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Resumen

La presente investigacion se centra en el estudio de las de interacciones supramoleculares entre
moléculas de fructanos y el compuesto de coordinacién acido piridin-2,6-dicarboxilico de
disprosio(Ill) (DyADP), mediante resonancia magnética nuclear de proton (RMN H) y
simulaciones de dinamica molecular (DM), para su evaluacion como posibles sondas

paramagnéticas que mejoren las imagenes de resonancia magnética de imagen (RMI).

El compuesto DyADP consiste en tres ligantes de acido dipicolinico unidos a un ion Dy**. Los
compuestos paramagnéticos de Dy®* son de especial interés en RMI debido a su alto momento
magnético. Para facilitar la distribucion de las sondas paramagnéticas dentro del cuerpo y
contrarrestar la toxicidad de los iones metélicos, se utilizan moléculas acarreadoras. Para estudiar

dichos acarreadores se usara como modelo los dendrimeros PAMAM.

Se calibr6 una metodologia basada en las interacciones supramoleculares entre el dendrimero
PAMAM de tercera generacion (G3) y el compuesto DyADP, utilizando titulacion por RMN y
DM. Los resultados obtenidos mostraron una fuerte interaccion entre el PAMAM G3y el DyADP.
Ademas, se demostro que existe el encapsulamiento del compuesto de coordinacion por parte del

dendrimero y se calcul6 el valor de la constante de asociacion Ka.

La metodologia calibrada se empled para evaluar las interacciones supramoleculares entre el
compuesto DyADP y diferentes moléculas de fructanos. Los resultados de RMN y DM mostraron
que los fructanos ramificados de DP mayor a 10 establecen puentes de hidrogeno estables con el
DyADP, sin embargo, las interacciones no son suficientes para generar un proceso de

encapsulamiento.



Introduccion

La resonancia magnética de imagen es una técnica destacada en el campo del diagnéstico médico,
su desarrollo ha ido en aumento con el creciente interés por mejorar las imagenes obtenidas del
interior del cuerpo humano. La técnica no es invasiva;, mediante la aplicacion de un campo
magnético y ondas de radio, produce imagenes detalladas de los tejidos. La RMI es ampliamente
utilizada en diferentes aplicaciones clinicas: vasculares, neurologicas, cardiacas,
musculoesqueléticas, etc. Esto es posible debido a que el contraste de las imégenes esta basado en
la concentracion de protones presentes en el agua de los tejidos y en los mecanismos de relajacién
que efectuan los protones para regresar al equilibrio una vez que las radiofrecuencias se detienen;

generando, por tanto, un contraste particular de cada 6rgano o tejido (Yousaf et al., 2018).

En algunas ocasiones la imagen obtenida por RMI no es lo suficientemente clara y es necesario la
aplicacién de agentes de contraste (AC) que ayudan a obtener imagenes con un realce de los
tejidos, lo que facilita la diferenciacion entre el tejido patoldgico, del sano. Existen diversos
compuestos quimicos utilizados como AC que contienen centros metalicos que provocan cambios
en los tiempos de relajacion de los nucleos de hidrogeno (Geraldes & Laurent, 2009). Esta
categoria comprende dos grupos, los compuestos paramagnéticos con iones de metales lantanidos,
incluyendo al ion Mn?*: y los compuestos superparamagnéticos, principalmente compuestos de
6xido de hierro. Nos enfocaremos en AC paramagnéticos también conocidos como sondas

paramagnéticas (Shokrollahi, 2013).

El constante desarrollo de esta técnica ha conducido a la investigacion de sondas paramagnéticas,
que ademas de perfeccionar la claridad de las iméagenes de los tejidos no representen un dafio a la
salud humana. En la busqueda de iones metalicos para emplearse como AC, los compuestos de
Dy3* son una de las propuestas mas llamativas debido a que este ion presenta el momento
magnético mas alto del grupo de los lantanidos, influyendo en la proteccién o desproteccion de los
protones, a través de la relajacion de los nucleos luego de una transicion magnética (Gémez-
Gonzalez et al., 2021; Shokrollahi, 2013).

Asimismo, la exposicion a la toxicidad de los iones metalicos, debido a su acumulacién por los
AC que actualmente son administrados, puede contrarrestarse con el empleo de moléculas capaces

de encapsular y acarrear de manera més eficiente a los AC (Rogosnitsky & Branch, 2016). Los



acarreadores y encapsuladores son moléculas que facilitan la administracién de AC a los pacientes
a la vez que aseguran su proteccion y su estabilidad para lograr una éptima bio-distribucion y la
expulsion de la molécula encapsulada. Dentro de las estructuras moleculares utilizadas como
acarreadoras de iones metalicos se encuentran los dendrimeros. Estos polimeros sintéticos estan
compuestos por un nucleo central rodeado por varias capas de grupos funcionales que se van
ramificando y que en la superficie presentan una alta reactividad. Los PAMAM (poli
(amidoamina)) son un tipo de dendrimero que presentan alta estabilidad, solubilidad y capacidad
para ser modificados con grupos funcionales (Tomalia & Fréchet, 2002). A pesar de estas
caracteristicas deseables, presentan una gran desventaja. Se ha encontrado que los dendrimeros
PAMAM con terminales amino provocan el deterioro de los globulos rojos acortando su tiempo

de vida y, por tanto, representan un dafio a la salud fisica de las personas (R. Xu et al., 2007).

El equipo de trabajo del Laboratorio de Quimica Inorgéanica del Instituto de Ciencias de la BUAP
llevd a cabo un estudio con RMN sobre las interacciones supramoleculares de un compuesto
constituido por tres ligantes de &cido dipicolinico que se coordinan a un ion de Dy** (DyADP) con
el dendrimero PAMAM de tercera generacion (G3) sugiriendo una posible interaccion entre estos
(Vasquez, 2021).

El proposito de este trabajo es continuar dicho estudio aplicando una metodologia computacional
de dinamicas moleculares que se conjunta y valida mediante titulaciones por RMN *H, lo que
permite cuantificar la constante de afinidad para el sistema DyADP: PAMAM G3. Posteriormente,
una vez calibrada la metodologia se evaluaron las interacciones supramoleculares entre el DyADP

y moléculas de fructanos de agave y achicoria, como alternativa al uso de PAMAM G3.



Justificacion

El estudio de los fructanos interactuando con compuestos de coordinacion es un campo
inexplorado que puede dar apertura a nuevas aplicaciones usando un recurso altamente disponible,
ya que actualmente los fructanos se pueden obtener de manera comercial a partir de los agaves
utilizados en la produccion de mezcal (Plascencia et al., 2020). Si se demuestra que los fructanos
encapsulan al compuesto de coordinacion DyADP evaluando las interacciones supramoleculares
entre éstos, se podréd proponer su uso como sondas paramagnéticas que mejoren las imégenes por
RMI.

Antecedentes

La resonancia magnética de imagen es una técnica ampliamente utilizada para el diagndstico
médico de enfermedades presentes en los drganos internos (Arshiya Ara et al., 2011). El equipo
de RMI induce un campo magnético externo que alinea los momentos magnéticos nucleares de los
protones del agua presente en el cuerpo. Posteriormente, aplica una onda de radiofrecuencia
especifica que es resonante con los protones del agua, provocando que los nucleos de hidrégeno
pasen a un estado de mayor energia y una vez que se remueve la onda, los protones regresan a su
estado basal. Este proceso de relajacion de los nucleos para regresar a su estado de equilibrio se
divide en dos mecanismos: la relajacion longitudinal T1 (red-espin) y la relajacion transversal T
(espin-espin). Finalmente, el cambio energético es detectado para generar las imagenes por
computadora, por lo cual la alteracion del tiempo en el que los mecanismos se llevan a cabo puede

influir significativamente en la obtencion de imagenes mas nitidas (Caspani et al., 2020).

Agentes de Contraste

Precisamente, con la intencién de mejorar la calidad de imagen se desarrollaron compuestos
quimicos denominados agentes de contraste (AC). En la década de los 80’s se inici6 el desarrollo
de los primeros AC, definiéndolos como sales de compatibilidad fisiolégica compuestas por un
atomo central (nimero atémico del 22 al 29, 42, 44 y 57 a 83) contenidos en moléculas quelatos
(Pierre et al., 2014).



Existen muchos tipos de AC, han sido clasificados de acuerdo con su composicién quimica, con
su comportamiento bioldgico y también segun sus propiedades magnéticas y por como afectan los
tiempos de relajacion longitudinal y transversal. Esta ultima categoria se divide en dos grupos: los
compuestos paramagnéticos o AC positivos y los super paramagnéticos o AC negativos. El primer
grupo comprende iones metalicos que tienen varios electrones desapareados como los iones
lantanidos Gd** o el ion metalico de transicion Mn?* que promueven que los protones disipen la
energia absorbida de manera mas eficiente, por tanto, acortan el tiempo de relajacion T1 lo que a
Su vez provoca un aumento en la sefial observada, es decir, un incremento en el brillo de las
iméagenes. En el grupo de los super-paramagnéticos se encuentran compuestos como el 6xido de
hierro, que generan imagenes mas oscuras en las zonas de absorcion del AC debido a que la sefial
disminuye al ocurrir un corto tiempo de relajacion T (Bottrill et al., 2006; Gémez-Gonzalez et al.,
2022; Zhou et al., 2017).

El primer AC descrito fue el pentaacetato de dietilentriamina Gd** (Gd-DTPA). Un afio més tarde
se desarrollé el AC &cido tetraaza-ciclododecano-tetraacético Gd** (Gd-DOTA) (Telgmann et al.,
2013). Ambos compuestos, cuyas estructuras se muestran en la Figura 1, estan presentes en el
mercado como Magnevist y Dotarem respectivamente y son los mas utilizados actualmente
(Bottrill et al., 2006).

o
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Magnevist® Dotarem®

Figura 1. Agentes de contraste basados en gadolinio.

Estos compuestos se han considerado AC ideales para emplearse en RMI debido a su alta
estabilidad y también por el gran momento magnético que presentan los iones Gd** (Babailov et
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al., 2014); podemos observar en su configuracion electronica ([Xe] 4f ') que el nivel 4f contiene
siete electrones desapareados los cuales acortan los tiempos de relajacion de los espines de los
protones del agua presente en los tejidos. Por otra parte, los &tomos de oxigeno y nitrégeno de los
quelatos poliaminocarboxilatos tienen pares de electrones disponibles para formar enlaces
covalente-coordinado con el gadolinio formando una union fuerte (Sherry et al., 2009), es asi como
diferentes autores (Babailov et al., 2014; Bottrill et al., 2006) coinciden en mencionar que estos
compuestos presentan estabilidad tanto cinética como termodindmica. Estas caracteristicas
adquieren vital importancia ya que los iones gadolinio no deben ser administrados libremente, para
evitar su toxicidad es necesario que estén contenido en una molécula biocompatible, lo
suficientemente afin al ion lantanido para que no ocurra la disociacion del metal o se produzca un
intercambio por otros cationes presentes en el cuerpo como Ca?*, Zn** o Cu?* (Pollet & Marx,
2007; Rodriguez Nava et al.,2008).

Sin embargo, estudios posteriores sefialaron toxicidad por inestabilidad termoquimica,
intercambio de ligantes y transmetalacion (Pierre et al., 2014). No es de sorprender que se
encontrara una estrecha relacion con el desarrollo de la enfermedad fibrosis sistémica nefrogénica
(FSN) en las personas a las que se aplicaron los AC, dado que, al ocurrir la disociacion del
compuesto de coordinacion, los iones libres de gadolinio se acumulaban en los tejidos, planteando
un problema de salud, especialmente en pacientes con funcién renal comprometida (Mekuria et
al., 2017).

Los AC propuestos como alternativas al uso de Gd** que a su vez pueden considerarse como
nuevas opciones para conseguir imagenes ponderadas en T, incluyen compuestos con iones
lantanidos. Andolina y colaboradores, sintetizaron, caracterizaron y evaluaron como AC
bimodales (RMI en combinacion con espectroscopia de infrarrojo cercano NIR) compuestos con
Yb, Dy, Eu 'y Sm coordinados a quelantes heteroatémicos de nitrégeno y oxigeno; los resultados
demostraron nula toxicidad por parte de los compuestos y determinaron que el compuesto de Yb
es el mejor candidato para AC bimodal, resaltando continuar el desarrollo de compuestos de Dy3*
para AC T2 (Andolina et al., 2012).

