas sefiales en el benzoato de

partida {6.75 (3”) y 6.43 (2”) figura 23}, debido sin duda a la formacion de los grupo éter.

40



Discusion de resultados

iE 22z RRE R2IARI2EERS BEEIRN BRIBIZRRREI L RBEF
Y ~ i Sl Py Sl bl | e—t
o] i 6000
; HI
H .
5 ’ -5500
CHa—GH; 9
e H EHy—CH,
H N 5000
H Clgz_c: 5 15 [
3 H ; 15,0-CH; 4500
H 12 ¥]
o
cH=0”  13% 3 4000
CHy—CH;
H GHp —CHz 3500
H. % g
H W s] 16 3000
H
H L2500
H H
3 4 1 2 2000
I
10 1500
13 . 6
12 9‘7 8 1000
1 il 500
ﬂ WA
T r LA A A T T
g g = B 3 %% z 2 500
T T T L T L T L T T T T T
7.0 6.3 6.0 5.5 5 4.5 4.0 35 30 25 20 L5 1.0
f1 {ppm})

Fig. 21: Espectro *H RMN (CDCls) del 3,5-(FcCO(CH>)s0),-CsHs-COOMe 1. Con

numeracion en rojo: sefiales diferentes a las de los reactivos; en azul: sefiales semejantes a

las del 3,5-dihidroxibenzoato de metilo; en verde: sefiales semejantes a las del

{FcCO(CH,)sBr}.
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Fig. 22: Espectro 'H RMN (CDCls) del FcCO(CHy)sBr.
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Fig. 23: Espectro *H RMN (DMSO-ds) del 3,5-dihidroxibenzoato de metilo.
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Por otra parte, comparando el espectro de **C RMN del producto 1 (figura 24) con
el espectro del bromoderivado de partida (figura 25) facilmente se aprecia que los
desplazamientos quimicos de las sefiales correspondientes al grupo ferrocenilo, a 79.01
(Cy), 72.20 (C,), 69.75 (C3), 69.37 (C,) ppm, son préacticamente coincidentes. Lo mismo
ocurre con el desplazamiento quimico de la sefial del grupo carbonilo (Cs) a 204.51 ppm.
Las sefales de los carbonos de los grupos metileno, CH2, aparecen en la misma zona pero
mas 0 menos desplazados. Asi, los carbonos 10 y 6 del producto 1 aparecen a campo mas
bajo {68.03 (Cyp) y 39.51 (Cg) frente a 39.40 (C,¢-) y 33.68 (Cg¢) del [FcCO(CH,)sBr]}. Los
carbonos 9 y 7 del 3,5-bis(oxa(6-oxoferrocenil) hexil) benzoato de metilo, por el contrario,
aparecen a campo mas alto {29.10 (Co); 25.98 (Cy) frente a 32.67 (Co'); 28.07 (C7) del
[FcCO(CH,)sBr]}. Por su parte, el carbono 8 queda mas o menos inalterado {24.23 en 1
frente a 23.57 en el bromoderivadode partida}. El desplazamiento de la sefial del carbono
del metilo del grupo éster en 1 (Cy6 en figura 24) a 52.19 ppm coincide basicamente con el
desplazamiento del mismo carbono en le benzoato de partida (Cs- en la figura 26) a 52.64
ppm. Las sefiales correspondientes a los carbonos del anillo aromatico del compuesto 1
mantienen el formato de las mismas sefiales en el 3,5 dihidroxo-benzoato de metilo {160.05
(C11); 131.82 (Cy4); 107.70 (Ci3); 106.53 (Cqp) en la figura 24; frente a 156.81 (Cy);
132.64 (C4»); 108.32 (Cs); 107.42 (C»») en la figura 26}. Finalmente, el desplazamiento
del carbono del grupo carbonilo del éster aparece menos apantallado en el compuesto final
1 que el benzoato de partida {166.90 (C;s) frente a 162.83 (Cs~) respectivamente}. Parte de
este cambio es sin duda por el uso de disolventes diferentes.
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Fig. 24: Espectro *C RMN del 3,5-(FCCO(CH,)s0),-CsHs-COOMe 1. Con
numeracion en rojo: sefiale que cambian respecto a los reactivos; en azul: sefiales que
aparecen similares a las del 3,5-dihidroxibenzoato de metilo; en verde: sefiales similares a
las del FcCO(CH,)sBr.
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Fig. 25: Espectro *C RMN (CDCl3) del FcCO(CHy)sBr
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Fig. 26: Espectro*C RMN (DMSO-ds) del 3,5-dihidroxibenzoato de metilo
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Otra forma de obtener el mismo producto 1 es a partir del 6-iodo-1-
oxohexilferroceno {FCCO(CH.)sI}"*"* ( 2 en el esquema 8) en lugar del FcCO(CH.)sBr
(reaccion iii en el esquema 8). Dado que el lodo es mejor grupo saliente que el Bromo (el
enlace carbono—iodo es més débil que el enlace carbono-bromo)’ se espera que la reaccion

vaya en condiciones mas suaves o al menos que no sea necesario afiadir el éter corona.

