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RESUMEN 

Las poliaminas azamacrocíclicas representan plataformas moleculares 

altamente versátiles debido a su notable flexibilidad estructural, su elevada 

capacidad de coordinación con diversos iones metálicos, y la posibilidad de 

modular tanto el entorno electrónico como la geometría del centro metálico. 

Estas propiedades, junto con su adecuada biocompatibilidad, las convierten en 

sistemas prometedores para aplicaciones en el ámbito de la química médica y 

la nanobiotecnología. En el Grupo de Química Supramolecular de la 

Universitat de València (GQS-UV), se han desarrollado diversas familias de 

estas estructuras, funcionalizadas con piridinas, carboxilatos, alcoholes y otros 

grupos funcionales, lo que permiten ajustar finamente su solubilidad, 

selectividad, estabilidad y comportamiento redox, expandiendo así su campo 

de acción potencial. 

Esta tesis se enmarca dentro de dicha línea de investigación y tiene como 

objetivo general el diseño, síntesis, caracterización y estudio de ligandos 

azamacrocíclicos anfifílicos, con aplicaciones orientadas al autoensamblaje 

supramolecular en solución acuosa, la evaluación de su actividad catalítica y 

su uso como sistemas para el transporte pasivo transmembrana. Se sintetizó 

una nueva familia de seis ligandos originales, derivados de estructuras 

previamente desarrolladas en el GQS-UV, en la que se incorporaron cadenas 

hidrocarbonadas lineales de 8, 16 y 22 átomos de carbono, con el propósito de 

potenciar su carácter anfifílico y facilitar su autoorganización en medios 

acuosos. La caracterización estructural de los compuestos obtenidos se llevó 

a cabo mediante técnicas de RMN, espectrometría de masas de alta resolución 

y análisis elemental, obteniendo datos consistentes y concluyentes. 



 

XXXV 

 

Posteriormente, se estudiaron sus propiedades fisicoquímicas, centrándose 

especialmente en su capacidad para formar ensamblajes supramoleculares 

estables, a través de la determinación de la concentración micelar crítica 

(CMC) y técnicas complementarias como microscopía electrónica de 

transmisión (TEM), dispersión dinámica de luz (DLS) y microscopía de fuerza 

atómica (AFM), todo ello complementado de estudios computacionales 

basados en dinámica molecular. También se determinaron sus constantes de 

protonación y la distribución de especies en función del pH, utilizando 

técnicas potenciométricas. Además, se llevaron a cabo ensayos preliminares 

de toxicidad in vivo y estudios de permeabilidad celular para evaluar su 

capacidad de atravesar membranas celulares como sistemas de transporte 

pasivo. 

En paralelo, se exploró su capacidad de coordinación con iones metálicos 

biológicamente relevantes (Cu²⁺, Mn²⁺ y Fe²⁺), y se analizó la actividad de los 

complejos obtenidos como miméticos de enzimas antioxidantes, en particular 

superóxido dismutasa (SOD). Con el fin de ampliar las aplicaciones de estos 

sistemas, también se estudió su desempeño como catalizadores en reacciones 

de interés sintético, especialmente en la reacción de cicloadición azida-

alquino [3+2] catalizada por cobre (CuAAC), una transformación clave dentro 

del ámbito de la denominada química de “clic”. Para ello, se estableció una 

colaboración con el grupo del Prof. Lahoucine Bahsis, centrándose en el uso 

de surfactantes metálicos de Cu(II) derivados de ligandos azamacrocíclicos, 

en condiciones de medio acuoso. 

Este enfoque no solo se alinea con los principios de la química verde, al 

utilizar agua como disolvente sostenible, sino que también permite 

profundizar en el efecto de los entornos micelares y vesiculares sobre la 

eficiencia catalítica. La formación de vesículas puede aumentar 

significativamente la concentración local de reactivos hidrofóbicos y 
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modificar el entorno de reacción, mejorando la velocidad, selectividad y 

rendimiento de la reacción. 

En conjunto, esta tesis propone un enfoque, multidisciplinario y bioinspirado 

para el desarrollo racional de sistemas macrocíclicos multifuncionales, 

combinando herramientas de la química supramolecular, la coordinación 

metálica y el diseño molecular inteligente, con proyección hacia el desarrollo 

de agentes terapéuticos, nanosistemas funcionales y plataformas versátiles 

para la liberación controlada de fármacos en aplicaciones biomédicas. 
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ABSTRACT 

Azamacrocyclic polyamines represent highly versatile molecular platforms 

due to their remarkable structural flexibility, their high capacity for 

coordination with various metal ions, and the possibility of modulating both 

their electronic environment and the geometry of the metal center. These 

properties, together with their suitable biocompatibility, make them promising 

systems for applications in the field of medicinal chemistry and 

nanobiotechnology. In the Supramolecular Chemistry Group of the University 

of Valencia (GQS-UV), several families of these structures have been 

developed, functionalized with pyridines, carboxylates, alcohols and other 

functional groups, which allow their solubility, selectivity, stability and redox 

behavior to be finely adjusted, thus expanding their potential field of action. 