Asimismo, otros autores han propuesto compuestos de coordinacion lantanidos como posibles AC
para RMI: Babailov y colaboradores realizan un estudio sobre las propiedades magnéticas de

compuestos de Ho*" coordinado a ligantes del tipo aminopolicarboxilatos sugeridos para

11



diagnostico de cancer (Babailov et al., 2014). Por otra parte, Burai y colaboradores reportan
compuestos de Eu?* con quelatos macrociclicos con particularidades dptimas para utilizarse como
AC con respuesta redox, proyectando continuar el estudio en pro de mejorar la estabilidad y evitar
la disociacion de la especie Eu?* (Burai et al., 2000).

Compuestos de Dy

El disprosio es un elemento metalico del bloque f, del grupo de los lantanidos, con nimero atémico
66 y configuracion electronica [Xe] 4f1%s?. Los lantanidos suelen encontrarse en los compuestos
con estado de oxidacion de +3. EI Dy®* es un ion f ° es decir tiene cinco electrones desapareados
y por lo tanto es un ion paramagnético (Atkins et al., 2010).

En el contexto del diagnostico médico, los compuestos de Dy®* son una propuesta prometedora.
Actualmente RMI utiliza un campo magnético permanente (Ho) de entre 1y 3 T, sin embargo, es
posible obtener una mejor resolucion de las imagenes al aumentar Ho. El desarrollo de
instrumentos con campos muy altos (3 a 7 T) y ultra altos (UHF) (Ho> 7 T) conlleva al mismo
tiempo a la busqueda y generacion de AC 6ptimos, ya que los empleados para campos <1 T (como

los de gadolinio y hierro) no son eficaces a mayor fuerza magnética (Gémez-Gonzalez et al., 2021).

El ion Dy®* exhibe dos caracteristicas de suma importancia: presenta el momento magnético mas
alto dentro del grupo de los lantanidos; y tiene una eficiente relajacion electronica. Ambas
particularidades tienen efecto sobre el mecanismo de relajacion de Curie (que a su vez contribuye
a la relajacion transversal T»). EI mecanismo se produce a partir de la interaccion dipolar entre los
momentos magnéticos nucleares de los protones y los momentos magnéticos de los electrones
desapareados del Dy3*. La relajacion de Curie es proporcional al cuadrado del momento magnético
del ion lantanido y aumenta a medida que el campo magnético permanente se intensifica. Por tanto,
los compuestos basados en Dy** son una propuesta de AC ideales para utilizarse en RMI de UHF
(Norek & Peters, 2011).

Gomez-Gonzalez y colaboradores reportaron la sintesis de nanoparticulas primero de DyVOs y
posteriormente de DyPO4 (Gomez-Gonzalez et al., 2022) ambos compuestos funcionalizados con
moléculas de acido poliacrilico (PAA) que ayudaron a estabilizar a las NPs en condiciones

fisioldgicas. El estudio comprobd que bajo la aplicacion de un escaner de 9.4 T las NPs fueron
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capaces de aumentar el contraste negativo de las imagenes, ademas se les reconocié como AC
especificos para RMI de UHF. La mejor respuesta en cuanto a relaxividad (es decir la capacidad
de acortar T2) fue de las NPs de DyPOs las cuales también fueron evaluadas en cuanto a su
biocompatibilidad y seguridad encontrando efectos de toxicidad no significativos.

De manera similar, Wan y colaboradores sintetizan nanoparticulas de oro modificadas con Dy®*
(AuNP-DyDOTA(amida)x) para aplicarse como AC T2 para imagenes por RM de UHF debido a
su tamario pequerio, estabilidad y no toxicidad. Los estudios realizados in vivo a diferentes Ho (1.2
T,4.7T,7T,9.4T)comprobaron que el contraste de las imagenes mejord a medida que aumentaba

la intensidad del campo magnético (Wan et al., 2020).

Por otra parte, Baek y colaboradores presentan una interesante propuesta de un compuesto de Dy®*
de bajo peso molecular evaluado como AC de UHF especifico para el higado. Sintetizan el
compuesto macrociclico de estabilidad quelante alta Dy[DO3A-EOB] al cual le miden los tiempos
de relajacion T1 y T2 a diferentes campos magnéticos (1.5, 3, 4.7, 7y 9.4 T). Los resultados
muestran un incremento del realce negativo de las imagenes de hasta siete veces su valora 1.5 T
al incrementar el campo a 9.4 T. Los resultados fueron comparados con los obtenidos para el
compuesto comercial Gd[DO3A-BT] en ellos se aprecia que aun coordinados a un ligante con la
misma estructura, no obtuvieron una bio-distribucién equivalente, sefialando que el metal también
tiene un efecto particular sobre la captacion y absorcion del AC. Finalmente, los estudios in vivo
demostraron una excelente respuesta como AC de UHF para diagnostico de enfermedades del
higado (Baek et al., 2020).

El compuesto DyADP utilizado para el presente trabajo de investigacion fue sintetizado y
caracterizado por el equipo de trabajo del Laboratorio de Quimica Inorganica de la BUAP. El
compuesto obtenido posee un IC 9, con una geometria prismatica trigonal triapicado y esta
coordinado a tres ligantes de &cido dipicolinico (ADP) uno de ellos con un radical deslocalizado
en el sistema © (Fig. 2) (Carmona-Pérez et al., 2023). La formacion de enlaces coordinados entre
el Dy** y los atomos de oxigeno y nitrégeno en el ligante contribuye a la alta estabilidad
termodinamica de este tipo de compuestos, caracteristica que concuerda con las estructuras de los

AC clinicamente aprobados (Sherry et al., 2009).

Las mediciones por RMN H realizadas al compuesto confirman sus propiedades paramagnéticas,

su rapida relajacion electronica, asi como una mayor eficiencia de los mecanismos de relajacion
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de los protones del ligante cuando el ion lantanido esta presente, sefialando que las principales

interacciones magnéticas son de tipo dipolar (Carmona-Pérez et al., 2023).
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Figura 2. Estructura del compuesto DyADP. Dy aqua, N azul, O rojo, C gris, H blanco.

Dendrimeros

Para la bio-distribucion de las sondas paramagnéticas se emplean moléculas acarreadoras como
los dendrimeros. En especifico, los dendrimeros PAMAM son moléculas formadas por un nucleo
inicial que crece mediante la adicion sucesiva de unidades amida, cada iteracion de este proceso
se considera una generacion (Maiti et al., 2004). Tienen como caracteristicas un tamafio
nanométrico controlado, una alta capacidad de carga y una superficie altamente funcionalizable.
Los PAMAM muestran interacciones supramoleculares, es decir que se unen a otras moléculas
mediante enlaces no covalentes como las fuerzas de Van der Waals, los enlaces idnicos y los
enlaces por puentes de hidrogeno. Estas interacciones hacen posible el encapsulamiento de
moléculas huésped, sumado a las propiedades mencionadas, los PAMAM son Utiles en
aplicaciones como el acarreamiento de farmacos, la purificacion de proteinas y las iméagenes en

RMI para diagnostico (Varshey et al., 2012).
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Los AC basados en Gd macrociclico (DOTA, DTPA, DO3A, etc.) en combinacion con
dendrimeros PAMAM de distintas generaciones han sido disefiados con el objetivo de mejorar el
contraste de las imagenes, asi como su distribucion dentro del cuerpo. Por lo general los
dendrimeros mantienen a los compuestos cerca de las terminales. Es posible controlar la cantidad
de AC que se injertan al dendrimero o si parte de las ramificaciones se funcionalizan con otras
moléculas que intervengan en la biocompatibilidad, el tiempo de circulacion o la estabilidad a
largo plazo. Un ejemplo de este caso son los dendrimeros PAMAM de generacion 5 los cuales
primero se funcionalizaron con PEG y después se le afiadieron derivados de Gd-DTPA, para
aplicarse en ratones con injertos de cancer de higado humano, lo que condujo a la obtencién de
iméagenes hiperintensas. También PAMAM G2.5 se funcionaliz6 secuencialmente con beta-
ciclodextrina y adamantano y a continuacion con Gd-DO3A, demostrando una respuesta exitosa
en la obtencién de iméagenes de tumores en ratones. Otro ejemplo son los nanoclusters de PAMAM
G3 con compuestos de Gd-DOTA que de igual manera mejoraron el realce de las imagenes en los
estudios in vivo. Estas optimizaciones a las imagenes se deben a la gran cantidad de agentes
paramagnéticos presentes en una sola entidad, sin embargo, un punto en contra a consecuencia de
su gran tamafio es un mayor tiempo de retencion en el sistema, aumentando el riesgo de generar

efectos secundarios no deseados (Caminade et al., 2021).

En el trabajo de Mekuria y colaboradores se sintetizaron NPs de Gd»Os cultivadas en el centro del
dendrimero PAMAM G4.5 y funcionalizadas con polietilenglicol (PAMAM-G4.5-Gd.0s-PEG)
propuestas como AC dual (T1y T2) para RMI. Uno de los parametros evaluados fue la relaxividad
longitudinal (ry) a 7 T; se encontré que el valor de r1 para este compuesto era casi 5 veces mayor
comparado con el obtenido para el AC Gd-DTPA. Las imagenes conseguidas de los estudios in
vivo ponderadas para T1 mostraron un mayor realce del contraste en higado, bazo y vejiga; ademas
para el caso del rifion, las imé&genes presentaron mejor contraste tanto en T1 como en T2 (Mekuria
etal., 2017Db).

Otra propuesta de AC basados en dendrimeros (G1-G4) fue presentada por Huang y colaboradores
quienes extienden la plataforma de imagen molecular Biosensor Imaging of Redundant Deviation
in Shifts (BIRDS), la cual mide los desplazamientos quimicos de protones no intercambiables en
monomeros paramagnéticos, a sistemas con dendrimeros paramagnéticos. La evaluacion del
compuesto de Tm** coordinado al ligante DOTA* en combinacion con dendrimeros PAMAM de

diferentes generaciones, demostro que la relacion sefial-ruido de los BIRDS fue igual o mejor que
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la sensibilidad obtenida para los monémeros de TmMDOTA" por lo que concluyen que este tipo de
compuestos tendran aplicaciones biomédicas tanto para RMI como para la técnica de imagen

Optica (Huang et al., 2015).

Desafortunadamente una desventaja importante a destacar es que los dendrimeros PAMAM causan
hemodlisis; esto es la degradacidn de glébulos rojos y también su deformacion y agregacion, por lo
que estos dendrimeros son considerados sustancias peligrosas para el cuerpo humano (R. Xu et al.,
2007). En consecuencia, se ha decidido para este trabajo concluir la parte experimental-
computacional con el DyADP y el PAMAM G3 con la intencién de calibrar una metodologia y
posteriormente aplicar el método a otras moléculas con posibilidad de encapsular el compuesto
DyADP.
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Figura 3. Estructura de PAMAM generacion 3.

Fructanos

Como propuesta alternativa a los PAMAM se consideran las moléculas de fructanos. Los fructanos
son un tipo de carbohidrato hidrosoluble de cadena lineal o ramificada. Se componen de varias

unidades de fructosa y una molécula de glucosa, unidas mediante enlaces glucosidicos (Moreno-
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Vilet et al., 2016). Su grado de polimerizacion (DP) va desde tres a cientos de unidades segln su
origen, y presentan diferencias de acuerdo con las posiciones de los enlaces entre las unidades de
fructosa, la posicion de la molécula de glucosa, y si se ramifican. Dentro de las estructuras mas
simples de cadena lineal esta el fructanol-kestosa con enlace B (2,1) lo cual significa que dos
moléculas de fructosas forman un enlace entre el carbono anomérico de una unidad y un grupo -
OH del carbono en posicion 1 de la siguiente unidad. El fructano 6-kestosa, tiene un enlace
glucosidico B (2,6) y la neokestosa contiene la unidad de glucosa entre dos fructosas (Fig. 4)(Van

den Ende, 2013).

b) c)

HOH,C o o CH,
H
H oH —0,
HO' H
X/ CH;0H HO
H CH, OH
H
HO
Ha H H 0
HOM,C o 0 HOH,C o . .
X
H oH H oH H orf
H CH,OH H H CH,0H
HO H HO H HO H

Figura 4. Estructuras de fructanos: a) 1-Kestosa, b) 6-Kestosa, c) Neokestosa

Los fructanos con grado de polimerizacion mayor a 10 se les conoce como moléculas de tipo
inulina cuando son lineales. Existen diferentes plantas que presentan un alto contenido de inulina,
como el agave, la achicoria, el diente de ledn, la dalia, la alcachofa, etc. Entre sus propiedades
destacan la formacidn de gel, la retencion de agua y el espesamiento, ademas muestran funciones

fisiolégicas como inmunoestimulantes y anticancerigenas (Ni et al., 2019).