Dado que el FcCO(CH>)sl no es comercial hubo que prepararlo calentando a reflujo
una disolucion del bromoderivado {FCCO(CH,)sBr} en acetona con un exceso (2:1) de KiI
(ii en el esquema 8). Tras eliminar por filtracion el KBr formado y el Kl sin reaccionar
(primero en placa filtrante del 3 y después con microfiltro de nylon de 0,45uL), se evaporo
el disolvente a vacio obteniéndose el producto deseado 2 {FcCO(CHj)sl} con un

rendimiento del 94%.

Esta reaccidon, conocida como metatesis o intercambio de halégeno, se basa en el
ataque nucledfilo del i6n ioduro a un carbono primario unido a bromo siguiendo un

mecanismo de sustitucion Sn2 en medios polares apréticos’?(esquema 10).

Sustitucidn nucledfila

- R—

—I + KBI“+

I—O-—T

Esquema 10: Mecanismo de intercambio de hal6geno.

La reaccion esta favorecida hacia la formacion del iodoalcano por la precipitacion
de bromuro potéasico (KBr), sal mas insoluble en medios organicos que el ioduro potasico
(KI).

Puesto que la reaccion no puede ser seguida mediante cromatografia en capa fina
(TLC), se dejo transcurrir un periodo de 48 h asegurando el intercambio completo del

haldgeno.
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Que la sustitucion fue efectiva y total se pudo comprobar facilmente comparando
los espectros de protén y carbono 13 de FCCO(CHy)sl (figuras 27 y 28) con los espectros
correspondientes del compuesto de partida {FcCO(CH,)sBr} (figuras 22 y 25), donde se ha
hecho la correspondiente asignacién. En particular, es muy significativo que en el espectro
de proton de 2 no aparezca sefial alguna a 3.45 ppm (debida a los protones unidos al
carbono 10’ del bromo derivado, véase figura 22) y, en cambio, aparezca una sefial a 3.23
ppm debida a los hidrogenos del carbono unido al iodo. En el espectro de carbono 13 el
cambio mas significativo no es el debido al carbono unido al halégeno sino el que
corresponde al carbono 8, que en el bromoderivado aparece a 23.57 ppm (8’ en figura 25)

y que en el iododerivado esta a 6.89 ppm.
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Fig. 27: Espectro *H RMN (CDCls) del producto2. La sefial que cambia de forma

significativa respecto a la del reactivo se indica con numeracion roja.

47



Discusion de resultados

—EM.1E
fHDJ
iy ¥ ]

[ ]
.30
=337
—37
— =040
BB
—a .

8

2

o]
H 7 g 3 o
z 14 CH; CH I
Hé@/&\mf “CH;J 2‘“Tn::H{'z
v 6 8 10

8

5

r < -r-r>r> T 1

' T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 SO BO 0 &0 50 40 30 20 10 /] =10
f1 (pom}

Fig. 28: Espectro "*C RMN (CDCI3) del producto 2. La sefial que cambia de forma

significativa respecto a la del reactivo se indica con numeracion roja.

Pues bien, cuando se llevo a cabo la reaccion del 3,5-didroxobenzoato de metilo con
el derivado del {FcCO(CH,)sI} 2 para obtener 1 no fue necesaria la presencia de éter 18-
corona-6 sino solo la del carbonato potésico (K>COg), necesario para la desprotonacion del
fenol (reaccion iii del esquema 8), y el rendimiento de la reaccion fue superior al 80%.
Cuando la misma reaccion se llevo a cabo empleando carbonato de cesio (Cs,COg), cuyo

cation es de mayor tamafio, el rendimiento fue similar.