This thesis is framed within this line of research and has as its general 

objective the design, synthesis, characterization and study of amphiphilic 

azamacrocyclic ligands, with applications aimed at supramolecular self-

assembly in aqueous solution, the evaluation of their catalytic activity and 

their use as systems for passive transmembrane transport. A new family of six 

original ligands was synthesized, derived from structures previously 

developed in the GQS-UV, in which linear hydrocarbon chains of 8, 16 and 

22 carbon atoms were incorporated, with the purpose of enhancing their 

amphiphilic character and facilitating their self-organization in aqueous 

media. The structural characterization of the compounds obtained was carried 

out using NMR techniques, high-resolution mass spectrometry and elemental 

analysis, obtaining consistent and conclusive data. 

Subsequently, its physicochemical properties were studied, focusing 

especially on its ability to form stable supramolecular assemblies, through the 

determination of critical micellar concentration (CMC) and complementary 
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techniques such as transmission electron microscopy (TEM), dynamic light 

scattering (DLS) and atomic force microscopy (AFM), all complemented by 

computational studies based on molecular dynamics. Their protonation 

constants and the distribution of species as a function of pH were also 

determined, using potentiometric techniques. In addition, preliminary in vivo 

toxicity tests and cell permeability studies were carried out to evaluate their 

ability to cross cell membranes as passive transport systems. 

In parallel, their ability to coordinate with biologically relevant metal ions 

(Cu²⁺, Mn²⁺ and Fe²⁺) was explored, and the activity of the complexes obtained 

as mimetics of antioxidant enzymes, in particular superoxide dismutase 

(SOD), was analyzed. In order to expand the applications of these systems, 

their performance as catalysts in reactions of synthetic interest was also 

studied, especially in the azide-alkyne [3+2] cycloaddition reaction catalyzed 

by copper (CuAAC), a key transformation within the field of the so-called 

click chemistry. To this end, a collaboration was established with Prof. 

Lahoucine Bahsis' group, focusing on the use of Cu(II) metal surfactants 

derived from azamacrocyclic ligands, under aqueous medium conditions. 

This approach not only aligns with the principles of green chemistry, by using 

water as a sustainable solvent, but also allows for a deeper understanding of 

the effect of micellar and vesicular environments on catalytic efficiency. The 

formation of vesicles can significantly increase the local concentration of 

hydrophobic reactants and modify the reaction environment, improving the 

speed, selectivity and performance of the reaction. 

Overall, this thesis proposes a multidisciplinary and bio-inspired approach to 

the rational development of multifunctional macrocyclic systems, combining 

tools from supramolecular chemistry, coordination and molecular design, with 

a projection towards the development of therapeutic agents and versatile 

platforms for the controlled release of drugs in biomedical applications.  
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RESUM 

Les poliamines azamacrocícliques representen plataformes moleculars 

altament versàtils a causa de la seua notable flexibilitat estructural, la seua 

elevada capacitat de coordinació amb diversos ions metàl·lics i la possibilitat 

de modular tant l'entorn electrònic com la geometria del centre metàl·lic. 

Aquestes propietats, juntament amb una adequada biocompatibilitat, les 

converteixen en sistemes prometedors per a aplicacions en l'àmbit de la 

química mèdica i la nanobiotecnologia. Al Grup de Química Supramolecular 

de la Universitat de València (GQS-UV), s'han desenvolupat diverses famílies 

d'aquestes estructures, funcionalitzades amb piridines, carboxilats, alcohols i 

altres grups funcionals, que permeten ajustar finament la seua solubilitat, 

selectivitat, estabilitat i comportament redox, ampliant així el seu camp 

d'acció potencial. 