Estos polisacaridos naturales han sido ampliamente investigados desde el campo de la nutricion
como alimentos funcionales, demostrando muchos beneficios para la salud humana debido a sus
efectos prebioticos (Hughes et al., 2022). Una de las aplicaciones de los fructanos que va en
aumento es en el campo farmacéutico. Tanto la inulina como los fructanos no son procesados por

el sistema digestivo hasta que llega al colon, lo que ha promovido su uso como sistemas de
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liberacion de moléculas bioactivas especificas para esta parte del intestino grueso (Tripodo &
Mandracchia, 2019). Ademas, nuevas aplicaciones de moléculas basadas en inulina han surgido a
partir de su funcionalizacion, por ejemplo, la inulina ha sido modificada para obtener surfactantes
o también para la obtencion de hidrogeles, micelas o nanoparticulas que incorporan farmacos
(Gupta et al., 2019).

Uno de los trabajos donde se puede apreciar la aplicacion de estos polisacaridos como moléculas
acarreadoras de farmacos es el de Joseph y colaboradores. La sintesis de NPs de inulina de
achicoria reticuladas con calcio y estabilizadas con miel demostraron un eficaz encapsulamiento
del farmaco clorhidrato de irinotecan trihidratado (IHT), el cual es utilizado en el tratamiento
contra el cancer de colon. Las NPs mostraron una actividad anticancerigena mejor que la obtenida
por el farmaco IHT puro, ademas de acuerdo con los resultados de estabilidad tanto coloidal como
de almacenamiento se encontrd una excelente biocompatibilidad proponiéndolo como un sistema
nano acarreador perfecto para la administracion de farmacos especificos para el colon (Joseph et
al., 2024).

Por otro lado, Delgadillo y colaboradores presentan un sistema de liberacion de farmacos basado
en microesferas de fructanos de Agave tequilana Weber var. azul. Los fructanos fueron
modificados por acetilacion con la intencion de aumentar su liposolubilidad y asi mejorar su
degradacion por las bacterias del colon logrando liberar las moléculas huésped. Para este estudio
el farmaco utilizado fue el ibuprofeno y encontraron que las microesferas de fructanos eran capaces
de cargarse hasta con un 33% del farmaco, consiguiendo a su vez una 6ptima, estable y especifica
liberacion (Delgadillo et al., 2015).

En este trabajo se utilizaron fructanos de agave tequilana (fructanos ramificados con diferentes
grados de polimerizacion) e inulina de origen achicoria (la inulina se caracteriza por poseer una
estructura lineal). A la par de utilizar polisacaridos naturales como posibles acarreadores de AC
biocompatibles, se persiguen como intereses complementarios: el aprovechamiento de una fuente
explotable de fructanos presentes en la pifia y la parte basal de las hojas de la planta de agave, estos
ualtimos en el proceso de elaboracion de mezcal son totalmente desechados (Soto-Castro et al.,
2021). Y por otra parte se contribuye al estudio de los fructanos en el campo de la quimica
supramolecular y sus interacciones con compuestos de coordinacion, con la intencidn de expandir

posibles aplicaciones de estos polisacaridos. Cabe destacar que para las dinamicas moleculares se
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simularon moléculas de fructanos sencillas como las presentadas anteriormente y también de DP
6, constituido por cinco fructosas y una glucosa y de DP 11, el cual presenta tres ramificaciones

con un total de diez fructosas y una glucosa (Fig. 5).
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Figura 5. Estructuras de fructanos a) DP 6, b) DP 11.
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Generalidades de las técnicas de simulacion y espectroscopia

Simulaciones Computacionales

En las ultimas décadas, el desarrollo de las simulaciones computacionales ha escalado
significativamente, considerandose una valiosa herramienta para la investigacion en diferentes
areas cientificas. Dentro de su aplicacién en el campo de la quimica, las simulaciones se basan en
diferentes métodos para modelar y predecir sistemas moleculares. Entre los principales beneficios
podemos destacar en primer lugar el ahorro econémico y temporal en experimentos dentro del
laboratorio y la reduccién de riesgos a la salud humana a causa de la manipulacién de sustancias
peligrosas. Y, por otra parte, la quimica computacional complementa y enriquece el analisis e
interpretacion de fendmenos complejos, que pueden ser dificiles de explicar exclusivamente por

técnicas analiticas (Gonzéalez, 2011).

La historia de las simulaciones computacionales parte de los métodos de calculo de la mecanica
cuéntica: ab initio (que significa primeros principios). Con la intencion de modelar sistemas
moleculares méas grandes o complejos y de estudiar las interacciones moleculares y las reacciones,
los célculos tedricos se alimentaron con datos experimentales, de ahi surgieron los métodos
conocidos como semiempiricos. A pesar de ser métodos mas eficientes computacionalmente y una
herramienta Util para estimar propiedades de sistemas mucho mas grandes comparados con los

métodos ab initio, la gran desventaja radica en una menor precision (Cramer, 2004).

Sin embargo, cuando queremos describir un sistema molecular de tamafio moderado a grande que
ademas se desea monitorear en un periodo de tiempo, no es posible abordarlo con los métodos
mencionados anteriormente; precisar todos los efectos electronicos resulta imposible por el alto
coste computacional, sea por insuficiencias temporales o espaciales. Es asi como resulta necesario
escalar a un nivel mas alto en las aproximaciones. Desde la mecanica molecular, el estudio de estos

sistemas se puede plantear mediante simulaciones de dinamica molecular (DM) (Gonzalez, 2011).

Dinamica molecular

La DM es un tipo de simulacion computacional que utiliza aproximaciones basadas en la mecanica

clasica de Newton. Este tipo de simulaciones proporcionan informacion de las estructuras
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moleculares y sus conformaciones, asi como las interacciones con otros sistemas moleculares y
los cambios ocurridos en funcién del tiempo. Las simulaciones de DM tienen una amplia gama de

aplicaciones en quimica, bioquimica, farmacologia, etc. (Karplus & McCammon, 2002).

En un sistema de coordenadas cada particula que compone el modelo de estudio tiene una posicion
(Xi, Vi, zi) y lleva un momento (pxi, pyi, Pzi), que permiten describir el estado del sistema en cada
punto del espacio, a esto se le conoce como espacio de fase. En la figura 6 se muestra la correlacion
normalizada del monitoreo de la variacion de la distancia entre un atomo de nitrégeno de una

amida de PAMAM G3 al atomo de Dy del compuesto durante los primeros 100 ps.

Figura 6. Correlacion normalizada del sistema PAMAM: DyADP 1:1, en los primeros 100 ps.
En los ejes; x: tiempo; y: distancia Namida-Dy; z: energia.

Conforme avanza el tiempo, el espacio de fase va trazando una trayectoria. La trayectoria es clave
para conocer el comportamiento del sistema a medida que evoluciona en el tiempo, por ello para
obtener el analisis de las regiones de interés entre la cantidad tan grande de puntos que abarca el
espacio de fase (incluye regiones de muy alta energia que no son relevantes), es necesario partir
de un estado de minima energia. Ademas, como la trayectoria es continua y periddica, cada punto
de fase condiciona el siguiente, por tanto, es posible conocer el comportamiento de la sustancia

y/o las tendencias de interaccion, es decir, el dinamismao representativo del sistema (Cramer, 2004).
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Campo de fuerza

Para realizar las simulaciones de DM se requiere un modelo matematico denominado campo de
fuerza (CF) que describe las interacciones entre atomos y moléculas. Existen muchos CF;
dependiendo del sistema a estudiar se considera cuai es el mas apropiado o incluso es comun el
desarrollo de campos para sistemas especificos que no se han podido simular de forma adecuada
con los existentes. Aun asi, todos estabiecen un potencial energético a partir de las fuerzas que se

generan entre los diferentes tipos de interacciones moleculares (Martinho et al., 2014).

Podemos clasificar estas interacciones en intramoleculares e intermoleculares. En las primeras se
abarca la conectividad entre &tomos, se describe el enlace como un vector que conecta dos &tomos,
la flexién que existe entre ellos proporciona el &ngulo y si hay mas de cuatro atomos se describe
afiadiendo términos torsionales (Fig. 7). Ademas, el ensamble de estas tres caracteristicas es otra
cuantificacién, que se incluye en los términos cruzados. Estas contribuciones a la energia total se

encuentran en los primeros cuatro términos de la ecuacion 1 (Cramer, 2004; Gonzélez, 2011) .
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Figura 7. Parametros geométricos, d: distancia, 0: angulo, : angulo diedro.

En el segundo tipo de interaccion se pueden destacar dos construcciones de energia potencial, las
interacciones de Van der Waals y de repulsion, referidas por medio del potencial de Lennard Jones

(LJ) y lainteraccion unicamente electrostatica (Fig. 8), que se expone con la ecuacion de Coulomb.
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Figura 8. Interacciones intermoleculares.

Las respectivas ecuaciones matematicas estan expresadas en los ultimos dos términos de la
ecuacién 1 (Cramer, 2004; Gonzalez, 2011).

U= Z %kb(r—r0)2+ z %ka(9—90)2+ Z %[1

enlaces angulos torsiones
12 6
0;i O;: q:9;
] tj t1j
+cos(n¢—6)]+ZVimp+Z4eij —= |t —
. TR Tij
imp L] J J elec

(1)
De acuerdo con lo mencionado por Xu y colaboradores (P. Xu et al., 2015), existen dos tipos de
CF, los precisos integrados por MM3, CHARMM, OPLS, AMBER y el CF que se utiliz6 para este
trabajo Merck Molecular Force Field (MMFF94), que se utilizan principalmente para
biomoléculas, en especifico para sistemas locales. Y, por otra parte, se encuentran los denominados
completos (AUA, UFF, DREIDING, COMPASS, etc.) que se aplican en el area de la ciencia de

los materiales.

El campo de fuerza MMFF94 fue creado con el objetivo de aplicarse en los campos de bio-organica
y farmacia, en su desarrollo consiguié parametrizar (mediante calculos de mecanica cuantica) las
interacciones electrostaticas, asi como de Van der Waals y también, los términos cruzados y de
valencia coordinada para generar geometrias moleculares Optimas. Su aplicaciéon se enfoca en

sistemas receptor-ligante de biomoléculas como proteinas o &cidos nucleicos, pues dedican
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especial atencion en la correcta descripcion tanto de los receptores como de una amplia variedad

de ligantes, asi como del proceso de unién entre estas (Halgren, 1996; Tosco et al., 2014).

Es importante sefialar que la calidad de un CF se reconoce por evaluacion experimental. La
parametrizacion de MMFF94 es derivada de calculos ab initio lo que le concede precision, pero es
justamente mediante la validacién experimental que se reconoce y recomienda su aplicacion para
sistemas de moléculas organicas y macromoléculas bioldgicas (Halgren, 1996; Lewis-Atwell et
al., 2022).

Aplicaciones

Las simulaciones de dinamica molecular seguramente son una de las mejores opciones para el
modelado de dendrimeros, en gran parte porque al ser un sistema molecular de tamafio moderado-
grande los métodos cuanticos resultan inconvenientes y ain mediante métodos hibridos (célculos
de mecanica cuantica/ mecanica molecular) la descripcion de este tipo de sistemas representa un
reto. Conseguir una representacién fiable de los dendrimeros, es decir, una que considere las
diferentes caracteristicas como: el numero de generacion, grupos funcionales presentes,
ramificaciones y vacios, etc., resulta de gran importancia pues permite conocer su comportamiento
en disolucion y las interacciones con farmacos, biomoléculas o compuestos metalicos. A traves
del uso de DM podemos obtener informacidn respecto a la interaccion entre el dendrimero y la
molécula huésped, indicando la estabilidad, retencion y liberacion de esta, asi como el papel del
disolvente. Por ejemplo, evaluar por DM a los dendrimeros PAMAM, que son sistemas sumamente
estudiados, permite validar metodologias y campos de fuerza, que finalmente proporcionaran un
mejor entendimiento del comportamiento de los dendrimeros y un avance en la parametrizacion

de las simulaciones para sistemas especificos (Martinho et al., 2014).

En el trabajo de Krishnan y colaboradores (Krishnan Namboori et al., 2013) se generaron,
mediante el software MOE y con un CF MMFF94, las siguientes propiedades de diferentes
polimeros entre ellos dendrimeros PAMAM G3 a G5: volumen de Van der Waals, capacidad
calorifica, tensién superficial, temperatura de transicion vitrea, constante dieléctrica, indice de
refraccion molar, momento dipolar efectivo, pardmetros de solubilidad, susceptibilidad magnética,

rigidez molar y conductividad térmica. El analisis computacional de este estudio tuvo como
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objetivo la evaluacion de hidrogeles basados en dendrimeros como sistemas de administracion de
farmacos, concluyendo que los hidrogeles formulados con PAMAM G5 eran una opcién apropiada

para este propdsito.