Finalmente, se llevo a cabo la sintesis paralela del compuesto 1 a partir del
bromoderivado en presencia de K,CO3 y éter 18-corona-6 (ii en el esquema 8), y a partir
del yododerivado 2 en presencia de K,COj3 sin éter 18-corona-6(iii en el esquema 8).
Comparando las placas TLC realizadas a las 24 h de reaccion (figura 28) se observa que
efectivamente, se obtiene el mismo producto y, aproximadamente, con el mismo

rendimiento.
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Fig. 29: Imagen de la placa TLC en Acetato de etilo/éter de petréleo 2/8 (v/v)
realizada a las 24 h de la reaccion. (En la imagen, “8” significa productos obtenidos a partir
de FcCO(CHy)sBr en presencia de K,CO3; y éter 18-corona-6; “9” significa productos
obtenidos a partir de FcCO(CH,)sl en presencia de K,COg sin éter 18-corona-6).

A continuacion, se procedié a la activacion del punto focal del dendron,
transformando el éster metilico en &cido carboxilico, de modo que aumentaran tanto su
reactividad como su solubilidad. Para ello, se llevo a cabo la hidrolisis basica del éster {3,5-
(FCCO(CH2)50),-CgH3-COOMe} 1 para obtener el acido {3,5-(FcCO(CH,)s0),-CsH3-
COOMe} 4.

Inicialmente, se intent6 hidrolizar el 3,5-(FcCO(CH;)s0),-C¢H3-COOMe 1 con
hidréxido potésico en etanol a 50°C durante un dia, seguido de la adici6n de acido
clorhidrico concentrado, tal y como indica la bibliografia”, sin embargo, lo que se obtuvo
es un producto de transestrificacion, el 3,5-bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil) benzoato de etilo
{3,5-(FcCO(CHy,)s0),-C¢H3-COOEL} 3 (reaccion iv del esquema 8).
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La transesterificacion (véase esquema 11) se inicia probablemente con la formacion
de etdxido sodico por accion de la potasa sobre el etanol. A continuacion el etdxido
formado, EtO", atacaria al grupo carbonilo del éster que se deseaba hidrolizar y el sistema
evolucionaria finalmente a la formacion del éster etilico con la consiguiente eliminacion del
grupo metoxi’?. Se tratarfa, por tanto, de una serie de equilibrios que est4 desplazado hacia
la derecha por el exceso de disolvente (EtOH).

( '.OI:
N . fe)
R7 O-CH; :0
j 3 YD E. . MeO

RECTHs=— r 08

ETQ\j—I + 'OH =™ EtO

Exceso OEt

Esquema 11: Mecanismo de la reaccion de transestereficacion.

Los datos espectroscopicos *H RMN y *C RMN del producto 3 avalan su
estructura. Para ello, basta comparar el espectro de *H RMN del producto encontrado 3,5-
bis(oxa(6-oxoferrocenil)hexil) benzoato de etilo 3 con el espectro del compuesto de partida
{3,5-(FcCO(CH,)50),-C¢H3-COOMe}l (figura 30). Se observa en primer lugar que casi
todas las sefiales presentan el mismo desplazamiento quimico. Lo Unico novedoso es la
desaparicion de la banda de los protones del grupo metoxi del éster del compuesto 1 a 3.90
ppm en el espectro del compuesto 3 y la aparicién, en el espectro de 3, de dos nuevas
bandas a 4.38 y 1.39 ppm que integran dos y tres protones respectivamente, caracteristicas

de un grupo etoxi del éster.

Por otro lado, comparando los espectros de *C RMN de 1 y 3 (figura 31) los
unicos cambios apreciables observados son los que cabe esperar de sustituir un grupo
metilo por un grupo etilo. Asi, la sefial del carbono del grupo metilo del compuesto de
partida que aparece a 52.19 ppm en el primer espectro, no aparece en el espectro de 3,
mientras que en el mismo espectro (el de 3) aparecen dos sefiales a 61.63 y a 14.05 ppm

correspondientes al grupo etilo, que naturalmente no aparecen en el espectro de 1.
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Fig. 30: Espectros 'H RMN del éster de partida {3,5-(FCCO(CHy)50)2-CeHs-
COOMe}l (a) y del producto {3,5-(FcCO(CH;)s0),-CsH3-COOELt} 3 (b), la numeracién

encima de las bandas en rojo indica las sefiales que han cambiado.
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Fig. 31: Espectros *C RMN del éster de partida {3,5-(FCCO(CH,)50),-CeHs-
COOMe} 1 (a) y del producto{3,5-(FcCO(CH,)50),-CsH3-COOEL} 3 (b), la numeracion en
rojo sobre las bandas indica las sefiales que han cambiado respecto a las del producto.
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Seguidamente, se intentd hidrolizar el éster metilico del compuesto 3,5-
FcCO(CH;)s0),-CsH3-COOMe 1 tratdndolo inicialmente con hidroxido de litio en una
mezcla de tetrahidrofurano y agua seguido de la adicion de &cido clorhidrico en agua.
Inicialmente, la reaccién se llevé a cabo con una proporcion 1:1 (3,5-(FcCO(CH,)s0),-