Aquesta tesi s'emmarca dins d'aquesta línia d'investigació i té com a objectiu 

general el disseny, síntesi, caracterització i estudi de lligands azamacrocíclics 

amfifílics, amb aplicacions orientades a l'autoensamblatge supramolecular en 

solució aquosa, l'avaluació de la seua activitat catalítica i el seu ús com a 

sistemes per al transport passiu transmembrana. Es va sintetitzar una nova 

família de sis lligands originals, derivats d'estructures prèviament 

desenvolupades en el GQS-UV, en les quals es van incorporar cadenes 

hidrocarbonades lineals de 8, 16 i 22 àtoms de carboni, amb la finalitat 

d'impulsar el seu caràcter amfifílic i facilitar la seua autoorganització en medis 

aquosos. La caracterització estructural dels compostos obtinguts es va dur a 

terme mitjançant tècniques de RMN, espectrometria de masses d'alta resolució 

i anàlisi elemental, obtenint dades consistents i concloents. 

Posteriorment, es van estudiar les seues propietats fisicoquímiques, centrant-

se especialment en la seua capacitat per a formar ensamblatges 
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supramoleculars estables, mitjançant la determinació de la concentració 

micel·lar crítica (CMC) i tècniques complementàries com la microscòpia 

electrònica de transmissió (TEM), dispersió dinàmica de llum (DLS) i 

microscòpia de força atòmica (AFM), tot això acompanyat d'estudis 

computacionals basats en dinàmica molecular. També es van determinar les 

constants de protonació i la distribució d'espècies en funció del pH, utilitzant 

tècniques potenciomètriques. A més, es van realitzar assajos preliminars de 

toxicitat in vivo i estudis de permeabilitat cel·lular per a avaluar la seua 

capacitat de travessar membranes cel·lulars com a sistemes de transport 

passiu. 

En paral·lel, es va explorar la seua capacitat de coordinació amb ions 

metàl·lics biològicament rellevants (Cu²⁺, Mn²⁺ i Fe²⁺), i es va analitzar 

l'activitat dels complexos obtinguts com a mimètics d'enzims antioxidants, en 

particular la superòxid dismutasa (SOD). Amb la finalitat d'ampliar les 

aplicacions d'aquests sistemes, també es va estudiar el seu comportament com 

a catalitzadors en reaccions d'interés sintètic, especialment en la reacció de 

cicloaddició azida-alquí [3+2] catalitzada per coure (CuAAC), una 

transformació clau dins de l'àmbit de l'anomenada química del clic. Per a això, 

es va establir una col·laboració amb el grup del professor Lahoucine Bahsis, 

centrant-se en l'ús de surfactants metàl·lics de Cu(II) derivats de lligands 

azamacrocíclics, en condicions de medi aquós. 

Aquest enfocament no sols s'alinea amb els principis de la química verda, en 

utilitzar aigua com a dissolvent sostenible, sinó que també permet aprofundir 

en l'efecte dels entorns micel·lars i vesiculars sobre l'eficiència catalítica. La 

formació espontània de vesícules pot augmentar significativament la 

concentració local de reactius hidrofòbics i modificar l'entorn de reacció, 

millorant així la velocitat, la selectivitat i el rendiment global dels processos 

catalítics estudiats. 
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En conjunt, aquesta tesi proposa un enfocament integral, multidisciplinari i 

bioinspirat per al desenvolupament racional de sistemes macrocíclics 

multifuncionals, combinant eines de la química supramolecular, la 

coordinació metàl·lica i el disseny molecular intel·ligent, amb projecció cap 

al desenvolupament d'agents terapèutics, nanosistemes funcionals i 

plataformes versàtils per a l'alliberament controlat de fàrmacs en aplicacions 

biomèdiques avançades. 
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Glosario 

 

Simb.  

δ Desplazamiento químico 

λ Longitud de onda 

μ Coeficiente cristalográfico de absorción 

μg Microgramo 

g Gramo 
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1.1 La Química Supramolecular 

La Química Supramolecular, definida por Jean Marie Lehn como la "Química 

más allá de la molécula",1 tiene como objetivo el estudio y diseño de 

ensamblajes moleculares complejos mediante interacciones no covalentes.2,3  

Este campo abarca la organización de entidades de gran complejidad, que 

resultan de la asociación de dos o más especies químicas por interacciones 

intermoleculares débiles, como enlaces de hidrógeno, interacciones π, fuerzas 

de Van der Waals, de dispersión, interacciones electrostáticas, entre otras. En 

estos sistemas, intervienen principios fundamentales como el reconocimiento 

molecular, la catálisis supramolecular, el transporte y el autoensamblaje, todos 

ellos esenciales para comprender la arquitectura y el comportamiento 

funcional de estos ensamblajes.  

La Química Supramolecular es un área consolidada pero aún en expansión, 

como reflejan los premios Nobel de 1987 (Lehn, Cram y Pedersen) y 2016 

(Stoddart, Sauvage y Feringa). 