También, en el estudio tedrico de Bayat y colaboradores (Bayat et al., 2019), abordan una
metodologia que combina métodos ab initio, semiempiricos y dinamicas moleculares con CF
MMFF94 para compuestos de farmacos que inhiben el crecimiento del virus de la hepatitis
(Adefovir, Entecavir, Telbivudina, Lamivudina y Tenofovir) monitoreando el area de unién con
dendrimeros PAMAM G3: el &rea A comprende las ramificaciones de la generacion 2.5 a 3, area
B va de la generacién 1.5 a 2 y el area C del centro a la generacion 1; con relaciones molares 1:1
y 1:18 PAMAM-farmaco. Para el disefio de estos compuestos se tomaron en cuenta los efectos de
los puentes de hidrogeno, las interacciones electrostaticas, los espacios vacios y los efectos
estéricos. Ademas de predecir las estructuras mas probables, se evalud la posibilidad de liberacion,
administracion y separacion de los farmacos. Los resultados demostraron que la formacion de un
complejo de PAMAM con Entecavir y de PAMAM con Adefovir eran teéricamente posibles,
ademas informan que en este ultimo el farmaco se unio6 en el area B y fue el de mayor estabilidad.

Por altimo, determinan la secuencia de liberacién del farmaco.

Por otra parte, Abraham y colaboradores (Abraham et al., 2017) utilizan MMFF94 en conjunto
con el desplazamiento inducido por lantanidos (LIS por sus siglas en inglés) de la técnica de RMN
para un estudio conformacional de lactamas con Yb(fod)s. Los resultados demostraron una buena
concordancia en las geometrias calculadas para cada compuesto.

El modelado de metales lantanidos con moléculas organicas es un area activa de la investigacion.
En general, no existen muchos ejemplos de estudios de compuestos lantanidos que utilicen
MMFF94, o cualquier CF de modelado de biomoléculas (como CHARMM, AMBER, GROMOS)
debido a la falta de parametrizacion de iones lantanidos. Algunas estrategias a las que se puede
recurrir para lograr modelar estos sistemas son el modelo de enlace, el modelo de no enlace, la
aproximacion de atomo catidnico ficticio o la aproximacién de modelo polarizable. Otra opcion es
utilizar Python Based Metal Center Parameter Builder (MCBP.py), una herramienta que permite
generar parametros especificos para centros metalicos y pueden integrarse con los programas de

los CF mencionados, como en el estudio de Oliveira donde se emplea MCBP para modelado del
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AC Gd-DOTA. La eleccion de la estrategia depende del sistema de estudio y de los recursos

computacionales disponibles (Oliveira et al., 2022).

En este proyecto se eligi6 utilizar el CF MMFF94 con el modelo de enlace, es decir, se considera
al compuesto de coordinacion como esta descrito en la estructura cristalogréafica donde es necesario
asignar las longitudes de enlace entre el atomo de metal y los ligantes de manera fija, asi como las
constantes de fuerza para estos enlaces (Fig. 9). El software, que utilizamos fue el Molecular
Operating Environment (MOE) (Chemical Computing Group ULC., 2022).

Figura 9. Estructura del sistema PAMAM G3: DyADP 1:16 en el paso 2000 ps
producida después de una DM en el software MOE.
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Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los nucleos atdbmicos estan compuestos esencialmente por neutrones y protones, con valores de
espin nuclear de %. Los espines desapareados de estas particulas se describen por medio del
namero cuantico de espin nuclear I, si todos los espines se han apareado | = 0, estos nucleos no
pueden observarse por RMN, sin embargo, si uno de los espines queda sin aparearse con otro,
entonces el niumero cuantico de espin neto sera diferente de cero; por ejemplo, si INn=+ % e Ip =
+ Y, entonces Iy + Ip # 0, 0 en el caso de 3C con seis protones y siete neutrones el espin nuclear
total | = Y. Existen numerosos nlcleos con | = %; por ejemplo, el *H, 3C, 1°F, 3P, etc. Este espin
desapareado confiere un momento magnético al ndcleo, pw, con una distribucion esférica cuando

se encuentra en un campo magnético (Drago, 1992).

1

UN

Figura 10. Representacion de un ndcleo con | = 1/2 como una esfera giratoria.

Las orientaciones que presentan los espines se asocian con el nimero cuantico del momento
angular de espin m;, que puede tomar valores que van desde I, I -1, ..., (- I+1), hasta -1. Asi para
| = %, m =+ %. En ausencia de un campo magnético, un puede tener dos orientaciones. Al
someter a los ndcleos a un campo magnético permanente, Ho, de acuerdo con la distribucion de
Boltzmann, la poblacion de los espines se repartira en dos niveles energéticos, siendo el nivel de
menor energia el mayormente poblado. Los espines se alinearan con el campo magnético; algunos
se orientaran en contra de la direccion de las lineas de campo magnético, conformando un estado
mas negativo de energia potencial y otros espines lo haran a favor del campo conformando el
estado de energia potencial menos negativa (estado excitado). Esto se conoce como efecto Zeeman
nuclear. El estado « alude al primer caso con m, = +%, y el estado excitado f corresponde al estado

excitado con m, = -%. La suma de los momentos magnéticos nucleares y electronicos individuales
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de toda la molécula sometida a un campo magnético genera una magnetizacion neta, M (Drago,
1992).

La separacion entre los estados energéticos depende de la fuerza del campo aplicado, con un campo
magnético de baja fuerza la separacion es pequefia; caso contrario, aplicando un campo magnético
de intensidad alta el desdoblamiento de los niveles energéticos es mas grande, dando lugar a que
la relajacion nuclear tome mas tiempo y se pueda obtener una mejor resolucion en el espectro
(Drago, 1992).

El experimento inicia cuando el equipo de RMN aplica un campo magnético permanente Ho sobre
los nacleos con | = 1/2 (por convencidn definido el eje z). EI campo magnético interactta con los
momentos nucleares y se elimina la degeneracion de los estados m,= +1/2. La diferencia energética

AE, entre los niveles a y S esta dada por:

AE = gnBnH, (2)

. ) h
donde gy es el factor g para el ndcleo y el magneton de Bohr es Sy = % eeslacargay mla

1
C

masa del proton, fig. 11 (Pavia et al., 2013).

X 'E' t 1
/ IR L—B— mi=-1/2
N o
N I A
/ \/ I
AE = hv = gnBnHo
H0=0 I
I
| l |
| a-a-‘a m=+1/2
0 Vv
! =
Hy > 0

Figura 11. Efecto Zeeman nuclear; desdoblamiento de los niveles energéticos al aplicar un campo magnético Ho.
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Posteriormente, se aplica perpendicularmente a Ho, un pulso correspondiente a un campo
magnético aplicado, Hzi, con energia suficiente para generar la transicion (hv) comparable al 4F,
asi, los espines en o absorben la energia de la radiacion de Hj, esto produce que el vector de
magnetizacion neta de los espines nucleares ﬁz (localizada sobre el eje z) se oriente a 90° sobre

el plano transversal xy, donde el nicleo estudiado puede ser observado por el detector del equipo.

La condicion para que pueda ser detectado este proceso es la coincidencia de la radiofrecuencia
con la frecuencia de Larmor (m): la frecuencia de precesion de un nucleo alrededor del campo
magnético aplicado, la cual es proporcional a la constante giromagnética (y) (Ec.3) y por lo tanto
particular de cada nucleo con sus respectivos is6topos. Si esto sucede se dice que estan en

resonancia (Pavia et al., 2013).
w = YH, 3)

Al momento de detener la radiacion electromagnética Hz, los espines resonantes regresan al estado

de menor energia, el estado basal a.

I—I1 —y Hl/\/\/\/\ —>y

N
N

Figura 12. a) Representacion en los tres ejes del experimento de RMN b) Mecanismos de relajacién longitudinal
) mecanismo de relajacion transversal.
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Para disipar la energia absorbida, los espines llevan a cabo dos mecanismos de relajacion, el
mecanismo Tz espin-red o longitudinal, y el mecanismo T, espin-espin o transversal. EI primero es
un proceso donde los espines nucleares intercambian energia con la red (otros ntcleos o electrones
de la molécula o incluso del disolvente). EI segundo mecanismo ocurre por interaccion de dos
nucleos, un nacleo con m, = +% pasa a un estado de mayor energia mientras que otro nucleo con

m, = —Y% presenta el cambio contrario, fig. 12 (Drago, 1992).

Cuando el equipo de RMN apaga el campo magnético en la direccion del plano xy y enciende el
campo magnético permanente, la magnetizacion ﬁxy transversal decae y comienza nuevamente
el crecimiento de la magnetizacion longitudinal M. Las ecuaciones del decaimiento y crecimiento

(Ec. 4 y 5) son presentadas a continuacién, donde ﬁo es la magnetizacion en el equilibrio:

. M
Moy = == @

. 1
M, = 7 (M, — My) ®)

En presencia de un ion metalico con uno o varios electrones desapareados, el momento magnético
de espin electrdnico u. interactia con el momento magnético de espin nuclear, obligando a que la
relajacion nuclear sea mas rapida (este efecto se profundiza en el apartado siguiente). El
mecanismo de relajacion T2 se vuelve entonces muy eficiente; sin embargo, es también por esta
caracteristica que el equipo detecta al espin nuclear por un tiempo menor generando sefiales de

poca resolucion. De acuerdo con el principio de incertidumbre de Heisenberg:
AEAt = h (6)

podemos observar que no es posible medir la variacién de la frecuencia a la vez que transcurre el
tiempo de vida que tarda en el estado excitado. Asi, asociando la ecuacion anterior con AE = hAv,

y despejado para la frecuencia, obtenemos que Av es inversamente proporcional a At puesto que:

1
OC —
2mAt

Av (7
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es decir, a menor tiempo de relajacion mayor sera la variacion de la frecuencia, produciendo una

sefial muy ancha (Drago, 1992).

Los espectros obtenidos por RMN presentan diferentes sefiales que corresponden a un tipo
especifico de nucleo de acuerdo con su momento y su entorno magnético en el que se encuentra.
Por lo general, la sustancia utilizada como referencia para determinar las posiciones de otros
compuestos es el tetrametilsilano (TMS), debido a que no reacciona con la mayoria de los
disolventes cominmente utilizados, posee una simetria isotropica magnética ya que no cuenta con
electrones desapareados y no afecta la composicion de la muestra. Una alternativa al TMS para
utilizarse como sustancia de referencia es la sefial no deuterada del disolvente que se emplea
(Drago, 1992).

RMN de moléculas paramagnéticas

El experimento de RMN puede aplicarse a sistemas paramagnéticos. Las sustancias
paramagnéticas son aquellas que tienen al menos un electron desapareado. Los espines nucleares
de los protones perciben a los electrones desapareados como una densidad de espin electrdnica
distribuida a través del espacio. Los efectos transmitidos por la densidad electronica a los nucleos
pueden dividirse en tres contribuciones: efectos espin-orbita, acoplamiento de contacto de Fermi
y acoplamiento de pseudocontacto o dipolar. La interaccién entre el momento magnético de espin
electronico y el momento magnético de espin nuclear, presente en las contribuciones mencionadas

se engloba bajo el concepto de acoplamiento hiperfino (Bertini et al., 2015).

Los efectos espin-Orbita surgen por la interaccién entre el momento de espin electrénico Sy su
momento magnético angular orbital L, alrededor de un ndcleo generando un campo magnético

percibido por el ndcleo resonante. Los momentos angulares individuales resultantes de cada

electrdn (j) se acoplan para dar un vector J del sistema.
J=L+S§ 8

A mayor numero de electrones desapareados el acoplamiento espin-orbita incrementa, por tanto,
para los iones de metales lantanidos (por ejemplo, para Dy3* S= 5/2), el efecto es incluso mayor

que las interacciones electrén-electron del campo cristalino (Bertini et al., 2015).
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Los acoplamientos de contacto y pseudocontacto son efectos que contribuyen al campo magnético
permanente al proveer un campo magnético adicional debido a la interaccion entre el momento
magnético del espin nuclear y el momento magnético de espin electrénico promedio; la diferencia
entre estos radica en si la densidad de espin se encuentra directo sobre el ntcleo resonante (contacto
de Fermi) o localizada en el resto de la molécula interactuando a través del espacio
(pseudocontacto) (Bertini et al., 2015).