CsH3-COOMe: Li,0) tal y como viene descrito en la bibliografia’ "

(v en esquema 8). Sin
embargo, no se obtuvo el acido sino el reactivo de partida por lo que se probd una
proporcion 1:2 manteniendo el resto de condiciones constantes. De este modo, se obtuvo

finalmente el producto deseado, es decir, el &cido {3,5-(FCCO(CH)s0),-CsH3-COOH} 4.

Todos los datos espectroscdpicos de 4 avalan la estructura propuesta (véase v en
esquema 8). Del infrarrojo se ha decidido destacar solamente las bandas que aparecen en
la figura 32, es decir, 1720 cm™(ve=0; &cido carboxilico), 1664 cm'l(vczo;cetona),1592
cm™ (ve=c;aromatico) y 1450 cm™ (8c.4). La banda a 1720 cm™debida al grupo carbonilo
del &cido es particularmente importante dada la baja intensidad de las sefiales obtenidas en
el espectro de **C RMN del producto (ver més adelante).

o

I & )
It g0 1o A
T

1500

Fig. 32: Bandas caracteristicas en el espectro IR (KBr) del producto 4.
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De otro lado, comparando el espectro de *H RMN del 4cido 4 con el del éster de
partida 1 (figura 33) se observa que en el espectro del acido falta el pico a 3.90 ppm
correspondiente al grupo metoxi del reactivo (16) mientras que las demas sefiales son
coincidentes. De forma paralela, cuando se comparan los espectros de **C RMN del 4cido 4
y del éster de partida 1 (figura 34), también se observa que en el espectro del &cido falta la
sefial a 52.19 ppm correspondiente al grupo metilo del éster de partida C16, mientras que el
resto de las sefiales son coincidentes. Nétese que el espectro de **C RMN del 4cido adolece
de algunas las sefiales de dos carbonos cuaternarios, la correspondiente al pico del carbono
del grupo carboxilico Cys Y la del carbono del anillo unido al grupo carboxilico C14. Aunque
se midid el espectro dos veces durante toda la noche, la falta de suficiente cantidad del
compuesto 4 impidio obtener sefiales méas intensas. La presencia del grupo carboxilico
viene avalada por el espectro de infrarrojo (figura 32) debido a la presencia de la banda a
1720 cm ™,

Finalmente, se hicieron pruebas de solubilidad con el producto 4 resultando ser
totalmente soluble en agua a pH 13.3, en CH,Cl,, en THF y DMSO Yy parcialmente soluble
en EtOH. Por lo tanto, sirve para marcar ADN (DMSO, THF, CH,CI,), pero no para
marcar proteinas sin pérdida de la estructura terciaria a no ser que primero se active el
carbonilo con EDC/NHS (a en el Esquema 5) en THF.
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Fig. 33: Espectros *H RMN del éster de partida {3,5-(FcCO(CH.)s0),-C¢Hs-
COOMe} 1 (a) y del producto{3,5-(FcCO(CH;)s0),-CsH3-COOH} 4 (b), la numeracion en

rojo indica la sefial que desaparecio.
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Fig. 34: Espectros *C RMN del éster de partida {3,5-(FcCO(CH.)s0),-CsHs-
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rojo indica la sefial que desaparecio en el producto.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas al término del presente Trabajo Fin de Master y de

acuerdo con los objetivos propuestos han sido las siguientes:

Se ha conseguido sintetizar y caracterizar con éxito un dendron con dos grupos
ferrocenilo y un &cido carboxilico en el punto focal a partir de un compuesto con un Unico

ferrocenilo.

Este dendron es soluble en medios compatibles con muchas biomoléculas de tal
forma que puede unirse a las mismas a traves de la quimica con EDC. Con ello se puede
dotar de sefial electroquimica a biomoléculas que no son electroactivas o0 su centro

electroactivo no puede ser detectado.