1.1.1 Fuerzas intermoleculares 

Las fuerzas intermoleculares constituyen la base de la Química 

Supramolecular, ya que permiten la asociación reversible de especies 

moleculares mediante interacciones electrostáticas (ion–ion, ion–dipolo y 

dipolo–dipolo), los enlaces de hidrógeno, las interacciones π–π y catión–π, las 

fuerzas de Van der Waals y el efecto hidrofóbico.4 Estas interacciones, que 

difieren ampliamente en energía y direccionalidad, actúan de forma 

cooperativa para estabilizar ensamblajes supramoleculares. En los sistemas 

biológicos, desempeñan un papel esencial en fenómenos como el plegamiento 

de proteínas, el reconocimiento molecular y la formación de membranas. Su 
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comprensión es fundamental para el diseño racional de receptores, 

catalizadores y transportadores sintéticos que imitan funciones biológicas.5,6  

Interacciones electrostáticas 

Se fundamentan en la atracción o repulsión culombiana entre cargas. En estas 

interacciones, las fuerzas ion-ion son no direccionales. Por otro lado, las 

interacciones ion-dipolo y dipolo-dipolo son direccionales, lo que significa 

que el dipolo eléctrico de una molécula debe orientarse en una dirección 

específica para maximizar la intensidad de la interacción con otra molécula 

(Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Representación esquemática de las interacciones; A) Ion-Ion, B) Ion-Dipolo y C) 

Dipolo-Dipolo. 

 

La gran fortaleza de la interacción electrostática ha hecho que sea una 

herramienta esencial en química supramolecular y ha sido usada con 

abundancia en numerosos sistemas. Estas interacciones son la base de 

actuación de muchos receptores para cationes, como los éteres corona, 

criptandos o esferandos, y aniones como macrociclos poliamínicos protonados 

o peralquilados.7 

Enlace de hidrógeno 

Los enlaces de hidrógeno se encuentran entre las interacciones 

intermoleculares más fuertes y direccionales.5,6 Juegan un papel crucial en la 

naturaleza, tales como, en la alineación de los componentes moleculares de 

A) B) C)    
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los sistemas biológicos. Esta interacción no covalente puede considerarse 

como un caso particular de interacción dipolo-dipolo, donde un átomo de 

hidrógeno unido a un átomo electronegativo es atraído por un dipolo vecino. 

Son interacciones de un solo punto con una geometría bien definida, y sus 

magnitudes están determinadas por las fuerzas electrostáticas entre un átomo 

de hidrógeno dador y un átomo aceptor.8 

Interacciones - π  

Entre las principales interacciones π presentes en sistemas supramoleculares 

se encuentran las interacciones catión-π y las interacciones π-π. Las primeras, 

comunes en química organometálica (como en el ferroceno), aunque no se 

consideran interacciones no covalentes.9 En cambio, las interacciones π-π, ya 

sean cara a cara (Figura 1.2 (A)) o borde a cara (Figura 1.2 (B)), surgen de 

la atracción entre nubes electrónicas de sistemas aromáticos. Estas 

interacciones son relevantes tanto en sistemas sintéticos como en estructuras 

biológicas, como el ADN, donde contribuyen a la estabilidad de la doble hélice 

mediante el apilamiento de bases. 

 

Figura 1.2: Esquema de dos tipos de interacciones π-π: A) Cara con cara, B) 

De borde a cara.9 
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Fuerzas de Van der Waals 

Las fuerzas de Van der Waals, originadas por interacciones dipolo inducido-

dipolo inducido, son atractivas pero débiles, no direccionales y decrecen 

rápidamente con la distancia. Aunque tienen un rol limitado en el diseño 

supramolecular, son relevantes en la formación de compuestos de inclusión, 

donde pequeñas moléculas se alojan en redes cristalinas o cavidades 

moleculares.9,10 

Efecto hidrofóbico  

El efecto hidrofóbico se origina por la exclusión o agrupamiento de moléculas 

no polares en medios acuosos para minimizar su contacto con el agua, y está 

impulsado por factores termodinámicos como la entalpía y la entropía.9 Desde 

el punto de vista entálpico, el desplazamiento de agua desde cavidades 

hidrófobas reduce la energía del sistema, al permitir interacciones más 

estables con el solvente. En términos entrópicos, la liberación de moléculas 

de agua, previamente ordenadas dentro de las cavidades, aumenta el desorden 

del sistema, lo que hace que el proceso sea termodinámicamente más 

favorable y contribuya a su estabilidad.11 Este efecto es esencial en sistemas 

biológicos, ya que favorece el plegamiento de proteínas, la estabilidad 

estructural de ácidos nucleicos y el autoensamblaje supramolecular, como en 

la formación de bicapas lipídicas, fundamentales para la organización 

celular.11 

Además de su importancia biológica, el efecto hidrofóbico se emplea en 

química supramolecular para inducir el autoensamblaje de moléculas 

sintéticas. Compuestos anfifílicos diseñados artificialmente pueden formar 

micelas, vesículas o cápsulas supramoleculares, dependiendo del entorno y la 

arquitectura molecular.  
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1.1.2 Reconocimiento molecular  