Estos efectos promueven la relajacion nuclear, por lo cual en los espectros de RMN de moléculas
paramagnéticas se puede observar un ensanchamiento de las sefiales comparadas con las de los
espectros de moléculas diamagnéticas. Ademas, tienen efecto en el desplazamiento quimico; los
iones paramagnéticos tienden a atraer a los electrones desprotegiendo a los nucleos resonantes y
por tanto provocan que estos Ultimos perciban el campo magnético con mayor intensidad. La
diferencia entre el desplazamiento quimico de las moléculas diamagnéticas (tipicamente entre 0y
16 ppm) y el desplazamiento anisotrépico originado por la presencia de las moléculas
paramagnéticas (desplazamientos a ppm muy positivas o negativas) es llamado desplazamiento

isotropico hiperfino (Ec. 9) (Drago, 1992).
6isotr()pico = 6paramagnético - Sdiamagnético (9)

Las principales contribuciones para el sistema evaluado en este proyecto provienen del
acoplamiento espin-Orbita dada la presencia de un ion lantanido, asi como los efectos de
acoplamiento dipolar ocurridos entre la densidad de espin electrénica del DyADP y los nicleos de
los protones de las moléculas encapsuladoras (PAMAM G3 y fructanos). Tomando en cuenta estas
consideraciones, se propone el siguiente hamiltoniano (Ec. 10) para describir nuestro sistema; el
primer término corresponde a la interaccion del campo magnético con el momento de espin
nuclear, después la contribucién producida por el acoplamiento dipolar, donde r es el vector de los
momentos magnéticos nuclear y electrénico y r es la distancia entre ellos. El tercer término es el
acoplamiento espin orbita donde L es el momento angular orbital del electrén y r es la distancia
entre espines (Drago, 1992).

_ . [-s 3(I-H(ES-1 2L -1
H = —gnByHol, — geﬁegNﬁN{ 3T 5 + gnBnPBe 3 (10)
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Constante de Asociacion

Jean-Marie Lehn, gand el premio Nobel por su trabajo en quimica supramolecular en 1987. Lehn
definié la quimica supramolecular como “la quimica mas alla de la molécula”, un area que
comprende la formacion de sistemas quimicos a partir de moléculas unidas por interacciones no
covalentes. En un principio, el sistema fue descrito como la unién entre una molécula anfitriona,
normalmente de gran tamafio que tiene como caracteristica una cavidad de union (por ejemplo, los
macrociclos como los éteres corona o los criptandos) y una molécula huésped que reside dentro de
esta cavidad (cationes de metales). Este complejo huésped-anfitrion (o supermolécula) se mantiene
unido por fuerzas electrostaticas diferentes al enlace covalente como las interacciones por puentes
de hidrogeno, el enlace ionico, las fuerzas de Van der Waals, las interacciones de coordinacion
metal-ligante, el apilamiento aromatico, etc., y por las cuales presenta una energia de union
estimable (Steed & Atwood, 2009).

La fuerza de interaccion entre una molécula anfitrién (H) y una molécula huésped (G) puede ser
cuantificada por la constante de asociacion Ka. La aproximacion mas utilizada para obtener K, es
el método de titulacion supramolecular donde el huésped es afiadido gradualmente a la solucion
del anfitrién a la par que se monitorea una propiedad fisica por medio de técnicas espectroscopicas
como RMN, UV-vis o fluorescencia (Kadam et al., 2014).

El equilibrio y su correspondiente ecuacion para K, de la formacion del complejo HG con n=m es:

K
H+G 2 HG
B [HG] 11
Ka = Te] )

Para cualquier equilibrio diferente del sistema 1:1, la ecuacion general esta dada por:
6/77/7
mH +nG 2 H,G,

_ _[HnGn] (12)
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Por ejemplo, si m=1 y n=2 se describiria el equilibrio 1:2. Las interacciones involucran
asociaciones y disociaciones reversibles, es decir, los equilibrios son dinamicos y con frecuencia
no es posible conocer [HG] en los experimentos de quimica supramolecular, por ello, a través del
método de titulacion es posible obtener de manera indirecta [HG] y finalmente determinar Ka. Por
lo general, en la titulacion, la concentracion del anfitrion se mantiene mientras que la concentracion
del huesped varia. Graficando el cambio en la propiedad fisica medida por una espectroscopia, por
ejemplo, el desplazamiento quimico en el caso de RMN o el cambio en la absorbancia en UV-vis
en funcion de la variacion de la concentracion, se obtendra una curva de valoracion llamada

isoterma de unién (Fig. 13) (Thordarson, 2011).

Fraccién molar H Fraccién molar HG Isoterma

Jejow ugnIeLy

A8 (ppm o Hz)

Equivalentes totales [G]y/[H]o

Figura 13. Isoterma de union. Supramolecular.org. Recuperado el 25 de mayo de 2024, de http://supramolecular.org/

El isoterma de unidn es ajustado a un modelo matematico. Tomando en cuenta que:
[H]o = [H] + [HC] (13)
[Glo =[G] + [HC] (14)

Donde [H]oy [G]o son las concentraciones totales (o iniciales) y [H] y [G] son las concentraciones
libres del huésped y del anfitrion, respectivamente. Por otra parte, el cambio en el observable
espectroscopico monitoreado (Y) puede comprenderse como el conjunto de los componentes

individuales (H, G, HG) en funcion de las fracciones molares, fyc = [HG]/[H],:
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Y =Yufu +Yofc + Yucfuc (15)

Ahora bien, podemos reorganizar las ecuaciones 13 y 14 y después sustituir en la ecuacion 11,

obteniendo:

[HG] (16)

Ko = TH], = THGD (G, — [HED)

Expandiendo el denominador, tenemos que:

K, = HG] 17)
[H1o[Glo — [HGI([H]o + [Clo) + [HGT

Al reorganizar la ecuacion anterior para igualar a cero obtenemos la ecuacion cuadratica (Ec. 18)

y su correspondiente solucion (Ec.19):

(161 ~ [HG) (161, + [Hlo + ) + [HIo[G1p = 0 (18)
1 1 1\?
(161 =5 (1610 + o + =) - J([G]o+[H]o+K—) — 4[H1[Gy (19

La ecuacion 19 nos permite obtener Ka y también resolver la ecuacion 15. Si a una de las
componentes, digamos el huésped, la asumimos como silenciosa (no absorbente de radiacion,
como en el caso del DyADP que no presenta sefiales en la region del espectro donde monitoreamos
el cambio fisico), podemos simplificar la ecuacién 15 sustituyendo [H] = [H], — [HG] Y fuc =

[HG]/[H],, quedando:

[HG]

_ _ 20

Y=Y, + i (Yye — Yy) (20)
B [HG]

AY = Yype (ﬁ) (21)
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La obtencion de Ka y AY es posible mediante una regresion no lineal multiparamétrica, ejecutada
por programas que utilizan un algoritmo que solo requiere los valores conocidos de [H]o y [G]o Y
una estimacion inicial de los parametros desconocidos (Kay AY ) los cuales se comparan y varian
de manera iterativa hasta llegar al mejor ajuste. El sitio web: supramolecular.org (Thordarson,
2011) fundado por el Dr. Pall Thordarson, provee una calculadora que realiza el ajuste matematico,
para ello, el usuario debe proporcionar un documento de Excel que contenga el cambio en los
desplazamientos en cada punto de la titulacion frente a las concentraciones del huésped y el
anfitrion. En el tutorial también se indica que el método de titulacion por RMN es confiable para
estudiar constantes de asociacion en un intervalo de 10-10* M; para valores 1-5 My por encima
de 10° M la precision disminuye (Fielding, 2000; Thordarson, 2011).

En el trabajo de Hu y colaboradores, aplican el método de titulacion por RMN *H para conocer la
afinidad de la supermolécula PAMAM Gb5/guanosinmonofosfato (GMP) con la intencion de
comprender los procesos de transfeccion de genes con participacion de dendrimeros. El
desplazamiento quimico de las sefiales de los protones de los diferentes metilenos del PAMAM
demostro una interaccion entre los grupos de aminas catidnicos del dendrimero y los grupos fosfato

del GMP. La ecuacion que utilizaron para conocer Ka y el numero de sitios de union n es:

_ D 1 6l 1 [6lo\* 4Gl -
4= <”n1<a[H]o+n[H]o> j(HnKa[H]oJrn[H]o) N

El valor reportado de Ka para este complejo fue de 1.7x10* M asi como un total de 107 sitios de

unién por cada dendrimero G5 (Hu et al., 2010).

Por otro lado, Buckoswski y colaboradores realizan un estudio espectroscépico de la formacion
del compuesto supramolecular basado en PAMAM G5 con terminales amino y este mismo con
terminales hidroxilo como moléculas anfitrionas y el farmaco antitumoral 5-fluorouracil como
molécula huésped. Un tratamiento matematico similar al de Hu fue llevado a cabo a partir de los
datos de la titulacion por RMN *H. Para la supermolécula 5-fluorouracil/PAMAM G5-NH;
catiénico se encontrd un valor de Ka = 240 =50 y un valor de n = 70 £ 2; y para el sistema andlogo
basado en PAMAM G5-OH neutral se reportd un valor de Ka = 110 £ 40 y de n = 14 £ 2,
confirmando una mayor afinidad entre el farmaco y el dendrimero cationico resultado de

interacciones electrostaticas fuertes debidas a la disociacion de los protones del farmaco y la

36



protonacion de los grupos aminos superficiales a pKa = 8.13, a diferencia del sistema neutral donde

las interacciones son a través de puentes de hidrogeno (Buczkowski et al., 2012).

Tomando en cuenta las caracteristicas del compuesto DyADP y del dendrimero PAMAM G3
consideramos que la combinacion del analisis espectroscopico por RMN H junto a las
simulaciones por dinamica molecular ofrecen un método adecuado para conocer la interaccion
entre ambas sustancias. La aplicacion de los modelos mencionados al sistema supramolecular
DyADP:PAMAM G3 pretende informar la afinidad entre las moléculas a través de la obtencion
de la constante de asociacion Ka. Este procedimiento nos permitira evaluar y comparar al sistema

DyADP con moléculas de fructanos.
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Hipotesis

Es posible comprobar la existencia de interacciones supramoleculares entre fructanos de bajo peso
molecular y el compuesto DyADP, experimentalmente mediante la técnica de RMN H vy

computacionalmente por simulaciones de dinamica molecular.

Objetivo general

Establecer la metodologia experimental y computacional para evaluar las interacciones
supramoleculares entre fructanos y el compuesto DyADP por RMN H en combinacién con

simulaciones de dindamica molecular.

Objetivos especificos

L. Estudiar experimentalmente las interacciones del compuesto DyADP con fructanos
mediante RMN 'H.

II.  Realizar simulaciones de dinamica molecular del compuesto DyADP con modelos de
fructanos para identificar los grupos funcionales de interaccidon supramolecular.

II. Calibrar la metodologia propuesta con PAMAM G3 y el compuesto DyADP, con
diferentes concentraciones y parametros de adquisicion, utilizando RMN 'H y datos de

dindmica molecular reportados en la literatura.
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Metodologia

Reactivos y Equipos

Para la sintesis del compuesto de coordinacion DyADP se sigui6 el protocolo descrito por
Carmonay colaboradores (Carmona-Pérez et al., 2023). Se pesaron en una balanza analitica marca
Ohaus, modelo AP250E, 0.3342 g (2mmoles) del ligante &cido dipicolinico (ADP) adquirido con
el proveedor Sigma-Aldrich y 0.0812 g (0.5mmoles) de Dy® marca Strem Chemicals y se
afiadieron a un matraz de bola de 25 mL y se agregaron 5 mL de disolvente DMSO marca Quimica
Mercurio. La reaccion se llevé a cabo en atmdsfera de N2 con agitacién constante con una

modificacion en la temperatura de 80°C en lugar de 60°C, durante 5 h.

Parte Experimental: Titulacion por RMN tH

Los experimentos de RMN *H para la titulacion del PAMAM G3 20% en metanol marca Sigma
Aldrich y el compuesto DyADP se llevaron a cabo en un equipo Bruker de 500 MHz en DMSO-
d®, utilizando como referencia DMSO sin deuterar. Los parametros de adquisicion para estas
mediciones fueron; ancho de ventana: 200 ppm, NS: 2000, TD:130 000. De manera similar se
realizaron los experimentos para el sistema DyADP: Fructanos. Los fructanos fueron purificados
por el equipo de trabajo del laboratorio de biomacromoléculas del CIIDIR Oaxaca a partir de los
productos comerciales inulina de achicoria marca ebien y fructanos de agave azul marca Hacienda
de oro de agave, consiguiendo tres muestras diferentes; Muestra 1: Fructano utilizando disolvente
acetona para su precipitacion (DP intermedio). Muestra 2: Inulina lineal de la planta de achicoria

(DP intermedio). Muestra 3: Fructanos ramificados de la planta de agave (DP alto).