Los proximos pasos a seguir se resumen a continuacion en la seccion “Futuras

Perspectivas”.
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Futuras perspectivas

Este apartado esta dedicadoa indicar, en orden cronoldgico, lo que se podria haber
hecho con el dendrén{3,5-(FcCO(CH,)s0),-C¢H3-COOH} 4 si se hubiera dispuesto de

tiempo y que, posiblemente, se pueda llevar a cabo en un futuro.
1. Caracterizacion completa de {3,5-(FcCO(CH,)s0),-CcH3-COOH}

El compuesto 4 (figura 19) podria ser caracterizado mas completamente empleando
otras técnicas como pudieran ser Espectrometria de Masas (MS), el Analisis Elemental y la
Difraccion de Rayos X (DRX) (aparte de mejorar los datos de **C RMN).

2. Evaluacion electroquimica de 3,5-(FcCO(CH,)s0),-CsH3-COOH

Se estudiaria la amplificacién de la sefial del ferroceno al pasar del &cido
ferrocenocarboxilico (FCCOOH), con una unidad ferroceno (ya usado en nuestro grupo de
trabajo), al compuesto 3,5-(FCCO(CH,)s0),-C¢H3-COOH 4, con dos unidades de Fc.

A
a 1 !.5 ?_\m-k—o\
@Pf{’" E / iu'um s
Fe® . = = = |m¢s—o/_f ° — 67
1\\ f L, [s]
\J )
€ ws AGAQCL B v

Fig. 35: Voltamperograma ciclico del &cido ferrocenocarboxilico 1 mM a pH 7
sobre electrodo de carbono frente a electrodo de plata. (Cémo sera el del 3,5-
(FCCO(CHy)50),-CeH3-COOH?.
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3. Marcaje de mioglobina con 3,5-(FcCO(CHy,)s0),-CsH3-COOH

La mioglobina, proteina biomarcadora del infarto de miocardio, tiene un centro
electroactivo de Fe(ll). Sin embargo, como ya se explico en la introduccion (seccion 1.2,
pagina 7), su dificil acceso a la superficie del electrodo hace que no se pueda detectar
electroquimicamente de forma directa necesitando ser marcada con un compuesto

electroactivo (actualmente se emplea el FCCOOH).

Por lo tanto, se podria comprobar si el {3,5-(FcCO(CH,)s0),-C¢H3-COOH} 4 se
une a dicha proteina (figura 36) de forma reproducible, estable y en grandes cantidades ya
que, si realmente amplifica la sefial respecto al FCCOOH, el limite de deteccién
disminuiria considerablemente y el infarto de miocardio se diagnosticaria a niveles de

concentracion mas bajos y, probablemente, en estados méas tempranos de la enfermedad.

Fig. 36: Marcaje de mioglobina empleando la quimica de la carbodiimida para unir
el 3,5-(FcCO(CH,)s0),-CsH3-COOH a los restos amino (NH>) de la proteina.
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4. Crecimiento del dendron para obtener otro de segunda generacion (G2), tal

como se sefiala en la explicacion del esquema adjunto.

o]
o}
Fc Fc*ﬁr\
o HQ {CH ) —0 (CH),—0
2 g)\/\/\/& +©~—’OH i @JOH i @.—/Er
— —-
HO — (cH,,— 0
(EH,)—0 2
Fe _& b Fc&
Y o
Fc. 20
Fc % {
{CH,)s
o (eH,) . g
‘o (CH,)5
fed Fe e Q LI' ‘o-@_ o
(kg HO © o .

Q
OMe OH
2 ) e O i ome ¥y @1
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o) — ‘ﬁ{ 0 o Fch(mzk’
Fe~, Fe™(CHyls @

/O [CHZ:I:
(CH)

Fe™So

Esquema 12: Secuencia de reacciones para llevar a cabo la sintesis convergente
tipo Fréchet del dendron de segunda generacion a partir del {FcCO(CH,)sBr}. i:
Crecimiento convergente por acoplamiento al (3,5-dihidroxifenil)metanol en presencia de
éter 18-corona-6 y K,COg; ii: Bromacion del alcohol bencilico con CBr, y PPhg; iii:
Crecimiento convergente por acoplamiento al 3,5-dihidroxibenzoato de metilo en presencia
de éter 18-corona-6 y K,COg; iv: Hidrdlisis basica del éster, con Li,O en THF/H,O y HCI
conc. en H,0, para obtener el &cido de tal forma que se pueda conjugar a las biomoléculas a

través de la reaccion con carbodiimida.
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