El reconocimiento molecular es el proceso mediante el cual una molécula 

receptora une y selecciona de manera específica un sustrato para cumplir una 

función determinada.12 Esta selectividad depende del ajuste estérico y la 

adecuada correspondencia espacial entre el receptor y el sustrato, lo que 

maximiza las interacciones atractivas y minimiza las repulsivas. Este 

fenómeno es fundamental en biología, como se observa en la 

complementariedad de bases en ácidos nucleicos, la interacción entre 

neurotransmisores y sus receptores, y los procesos de transcripción y 

traducción genética. Según el modelo “llave-cerradura” de Fischer (Figura 

1.3),13 la compatibilidad geométrica y electrónica en los sitios de unión es 

clave para una unión eficaz, y una mayor complementariedad incrementa la 

energía de unión, involucrando tanto enlaces no covalentes individuales como 

la superficie electrostática global.14-18 

 
Figura 1.3: Modelos que representan el reconocimiento molecular de un 

compuesto.13 

Sustrato

Receptor

Receptor

Sustrato

Receptor
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Interacción débil

Complejo inestable
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B)
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1.1.3 Catálisis supramolecular 

La catálisis supramolecular aplica principios de química supramolecular, 

como interacciones no covalentes y reconocimiento molecular, para diseñar 

catalizadores que aceleran reacciones sin consumirse ni incorporarse 

permanentemente en el proceso (Figura 1.4).19 Estos sistemas aprovechan el 

autoensamblaje para lograr mayor selectividad y eficiencia en reacciones 

específicas. La catálisis supramolecular implica dos pasos clave: la unión 

selectiva del catalizador al sustrato para formar un ensamblaje 

supramolecular, y la posterior transformación de este complejo en productos, 

requiriendo complementariedad estructural entre catalizador y sustrato.17 

 
Figura 1.4: Esquema de catálisis supramolecular: la hidrólisis de fenilacetato catalizada por 

ciclodextrinas.19 

 

1.1.4 Transporte 

El transporte de materia y/o información es un fenómeno básico en una amplia 

variedad de procesos biológicos, desde la absorción de nutrientes en las 

células hasta la transmisión de señales en el sistema nervioso. En la Química, 

el estudio y diseño de sistemas de transporte se enfocan en comprender y 

desarrollar transportadores químicos capaces de facilitar el paso de sustratos 

específicos a través de barreras que normalmente serian impermeables a ellos. 
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Los transportadores pueden ser moléculas orgánicas, inorgánicas o 

biomoléculas diseñadas para interactuar selectivamente con ciertos sustratos 

y facilitar su transporte a través de membranas celulares u otras barreras 

biológicas. Estos transportadores a menudo funcionan mediante mecanismos 

de reconocimiento molecular, donde reconocen y se unen a los sustratos de 

manera selectiva, y luego los transportan a través de la barrera hacia el lado 

opuesto.20  

Las dos estrategias básicas para facilitar el transporte a través de una 

membrana son el transporte a través de un transportador molecular o a través 

de canales transmembrana (Figura 1.5). Ambos enfoques se basan en el mismo 

principio: el sustrato no puede atravesar la membrana por sí solo, pero puede 

hacerlo el aducto o complejo supramolecular que forma con el transportador.21 

El proceso general implica cuatro etapas: 

̶ Formación del complejo transportador-sustrato. 

̶ Difusión del complejo a través de la membrana. 

̶ Disociación del complejo. 

̶ Redifusión del transportador al otro lado de la membrana. 

 

Figura 1.5: Procesos de transporte mediante transportador a través de especies neutras (A), 

pares iónicos (B) o canales (C).17 
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La complementariedad de interacciones entre el transportador/canal y la 

membrana, así como entre el transportador/canal y el sustrato, es fundamental 

para superar la barrera energética y facilitar el transporte. 