Se prepararon las disoluciones de PAMAM G3 y del compuesto DyADP, ambas con una
concentracion de 7.5 mM: en un tubo eppendorf se pesaron 0.0026 g del DyADP vy se adicionaron
con una micropipeta 500 uL. de DMSO-d®. A otro tubo se agregaron 492 uL. de PAMAM G3 y se
disolvieron en 1500 pL DMSO-d®. A partir de estas disoluciones se realizaron una serie de

diluciones obteniendo las siguientes relaciones molares de la mezcla DyADP: PAMAM Ga3:
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0.016:1, 0.031:1, 0.063:1, 0.071:1, 0.083:1, 0.1:1, 0.125:1, 0.166:1, 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 1:0.5,
1:0.25, 1:0.125, 1:0.063, 1:0.031.

Se planted una metodologia similar para el sistema con fructanos; se pesaron 0.0264 g de los
fructanos y se afiadieron 1800 uL DMSO-d®. Para la disolucion del DyADP se disolvieron 0.0070
g en 1300 uL DMSO-d®. Finalmente se prepararon una serie de diluciones con las siguientes
relaciones molares de la mezcla DyADP: Fructanos, 0.031:1, 0.063:1, 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1, 1:1,
1:0.5, 1:0.25, 1:0.125 y se midieron en el equipo de RMN con los parametros de adquisicion
establecidos anteriormente.

Con la intencion de facilitar la discusion de los espectros se denomin6 como region diamagnética
al fragmento del espectro entre 0 y 16 ppm y como region paramagnética a la parte del espectro
que va desde 16 a 100 ppm, asi como los valores de ppm negativos. Ademas, las sefiales de los
disolventes se marcan con un simbolo de estrella. Se utilizaron los softwares de Mnova y Origin

para el andlisis de los espectros obtenidos mediante RMN.

Parte Computacional

La metodologia computacional se llevd a cabo utilizando el programa Molecular Operating
Environment (MOE)(Chemical Computing Group ULC., 2022) con un campo de fuerza Merk
Molecular Force Field 94 (MMFF94x) (Halgren, 1996). Para las DM se hizo el intercambio del
ion metélico de Dy®" por Fe?* debido a que los lantanidos no estan parametrizados en el CF
MMFF94x y para asegurar que las distancias cristalogréficas se conservaran durante toda la
simulacién se restringieron los nueve enlaces de coordinacion del ligante ADP hacia el ion
metélico. La seleccion de cambio de carga obedece a la complejidad del sistema para que los
estados de protonacion coincidieran con lo reportado por Carmona (Carmona-Pérez et al., 2023).
De esta manera se considero bajar en una unidad la carga del metal central debido al electrén

deslocalizado en los ligantes determinado experimentalmente.

Para el sistema DyADP: PAMAM G3 se realizaron dos simulaciones de DM la primera colocando
ocho compuestos de DyADP alrededor de una molécula de PAMAM G3 y en la segunda

simulacion se coloc6 al PAMAM G3 rodeado con dieciséis DyADP. Debido a la cantidad de
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atomos se eligié modelar las condiciones de solvatacion con la constante dieléctrica del DMSO

para ambas simulaciones.

En cuanto a los fructanos, se ejecutaron diferentes simulaciones, primero con las estructuras
simples (1-kestosa, 6-kestosa y neokestosa) y un DyADP, colocando las moléculas a una distancia
inicial de 3A del centro metalico a cada molécula de fructano y otra serie de simulaciones sin
imponer alguna distancia inicial. Posteriormente se propuso el envio de dos simulaciones con
DyADP, la primera interactuando con el fructano DP 6 y la segunda con el fructano DP 11.
Ademas, para cada una se realizaron tres inicios de simulacion diferente, el primero sin acercar
ninguna de las estructuras moleculares. En el segundo inicio se impuso una distancia inicial entre
ambas moléculas, eligiéndose dos atomos extremos del fructano y se acercaron 3A al compuesto
de coordinacion. En la tercera simulacion se inici6 con una distancia de 3A al DyADP desde
fructano pero ahora desde tres &tomos, para el caso del DP 6 se eligen dos &tomos extremos y uno
del centro de la cadenay para el DP 11 se escoge un atomo en el extremo de las tres ramificaciones

que presenta. En la Tabla 1, se sintetizan los parametros aplicados para los sistemas mencionados:

Tabla 1. Pardmetros de las dindmicas moleculares.

Parametros DyADP:PAMAM G3 DyADP:Fructanos DyADP:Fructanos
(8 y 16 DyADP) (1-kestosa, 6-kestosa, neokestosa) (DP 6, DP 11)
Temperatura 298K 298K 298K
Disolvente Constante dieléctrica Esfera de moléculas Esfera de moléculas
del DMSO explicitas de DMSO explicitas de DMSO
Tiempo de equilibrio 50 ps 50 ps 50 ps
Tiempo de simulacion 4000 ps 6000 ps 14000 ps
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Discusiéon de Resultados

Sistema DyADP: PAMAM G3
Mediciones de RMN H

Se llevaron a cabo experimentos de titulacion por RMN *H que involucran la adicion gradual del

compuesto huésped, el DyADP, al dendrimero PAMAM G3 clasificado como molécula anfitriona

en DMSO-d®. Se obtuvieron los espectros de RMN tH de ambas moléculas por separado (Figs. 14

y 15) asi como los espectros de todas las concentraciones de la mezcla DyADP: PAMAM G3
(Apéndice A. Fig. A3-A18). La asignacién de las sefiales de PAMAM G3, del DyADP y los

desplazamientos quimicos una vez que se realiza la titulacion, se concentran en la tabla 2.
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Figura 14. Espectro RMN 'H (DMSO-df) de PAMAM G3.
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Figura 15. Espectro RMN 'H (DMSO- d°) de DyADP.
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos (ppm) RMN H con diferentes relaciones molares del sistema DyADP:PAMAM G3.

PAMAM
G3

2.420 2.425 2420 2435

2.641 2.646 2641 2.642
2.202 2.198 2188  2.189
3.071 3.029 3.029 3.028
e 2.556 2.55
NH-CO 8.003 7.923 7894 7884 7898 7.886 7.882 7.876 7.876 7.887 7.823 7.784 7.783

0.016:1 0.031:1 0.063:1 0.071:1 0.083:1 0.1:1 0.125:1 0.167:1 0.25:1 0.5:1 1:1 1:.05 1:0.25 1:0.125 1:0.062 1:0.031 DyADP

o O T o

Haromatico 8.236
OH 13.416
I1 30.214 28.964 29.816 28.944 28.501 28.180 30.378
P} 33.304 32.208 33.233 32.217 31.658 31.434 34.116 34.007 32.041
P, 70151 63.472 63.999
P 93.039

11, = sefiales de interaccion. P1, = sefiales paramagnéticas caracteristicas del DyADP (Carmona-Pérez et al., 2023).
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A partir del espectro de PAMAM G3 solo, se puede observar el desplazamiento quimico en la
region diamagnética de los grupos NHamisay CH2 (Fig. 14). Las sefiales de los grupos CH: del
PAMAM G3 rapidamente se ensanchan y deforman con el incremento de la concentracion de
DyADP (Apéndice A. Fig. A3-A6). Sin embargo, podemos darle seguimiento a la sefial NHamida,
que aparece alrededor de 7.8-7.9 ppm en las relaciones molares 0.016:1 hasta 1:0.500 (Fig. 16).

Sefial emergente

Mayor concentracion DyADP

0,031;1r/j

0.016:1 \
PAMAM ‘Cl'ijk

90 80 70 60

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 16. Espectros de RMN *H (DMSO-d®) regién diamagnética de
la mezcla DyADP: PAMAM G3 con diferentes relaciones molares.
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En los espectros DyADP: PAMAM G3 con relacion molar 0.063:1 hasta 0.500:1 es evidente que
una nueva sefial se deriva de la de NHamida, Se desplaza hacia campo alto y finalmente ambas
sefiales se unen en una sola banda muy ancha.

A partir de estas observaciones se propone gque con bajas concentraciones del DyADP, gran parte
de los 60 NHamida que tiene el PAMAM G3 no estan interactuando con un centro metalico; por lo
cual, no son afectadas por el paramagnetismo de Dy®* y en sus espectros se observan sefiales con
ligera deformacion causadas por las moléculas que si estan interactuando con un centro metélico
(espectros 0.016:1, 0.031:1). Pero cuando aumenta la concentracion del DyADP, el efecto
paramagnético se extiende sobre una cantidad mayor de protones de los grupos NHamida,
provocando no solo un aumento en el ancho de la sefial debido al acoplamiento hiperfino de los
electrones del ion metalico y los nucleos de hidrégeno de los grupos amida, sino también, el
desplazamiento hacia mayor energia a causa de la desproteccion de los nicleos méas cercanos al
centro metalico, generando finalmente la sefial que llamamos emergente (Fig. 16).

Considerando lo anterior, se realizd la deconvolucion de las sefiales de los espectros con relaciones
molares de 0.063:1 a 0.250:1 y al de PAMAM G3 para obtener el total de gaussianas dentro de las
sefiales mencionadas (Apéndice A. Fig. A4). Para el caso del dendrimero se obtuvieron un total de
tres sefiales, que corresponden a las diferentes poblaciones de los grupos NHamida que tiene cada
generacion del PAMAM (Fig. 17).

(\ 8.00348

50591 / \ 7.97568

T

T T T T
8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 17. Deconvolucion con gaussianas en la sefial NHamiga del espectro de PAMAM G3.
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Las deconvoluciones de los espectros con DyADP agregado, mantienen un total de cinco
gaussianas, sugiriendo gue las nuevas sefiales son producto de las interacciones de los protones de
NHamida con el compuesto DyADP. Por ejemplo, para el espectro con relacion molar 0.071:1 (Fig.
18), la sefial que denominamos emergente (en color magenta) corresponde a los protones de las
NHamida Mas perturbados (en comparacion con el resto de los protones de NHamida) por la cercania
al ion paramagnético, por lo que podemos proponer que son los NHamida de mas facil acceso, es
decir, los de la ultima generacion. Se hace énfasis en que esta es la sefial que podemos monitorear
mas no significa que sea el punto de contacto con el DyADP.

La gaussiana que se localiza entre las dos principales (en color azul) surge debido a que los
protones NHamida de las generaciones intermedias del PAMAM G3 comienzan a percibir el efecto
paramagnético. Bajo este planteamiento, es factible considerar que en un principio el DyADP es
rodeado por parte de las terminales del PAMAM G3 y que, al aumentar la concentracion del
compuesto, las moléculas de DyADP se adentran en el dendrimero, fortaleciendo el

encapsulamiento.

7.89815 | 'I
7.84253

7.59779
D‘I/

7.98715

8.17071

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 18. Gaussianas en la sefial NHamiga del espectro de la mezcla DyADP:PAMAM G3.

En cuanto a la regidn paramagnética podemos observar en la mayoria de los espectros obtenidos

sefales alrededor de 30 ppm, que no aparecen en el espectro de DyADP solo (Fig. 19).
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Figura 19. Espectros de RMN 'H (DMSO-d®) regién paramagnética de la mezcla
DyADP: PAMAM G3, con diferentes relaciones molares.

Si bien en la figura 19 partimos de la relacion molar 0.125:1, es importante destacar que estas
sefiales comienzan a aparecer desde 0.063:1 (aunque se observan con menor intensidad), misma
concentracion del compuesto de coordinacion en la que aparece la sefial emergente en la region
diamagnética. Por ello se propone que las sefiales que aparecen a partir de esta relacion molar y
hasta 1:0.125, son propias de la interaccion entre ambas sustancias. En el espectro 1:0.063 se
observa una sefial en 70 ppm indicando el inicio de saturacion del PAMAM G3 por el compuesto
de Dy®* y en el espectro de 1:0.031 la sefial se recorre a 63 ppm, coincidiendo con la sefial que

presenta el espectro del DyADP solo.
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Dinamica molecular

La informacion obtenida por simulaciones de dindmica molecular nos ayudd a fortalecer la
descripcion de la interaccion entre el compuesto DyADP y el PAMAM G3. A partir de las DM
generadas anteriormente (Vasquez, 2021), para este sistema, se dieron seguimiento a las distancias
de los 60 grupos NHamida al ion lantanido, en una simulacién con relacion DyADP: PAMAM G3
1:1 (Fig. 20).

Figura 20. Dinamica molecular DyADP: PAMAM G3 1:1, se destacan en
circulos grandes y de colores los grupos NHamiga de PAMAM G3.

El grafico obtenido indica que la distancia que mantienen los grupos amida hacia el Dy®* se

encuentra entre 5y 20 A (Fig. 21).