1.1.5 Autoensamblaje 

Autoensamblaje, en su sentido más general, significa la asociación o 

estructuración espontánea y reversible de especies moleculares para formar 

entidades supramoleculares más grandes y complejas de acuerdo con la 

información intrínseca contenida en los componentes.4,19,22   

Moléculas relativamente simples con funcionalidades complementarias 

pueden, bajo ciertas condiciones, interactuar entre sí para formar especies 

supramoleculares significativamente más complejas, unidas sólo en virtud de 

interacciones no covalentes (enlaces de hidrógeno, interacciones π-π e 

interacciones de Van der Waals). En la naturaleza se encuentran repetidamente 

ejemplos de tales procesos de autoensamblaje. La doble hélice del ADN 

requiere que dos hebras complementarias se entrelacen mediante enlaces de 

hidrógeno y se apilen en un proceso de autoensamblaje. Las hebras se 

reconocen entre sí y se unen para formar el producto termodinámicamente más 

estable. El plegamiento de proteínas y el ensamblaje viral funcionan de 

manera muy similar.9 Al igual que muchos de los ensamblados nanoscópicos 

en el mundo natural, es posible diseñar superestructuras artificiales.4 En este 

caso, el propio sistema químico se reorganiza hasta obtener el producto 

termodinámicamente más estable.  

Entre las interacciones más utilizadas en los procesos de autoensamblaje 

sintético se encuentran las interacciones metal-ligando, principalmente debido 

a su labilidad y alto grado de direccionalidad. Los metales con preferencias de 

coordinación bien definidas pueden acoplarse con estructuras rígidas de 

ligandos para proporcionar rutas hacia autoensamblajes predecibles.9,23 El 
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autoensamblaje sintético permite también la obtención de estructuras 

complejas como las micelas, las membranas, las vesículas o los cristales 

líquidos (Figura 1.6). 

 

Figura 1.6: Primer cuadrado supramolecular sintetizado por Fujita en los años 90.23 

 

1.2 Nanotecnología y Nanomedicina 

En la actualidad, se han realizado numerosos avances en el campo de la 

nanotecnología, un término multidisciplinario que abarca el estudio, diseño, 

síntesis y aplicación de materiales y sistemas funcionales a nivel de 

nanoescala (< 100 nm).24,25 Más allá de la manipulación de la materia a escalas 

reducidas, lo fascinante de la nanotecnología radica en el estudio de las 

propiedades físicas y químicas únicas de las nanoestructuras, como la 

conductividad eléctrica, reactividad química, biocompatibilidad, entre 

otros.26-29  

La convergencia de la nanotecnología con disciplinas como las ciencias de los 

materiales, la biología celular y molecular, las ciencias farmacéuticas y la 

medicina ha llevado a una revolución tecnológica con potenciales aplicaciones 

en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades,30 surgiendo así el concepto 

de nanomedicina.31 La European Science Foundation define la nanomedicina 

4

4

 



_____________________________________________________________ 
 

13 

 

Introducción 

como "la aplicación de la nanotecnología al diagnóstico, prevención y 

tratamiento de enfermedades, así como al entendimiento de los procesos 

patofisiológicos".32 La nanomedicina abarca tres áreas principales: la 

liberación de fármacos e ingeniería de tejidos, diagnóstico, y terapia y 

diagnóstico (teranósticos). 

En la liberación de fármacos e ingeniería de tejidos, se utilizan nanosistemas 

para administrar medicamentos de manera precisa y promover la regeneración 

de tejidos. En el diagnóstico, los biosensores y nanobiosensores detectan 

biomoléculas específicas con alta sensibilidad y las técnicas de imagenología 

molecular mejoran la visualización de los tejidos. En la terapia y diagnóstico, 

los sistemas teranósticos combinan tratamiento y monitoreo simultáneo. 

El avance de la nanomedicina ha transformado significativamente el campo 

de la medicina moderna, contribuyendo al desarrollo de una amplia variedad 

de nanosistemas diseñados para aplicaciones terapéuticas innovadoras en el 

tratamiento de enfermedades complejas, como el cáncer y las patologías 

neurodegenerativas (Figura 1.7). Estos avances están revolucionando el 

enfoque médico, permitiendo tratamientos más precisos y efectivos. 

En esta revisión se describen los principales nanomedicamentos que ya han 

sido comercializados o que se encuentran en fases avanzadas de estudio 

clínico,33 con el objetivo de tratar diversas enfermedades de manera más 

eficiente. Entre estos se destacan: nanoliposomas, micelas, dendrímeros, 

nanopartículas y conjugados poliméricos, cada uno con propiedades únicas 

que optimizan la administración de fármacos. 

⎯ Nanoliposomas, como por ejemplo el Doxil, que encapsulan fármacos 

dentro de una membrana lipídica, lo que permite una liberación 



_____________________________________________________________ 
 

14 

 

Capítulo 1 

controlada y dirigida, reduciendo los efectos secundarios no deseados al 

atacar específicamente las células malignas.34 

⎯ Micelas, como Genexol-PM, incrementan la solubilidad y 

biodisponibilidad de medicamentos hidrofóbicos, facilitando su 

circulación en el organismo y mejorando su eficacia terapéutica.31,32 

⎯ Dendrímeros, como VivaGel, son capaces de transportar múltiples 

moléculas terapéuticas y agentes de diagnóstico de manera simultánea, 

ofreciendo una plataforma versátil para la liberación dirigida de 

fármacos y la mejora en tratamientos combinados. 34,35 

⎯ Nanopartículas, como Abraxane,33 proporcionan una liberación precisa 

y controlada de fármacos, particularmente en oncología, donde son 

capaces de acumularse selectivamente en los tejidos tumorales gracias a 

la permeabilidad y retención mejorada de los tumores. 

⎯ Conjugados poliméricos mejoran tanto la estabilidad como el control 

sobre la liberación de fármacos, permitiendo una dosificación 

prolongada y más efectiva, especialmente en terapias dirigidas para el 

cáncer y otras enfermedades crónicas. 35-38 

 
Figura 1.7: Evolución en el desarrollo de los nanomedicamentos.33 

Liposomas

1965

Dendrimeros

1978

Sistemas poliméricos

1976

Doxil

1995

Myocet

2000

Genexol-PM

2007

Abraxane

2005

Doxil + Bortezomib
2008

Marqibo 
2012

NanoTherm 
2012

Abraxane  

+ carboplatin (2012)

+ gemcitabine (2013)

Vyxeos TM

2017

Stimuvax  
(Fase III)

Livatag  
(Fase III)

Atu027

(Fase II)



_____________________________________________________________ 
 

15 

 

Introducción 

El notable incremento en la cantidad de publicaciones, investigaciones y 

ensayos clínicos que emplean nanosistemas como micelas, liposomas y 

nanopartículas, y su creciente presencia en el ámbito clínico, refleja las 

enormes ventajas que la nanotecnología aporta a la medicina contemporánea. 

Esto marca un cambio de paradigma en el tratamiento de enfermedades 

graves, abriendo la puerta a terapias más efectivas, con menos efectos 

adversos y un mayor control sobre la administración de fármacos. 

En la siguiente sección se profundizará en los distintos sistemas de transporte 

de fármacos, explorando sus características y mecanismos de acción.  

1.2.1 Sistemas de transporte de fármacos  

A lo largo de la historia, los sistemas de transporte de fármacos han 

evolucionado desde métodos primitivos como la masticación de hierbas y la 

inhalación de gases medicinales, hasta técnicas más avanzadas. Los primeros 

sistemas reconocidos de transporte fueron desarrollados por los químicos 

persas Rhazes (865–925)39 y Avicenna (980–1037),40 quienes usaron una 

cubierta de mucílago con extractos de psyllium, plata y oro para mejorar su 

liberación. En los siglos XIX y XX, se introdujo el método de encapsulación 

conocido como “Pearl coating”, que utilizaba una cubierta de talco y 

mucílago.41 Hoy en día, los sistemas de transporte de fármacos se clasifican 

en generaciones, reflejando su evolución y sofisticación, incluyendo el uso de 

micelas y liposomas como estructuras de la generación actual.32,42,43  

Uno de los mayores retos en el desarrollo de fármacos, tanto para el 

tratamiento como diagnóstico, es asegurar que alcancen específicamente el 

sitio de acción. Esta dificultad es especialmente compleja en patologías como 

el cáncer, donde los fármacos suelen presentar baja sensibilidad y 

especificidad, además de alta toxicidad y frecuentes reacciones adversas 

graves.44 En estos casos, la ventana terapéutica es muy estrecha, ya que la 
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concentración mínima eficaz y la concentración mínima toxica están muy 

próximas. Por ello, un sistema de transporte adecuado es fundamental para 

reducir la toxicidad, al controlar la distribución temporal y espacial del 

fármaco dentro del organismo.45 

Estos desafíos subrayan la importancia de desarrollar estrategias efectivas 

para la entrega de medicamentos, que aseguren que los compuestos 

terapéuticos puedan sobrevivir al ambiente hostil del sistema digestivo, no 

sean tóxicos y puedan ser absorbidos eficientemente en el cuerpo para 

alcanzar sus sitios de acción específicos. 