48



22

R LTI T

| ‘ e ; I..MMMW

Ty ! Vi
USSR AR S 3
T T e 194, et

"‘""‘"?1“4* Rl
" l!~.J-n7‘s“.’,‘, 1

Distancia (A)

o 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo (ps)

Figura 21. Grafico de las distancias de los 60 NHamiga de PAMAM G3 a Dy®*,

Este intervalo de distancia concuerda con lo reportado en la literatura: el efecto de pseudocontacto
sobre los espines nucleares de los protones debido al paramagnetismo de Dy3* es medible hasta
alrededor de 40A desde el ion lantanido y las sefiales en los espectros de RMN *H son dificiles de
observar desde una distancia de 14 A (Pintacuda et al., 2007). Al medir las distancias de las amidas
terminales mas cercanas al DyADP (se consideraron 16 de un total de 32 terminales), se encontrd
que no sobrepasaban los 14A (Apéndice A. Fig. A27) y en el espectro obtenido por RMN *H
relacion 1:1 (Apéndice A. Fig. A13) podemos observar que las sefiales de la region diamagnética
se encuentran englobadas bajo una sola banda, confirmando lo planteado por Pintacuda.
Posteriormente se hizo una distribucion de todas las distancias presentadas a lo largo de la
simulacion, con la intencidn de conocer si existian grupos de poblaciones diferenciables y lo que
encontramos son dos fenémenos principales (Fig. 22). En primer lugar, se puede observar que
existe una distribucién normal (barras en color aqua), procedente del comportamiento aleatorio del
movimiento de las ramificaciones del PAMAM G3.
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Figura 22. Distribucion de las distancias de los 60 NHamigsa de PAMAM G3 a Dy®*,

Y, por otra parte, se destaca en color lila la barra que corresponde a la poblacion que tiene un
intervalo de distancia entre 8 y 9 A. A diferencia de los otros intervalos, es en el mencionado,
donde se agrupan el mayor nimero de datos (15.85%) indicando un comportamiento atipico de las
poblaciones causado por la afinidad entre los grupos aminas protonados del dendrimero y el

compuesto de coordinacion.

Podemos interpretar que existen interacciones supramoleculares originadas por el
encapsulamiento del DyADP por parte de las terminales del PAMAM G3 debidas a la interaccion
electrostatica y por tanto los protones de las amidas de la Gltima generacién que se mantienen a

una distancia forzada son los primeros en perturbarse por Dy** (barra magenta en la figura 22).
Por altimo, se realizaron dos simulaciones de DM, en la primera se colocé al PAMAM G3 en el

centro y se ubicaron ochos compuestos DyADP a su alrededor. En la segunda simulacion el

dendrimero se rodeo por dieciséis compuestos (Fig. 23).
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Figura 23. Dindmica molecular, a) ocho DyADP y un PAMAM G3, b) dieciséis DyADP y un PAMAM G3.

La DM con ocho DyADP mantuvo estabilidad a lo largo de la simulacidn, sin embargo, cuando se
colocaron dieciséis DyADP alrededor de PAMAM G3, la repulsion entre los compuestos provocd
que se distanciaran del centro del PAMAM G3y en la simulacion se observo la expulsién de uno
de los compuestos. En ambas DM se midieron las distancias del centro del PAMAM G3 a cada
uno de los compuestos localizados alrededor del dendrimero. En el caso con ocho DyADP, el
intervalo de distancias se encontré entre 5y 25 A (Fig. 24). En la simulacion con dieciséis DyADP

las distancias mas lejanas estan por encima de los 30 A (Fig. 25).
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Figura 24. Gréfico de las distancias del centro de PAMAM G3 al Dy®* de los ocho compuestos DyADP.

Estos resultados son congruentes con los espectros experimentales, la saturacion de PAMAM G3
inicia posterior a la relacion 8:1 DyADP: PAMAM G3 (o bien 1:0.125), pero en la siguiente
relacion molar, con la cantidad tan grande de dieciséis compuestos cercanos al dendrimero, se

genera un sistema regido mayoritariamente por las caracteristicas magnéticas del DyADP.
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Figura 25. Gréfico de las distancias del centro de PAMAM G3 al Dy®* de los dieciséis compuestos DyADP.
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Constante de asociacion

Ahora que hemos caracterizado la supermolécula DyADP:PAMAM G3, compete cuantificar la
constante de asociacion del sistema. Los desplazamientos quimicos de la sefial emergente NHamida,
de los espectros de RMN !H de las relaciones molares 0.063:1 a 0.250:1, en funcion de las
concentraciones iniciales del PAMAM G3y del DyADP se graficaron para obtener la isoterma de

unién presentada en la figura 26.
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Figura 26. Isoterma de union del sistema DyADP:PAMAM G3.

Posteriormente se realiz6 el ajuste matematico por medio del sitio web supramolecular.org. Los

datos proporcionados a la plataforma se concentran en la tabla 3.
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos de la sefial NHamiga €n la titulacién por RMN del sistema
DyADP:PAMAM G3.

[PAMAM G3] (M) [DYADP] (M) A3 (ppm)
0.007491 0.001945 6.94711
0.007491 0.001283 7.00828
0.007491 0.000965 7.30307
0.007491 0.000773 7.41433
0.007491 0.000642 7.51916
0.007491 0.000551 7.59779
0.007491 0.000482 7.67617
0.007491 0 8.00348

El valor resultante de K, fue de 168.89 M + 43.23 %. Si bien no existe una comparacion justa
con otros valores de Ka debido a las diferencias entre sistemas, anteriormente se mencionaron dos
estudios con PAMAM G5-NH; catidnico donde habian conseguido una Ka = 240 M + 50 %
(Buczkowski et al., 2015) y por otra parte un valor de K,= 1.7x10* M (Hu et al., 2010) podemos
observar que aungue los valores obtenidos disten mucho uno de otro, en efecto todos se encuentran
en el intervalo de valores confiables para titulacion por RMN: 10-10* M (Steed & Atwood, 2022).
Por lo que, el valor obtenido para nuestro sistema es interpretado como prueba de que el complejo
supramolecular DyADP:PAMAM G3 es estable y demuestra la existencia de una afinidad

electrostatica desde bajas concentraciones del DyADP.

El valor de Kaobtenido fue sustituido en la ecuacion 19 para calcular la concentracion del complejo
en cada punto de la titulacién. Finalmente, estos valores de [HG] fueron utilizados para graficarse
contra sus desplazamientos quimicos (Fig. 27) y asi poder conocer la diferencia maxima en el
desplazamiento del proton de la supermolécula, el cual estd dado por la pendiente de la recta, de

acuerdo con la ecuacion 21.
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Figura 27. Regresidn lineal de los desplazamientos quimicos en funcién de la concentracion del complejo.

El valor encontrado para Admax €S de 8.239 ppm que corresponde al cambio méaximo del
desplazamiento quimico de la sefial monitoreada. Este escenario donde se alcanza la méxima
saturacion del compuesto DyADP:PAMAM G3 1:1 no puede ser generado por un exceso en la
concentracion del DyADP. Esto es debido a que aumentar la concentracion del compuesto provoca
que inicie el siguiente equilibrio DyADP:PAMAM G3 2:1.

La interrogante del valor de Ad en el equilibrio 1:1 puede responderse repitiendo el procedimiento
anterior tomando en cuenta los valores de Ko maximo y minimo de acuerdo con el porcentaje de
error. Asi hallaremos dos nuevos Admax que pueden sustituirse en la ecuacion 22. La tabla 4 resume

los valores obtenidos.

Tabla 4. Cambio en los desplazamientos quimicos en funcion del valor de Ka.

Ka (M) Admax (ppm) AS 1:1 (ppm)
Minima 95.88 10.971 3.578
Estimada 168.89 8.239 3.479
Maxima 241.90 7.1186 3.441
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Si definimos que el valor inicial del desplazamiento quimico de la NHamida €S de 8.003 ppm, la
diferencia de este valor con los Ad obtenidos nos arroja que entre 4.562 y 4.425 ppm es el intervalo
donde la sefial emergente deberia aparecer en el espectro 1:1, confirmando que la sefal se
encuentra dentro de la gaussiana que va desde -3 hasta 7 ppm (Fig. 28) como se habia propuesto

desde la caracterizacion por RMN.

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 28. Espectro RMN *H (DMSO-d®) de DyADP:PAMAM G3 1:1.

La serie de procedimientos realizados hasta aqui concluyen la calibracion de la metodologia
propuesta y se considera apropiada para aplicarse en otros sistemas supramoleculares a los cuales

se pretenda evaluar su capacidad de encapsulamiento.
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Sistema DyADP: Fructanos
Mediciones por RMN *H

Se obtuvieron los espectros de RMN tH y *C de las muestras de fructanos (Apéndice B. Figs. B1,
B11, B21) y pudimos clasificarlos de acuerdo con su grado de polimerizacién. Conforme a lo
mencionado por Lépez y colaboradores (Lopez et al., 2003), la sefial que aparece en 92 ppm en
los experimentos de *C, correspondiente a los carbonos C-1 de la fraccion a-D-Glc, desaparece a
mayor grado de polimerizacién, como es el caso de la muestra 3, los fructanos ramificados, por lo
que se clasifico como DP 20. Por otra parte, las muestras 1 y 2 presentan en sus espectros dicha

sefial, aunque bastante disminuida, por lo que se consideraron DP intermedio con un valor de 11.

Se realizaron las mediciones por RMN *H del compuesto DyADP con los tres tipos de muestras
de fructanos, obteniendo los siguientes sistemas: 1) DyADP: Fructano, 2) DyADP: Inulina y 3)
DyADP: Fructanos ramificados. Los experimentos de los sistemas anteriores comprenden las
siguientes relaciones molares: 0.031:1, 0.063:1, 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 1:0.5, 1:0.25, 1:0.125
(Apéndice B. Figs. B1-B30).

En los espectros de los tres sistemas, en la region diamagnética (Figs. 29-31), podemos apreciar
que las sefiales correspondientes a los protones de los fructanos se vuelven mas anchas a medida
que se aumenta la concentracion del DyADP, sin embargo, el desplazamiento de las sefiales es casi
nulo. Incluso en la mezcla con los fructanos ramificados que es una molécula méas grande, si bien
las sefiales muestran ensanchamientos mas pronunciados, asi como desplazamientos ligeramente
mas notorios, no se observa la aparicion de sefiales nuevas que pudieran dar indicios de una
interaccion supramolecular entre los fructanos y el DyADP, como sucedi6 cuando se utilizé el
PAMAM G3y que con claridad se podia observar la generacion de una sefial correspondiente a la

interaccion de ambas sustancias.
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Figura 29. Espectros de RMN *H (DMSO-d®) region diamagnética de la mezcla DyADP: Fructano de bajo DP a
diferentes relaciones molares.

Fructano i

I 1 1 1 1 1 I 1 1 I I
6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 30. Espectros de RMN *H (DMSO-d®) region diamagnética de la mezcla
DyADP: Inulina a diferentes relaciones molares.
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Figura 31. Espectros de RMN *H (DMSO- d) region paramagnética de la mezcla DyADP: Fructanos ramificados a
diferentes relaciones molares.

Nuevamente, en la region paramagnética, los tres sistemas presentan un comportamiento similar.
En el espectro del DyADP se presentan dos sefiales caracteristicas en esta region, una en 64 ppm
y otra en 93 ppm (Fig. 15). En todos los sistemas con fructanos, en las relaciones molares 0.125:1
a 1:0.125 ambas sefiales contintian aprecidndose. En los sistemas con fructano y con inulina lineal
se observan desplazamientos de estas sefiales menores a una ppm (Fig. 32 y 33). Ademas, se
aprecia una sefial alrededor de 68 ppm en la relacién molar 0.125:1 la cual se va recorriendo hacia
la derecha hasta la relacion 1:0.250. Podemos considerar esta nueva sefial como la sefial de
interaccion entre el DyADP y los fructanos. Sin embargo, es importante subrayar que la sefial en
64 ppm caracteristica del DyADP se conserva a lo largo de toda la titulacion en los tres
experimentos, lo que nos lleva a sugerir que existe una cantidad de compuestos de DyADP que no
estan interactuando con los fructanos y que por tanto producen la sefial propia de la moléculay al
mismo tiempo hay una fraccion de las moléculas que si tienen cierto grado de interaccion con los

fructanos. Es entonces que se produce la nueva sefial que se va desplazando.
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Figura 32. Espectros de RMN 'H (DMSO-d®) region paramagnética de la mezcla
DyADP: Fructano, a diferentes relaciones molares.
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Figura 33. Espectros de RMN *H (DMSO-d®) region paramagnética de la mezcla
DyADP: Inulina, a diferentes relaciones molares.

60



En cuanto al sistema con fructanos ramificados podemos observar la generacion de la nueva sefial
en la relacion molar 1:0.125 y se mantiene hasta 1:1 (Fig. 34). A diferencia de los otros sistemas,
es con los fructanos ramificados que se aprecia que la nueva sefial se une a la sefial particular del
DyADP a partir de la relacion molar 1:0.500, conforme va aumentando la concentracion del
compuesto se observa una mayor intensidad de una sola sefial. Comparadas con el espectro de
DyADRP, las sefales presentes en la relacion molar 1:0.125 tienen un desplazamiento de mas de
dos ppm: la sefial de 64 ppm aparece en 66.3 ppm y la de 93 ppm en 96.5 ppm, indicando que el
ambiente quimico del compuesto es diferente a cuando solo se encuentra rodeado por disolvente.

DyADP

1:0.125

i

1:0.250

1:0.500

1:1

0.500:1

ey

0.250:1
012501 e —
1 1 ] 1 1 L) 1 1 1
100 95 2 85 80 75 70 65 60

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 34. Espectros de RMN *H (DMSO-d®) region paramagnética de la mezcla
DyADP: Inulina ramificada, a diferentes relaciones molares.

Considerando que los fructanos ramificados son los de mayor tamafio, se propone que tiene una
mayor capacidad para generar puentes de hidrogeno con los compuestos de coordinacion, al
agregar mayor concentracion se provoca un mayor efecto de acoplamiento hiperfino en los

protones cercanos al centro paramagnético generando que las sefiales no puedan resolverse, sino
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gue colapsan en una sola. Por tanto, el sistema DyADP: Fructanos ramificados es el que muestra

la mayor afinidad de las tres muestras de fructanos.

Finalmente, debido a que jamas deja de percibirse la sefial del DyADP podemos concluir que la
interaccion con los fructanos es mucho menor en comparacion con el sistema de PAMAM G3.

A raiz de estas observaciones consideramos que el uso de una molécula anfitriona neutral como
lo son los fructanos, es el principal factor para que las interacciones con el DyADP (Gnicamente
por puentes de hidrégeno) sean significativamente mas débiles y si bien el aumentar el tamafio de
los fructanos conlleva a una mayor flexibilidad de la molécula para acercarse al DyADP no implica

que el encapsulamiento sea mas efectivo.

Dinamica molecular

Se realizaron simulaciones utilizando 1-kestosa, 6-kestosa, neokestosa, fructanos con DP 6 y DP
11; ademas con cada sistema se realizaron simulaciones sin restriccion de distancia inicial entre el
compuesto y el fructano o en cambio, se modificaban para iniciar cerca uno del otro, colocando
dos o tres atomos ubicados en los extremos del fructano (de acuerdo con el tamafio del fructano) a
una distancia de 3A del centro metéalico (Apéndice B. Figs. B31-B40). Esto con la intencion de
conocer si las estructuras se alejaban, se mantenian o se acercaban con otros atomos por medio de
puentes de hidrogeno al DyADP, a lo largo de la simulacién. En general, con las estructuras
pequefas, la tendencia es acercarse al compuesto y en los escenarios donde inician préximos al
DyADP consiguen mantener la cercania, pero no se observa la generacion de nuevos puentes de
hidrégeno. Los resultados mas interesantes se obtuvieron al colocar DP 6 y DP 11 a 3A de distancia
desde tres de sus atomos hacia el DyADP (Fig. 35).
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Figura 35. Dindmicas moleculares. 1) DyADP y DP 6. Il) DyADP y DP 11.

Se midieron las distancias de los grupos CH> al centro metalico en ambas simulaciones. El gréfico
obtenido (Fig. 36) muestra en el caso de DP 6 como una de las terminales se aleja del compuesto
al poco tiempo de iniciar la DM (linea azul), esto debido a que al ser una molécula pequefia no
logra rodear al compuesto y la tension generada impide mantener la cercania al DyADP.
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Figura 36. Gréafico de las distancias de los CH, de DP 6 al Dy*".

Por el contrario, para DP 11 (Fig. 37), se encontr6 que no sélo se mantiene un sistema estable a lo
largo de la simulacidn, sino que dos grupos CH- se acercan méas al DyADP (linea roja y azul). Esto
significa que se estan creando nuevos puentes de hidrogeno entre los grupos OH del DP 11 hacia

los grupos carboxilos del ligante ADP demostrando una ligera atraccién entre ambas sustancias.

Estos resultados coinciden con lo obtenido en la parte experimental: la interaccion con el DyADP
es poco significativa con fructanos de tamafio pequefio. Aumentar el grado de polimerizacion de
los fructanos consigue que las moléculas al ser mas grandes y de mayor flexibilidad puedan generar
nuevos puentes de hidrégeno con el DyADP, no obstante, al ser interacciones de caracter mas débil

es dificil considerar que exista un encapsulamiento.
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Figura 37. Gréafico de las distancias de los CH, de DP 11 al Dy*".

Bajo este planteamiento se decidid no realizar una simulacion con DP 20 puesto que el
comportamiento del sistema no presentaria caracteristicas significativas distintas a las presentadas

anteriormente.

Por ultimo, al recabar los resultados obtenidos por RMN y no encontrar una sefial adecuada de
interaccion a la cual dar seguimiento a su desplazamiento quimico, fue imposible realizar el calculo
de la constante de asociacion para los sistemas con fructanos. Se enfatiza que, aunque estos
sistemas no exponen un encapsulamiento sobresaliente hacia el DyADP siguen siendo una
propuesta valida para seguirse estudiando como moléculas encapsuladoras, dado que no
comprometen la salud humana como ocurre con los dendrimeros PAMAM y eso siempre sera una

cualidad que procurar.

Los resultados de los fructanos presentados en este trabajo aun cuando son de indole cualitativo
han contribuido a un primer andlisis exploratorio y consideramos que su funcionalizacion en

futuras investigaciones dara lugar a un mejor encapsulamiento cuantificable por RMN y DM.
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Conclusiones

Los datos recolectados tanto por RMN como por DM nos describen una fuerte interaccion
electrostatica por parte del PAMAM G3 hacia el compuesto DyADP. Ambas técnicas indican que
el dendrimero PAMAM G3 puede generar interacciones entre ocho y dieciséis compuestos de

coordinacion y posteriormente inicia la saturacion del sistema con compuestos DyADP.

La titulacion por RMN H del sistema DyADP:PAMAM G3 permitié llevar a cabo una regresion
no lineal multiparamétrica la cual cuantifica el encapsulamiento del DyADP por el PAMAM G3

con una constante de asociacion con valor de K, = 168.89 M + 43.23 %.

Por ultimo, el estudio de la interaccion del compuesto DyADP con las moléculas de fructanos, por
medio de RMN !H en combinacion de dindmicas moleculares nos permitid identificar las
interacciones supramoleculares. Nos demuestra que la interaccion por puentes de hidrégeno entre
los grupos alcohol de las moléculas de fructanos y el DyADP no son lo suficientemente fuertes
para originar un encapsulamiento total del compuesto. No obstante, los resultados obtenidos nos

informan que el sistema con mejor afinidad es el DyADP; Fructanos ramificados.
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Figura A2. Espectro de RMN H (DMSO-d®) del DyADP.
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Figura A3. Espectros de RMN H (DMSO- d ®) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.016:1.
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Figura A4. Espectros de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.031:1.
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Figura A5. Espectros de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.063:1.
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Figura A6. Espectros de RMN 'H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.071:1.
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Figura A7. Espectros de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.083:1.
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Figura A8. Espectros de RMN 'H (DMSO- d ¢) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.1:1.
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Figura A9. Espectros de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.125:1.
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Figura A10. Espectros de RMN 'H (DMSO- d ¢) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.166:1.
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Figura A11. Espectros de RMN 'H (DMSO- d ¢) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.25:1.
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Figura A12. Espectros de RMN *H (DMSO- d 6) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 0.5:1.
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Figura A13. Espectros de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:1.
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Figura A14. Espectros de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:0.5.
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Figura A15. Espectros de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:0.25.
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Figura A16. Espectros de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:0.125.
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Figura A17. Espectros de RMN 'H (DMSO- d ¢) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:0.063.

77



T
100

T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura A18. Espectros de RMN H (DMSO-d®) de la mezcla DyADP: PAMAM G3 1:0.031.
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Figura A19. Deconvolucién de la sefial NHamiga del PAMAM G3.
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Figura A21. Deconvolucion de la sefial NHamiga del sistema DyADP:PAMAM G3 0.071:1.
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Figura A22. Deconvolucion de la sefial NHamiga del sistema DyADP:PAMAM G3 0.083:1.
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Figura A23. Deconvolucién de la sefial NHamiga del sistema DyADP:PAMAM G3 0.1:1.
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Figura A24. Deconvolucion de la sefial NHamiga del sistema DyADP:PAMAM G3 0.125:1.

7.00828

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura A25. Deconvolucion de la sefial NHamida del sistema DyADP:PAMAM G3 0.167:1.
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Figura A26. Deconvolucion de la sefial NHamiga del sistema DyADP:PAMAM G3 0.250:1.
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Figura A27. Gréfico de las distancias de 16 NHamigade PAMAM G3 a Dy®*.
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Figura B1. Espectros de RMN (DMSO-d®) de la muestra 1: fructano a) RMN H, b) RMN 3C.,
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Figura B2. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 0.031:1.
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Figura B3. Espectro de RMN *H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 0.063:1.
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Figura B4. Espectro de RMN H (DMSO- d 6) de la mezcla DyADP: Fructano 0.125:1.
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Figura B5. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 0.25:1
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Figura B6. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 0.5:1
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Figura B7. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Fructano 1:1.
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Figura B8. Espectro de RMN *H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 1:0.5.
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Figura B9. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Fructano 1:0.25.
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Figura B10. Espectros de RMN 'H (DMSO-d°®) de la mezcla DyADP: Fructano 1:0.125.
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Figura B11. Espectros de RMN (DMSO- d ©) de la muestra 2: inulina lineal. a) RMN *H, b) RMN 3C,
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Figura B12. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 0.031:1.
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Figura B13. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 0.063:1.
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Figura B14. Espectro de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 0.125:1
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Figura B15. Espectro de RMN *H (DMSO- d ) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 0.25:1.
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Figura B16. Espectro de RMN H (DMSO- d ¢) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 0.5:1.
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Figura B17. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 1:1
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Figura B18. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 1:0.5.
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Figura B19. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ©) de la mezcla DyADP: Inulina lineal. 1:0.25.
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Figura B20. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ®) de la mezcla DyADP: Inulina lineal 1:0.125.
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Figura B21. Espectros de RMN (DMSO- d ®) de la muestra 2: inulina ramificada. a) RMN H, b) RMN *3C.
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Figura B22. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 0.031:1.
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Figura B23. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 0.063:1.
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Figura B24. Espectro de RMN *H (DMSO-d®) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 0.125:1.
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Figura B25. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ®) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 0.25:1.
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Figura B26. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 0.5:1.
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Figura B27. Espectro de RMN *H (DMSO- d 6) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 1:1.
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Figura B28. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 1:0.5.
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Figura B29. Espectro de RMN 'H (DMSO- d ®) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 1:0.25.
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Figura B30. Espectro de RMN *H (DMSO- d %) de la mezcla DyADP: Inulina ramificada 1:0.125.
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Figura B31. Gréfico de las distancias de los CH, de 1-kestosa al Dy®* sin acercamiento inicial.
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Figura B32. Gréfico de las distancias de los CH, de 1-kestosa al Dy3* con acercamiento inicial de 3A.
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Figura B33. Grafico de las distancias de los CH, de 6-kestosa al Dy** sin acercamiento inicial.
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Figura B34. Gréfico de las distancias de los CH, de 6-kestosa al Dy3* con acercamiento inicial de 3A
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Figura B35. Gréafico de las distancias de los CH, de neokestosa al Dy®* sin acercamiento inicial.
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Figura B36. Grafico de las distancias de los CH, de neokestosa al Dy** con acercamiento inicial de 3A
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Figura B37. Gréfico de las distancias de los CH, de DP 6 al Dy®* sin acercamiento inicial.
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Figura B38. Gréfico de las distancias de los CH, de DP 6 al Dy3* con acercamiento inicial de 3A desde dos
extremos de la molécula de fructano.
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Figura B39. Grafico de las distancias de los CH, de DP 11 al Dy®* sin acercamiento inicial.
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Figura B40. Gréfico de las distancias de los CH, de DP 11 al Dy** con acercamiento inicial de 3A desde dos
extremos de la molécula de fructano.
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