Mecanismos de transporte de fármacos 

El transporte de fármacos a través de las membranas celulares puede ser activo 

o pasivo (Figura 1.8).46,47 En el transporte pasivo, las moléculas se mueven a 

favor de su gradiente de concentración sin gasto de energía, mediante difusión 

simple (atravesando directamente la bicapa lipídica) o difusión facilitada que 

requiere canales iónicos o proteínas trasportadoras específicas para moléculas 

más grandes o cargadas.48,49 En contraste, el transporte activo implica el uso 

de energía (generalmente Adenosín Trifosfato (ATP)) para mover sustancias 

en contra de su gradiente, y se divide en transporte activo primario, donde la 

energía proviene directamente del ATP y transporte activo secundario, que usa 

el gradiente de otra molécula para impulsar el movimiento.48,49 Estos 

mecanismos permiten la absorción, distribución y eliminación eficiente de 

fármacos, adaptándose a sus propiedades químicas y al entorno biológico.  
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Figura 1.8: Representación esquemática de los mecanismos de transporte a través de 

membranas. (A) Difusión pasiva: incluye (i) difusión facilitada mediante proteínas 

transportadoras y (ii) difusión simple a través de la bicapa lipídica. (B) Difusión activa: 

transporte mediado por proteínas que requieren energía para mover moléculas contra su 

gradiente de concentración. 

 

Factores que afectan el transporte de fármacos 

El transporte de fármacos está influenciado por varios factores clave que 

determinan su eficacia y biodisponibilidad. La solubilidad del fármaco ya sea 

lipofílica o hidrofílica, afecta su capacidad para atravesar membranas 

celulares: un equilibrio adecuado entre ambas es esencial.50 El tamaño 

molecular influye en la facilidad con la que un fármaco puede cruzar las 

barreras celulares, siendo los compuestos pequeños más permeables.48  

La ionización, dependiente del pH y el pKa del fármaco, determina si una 

molécula puede atravesar la membrana, ya que las formas no ionizadas 

penetran más fácilmente.  

Además, el gradiente de concentración impulsa el transporte pasivo, mientras 

que la presencia de proteínas transportadores facilita o regula el paso de 

fármacos, tanto de forma pasiva como activa, siendo cruciales para moléculas 

grandes o que requieran transporte contra gradientes de concentración.51,52  
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1.2.2 Transporte de fármacos en infecciones y 

neurodegeneración. 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades 

neurodegenerativas, como el Alzheimer (EA) y el Parkinson (EP), afectan 

aproximadamente a mil millones de personas en todo el mundo.53 Entre los 

trastornos neurológicos también se incluyen los traumatismos 

craneoencefálicos y las infecciones neurológicas. El aumento de la 

expectativa de vida global ha contribuido significativamente a la creciente 

prevalencia de afecciones como el accidente cerebrovascular, la enfermedad 

de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, impactando de manera 

considerable en la sociedad y la economía.  

Actualmente, la mayoría de los tratamientos disponibles se limitan a aliviar 

los síntomas y no solucionan la raíz del problema, lo que dificulta la 

recuperación funcional del paciente y limita las posibilidades de mejorar su 

calidad de vida.54 Por ello, existe un creciente interés en el desarrollo de 

terapias más eficaces, capaces de intervenir en etapas tempranas y modificar 

el curso de la enfermedad. En los últimos años, la investigación se ha centrado 

en el desarrollo de nuevos fármacos basados en biomoléculas y formulaciones 

innovadoras, como nanopartículas, con el objetivo de mejorar la eficacia 

terapéutica y la selectividad hacia el sistema nervioso central.55-58  

No obstante, uno de los principales desafíos para el tratamiento eficaz de las 

enfermedades neurológicas sigue siendo la necesidad de que estos fármacos 

alcancen su diana terapéutica en el cerebro. Para lograrlo, deben atravesar en 

cantidades adecuadas la barrera hematoencefálica (BHE). Un medicamento 

puede ser eficaz en estudios in vitro, pero si no logra atravesar la BHE in vivo, 

no tendrá efecto terapéutico.54   
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La BHE es una barrera física, metabólica y de transporte que controla 

estrictamente la transferencia de sustancias de la sangre a los tejidos nerviosos 

y viceversa, contribuyendo a la homeostasis cerebral y protegiendo al cerebro 

de sustancias nocivas que pueden llegar a él.55 Las células endoteliales, que 

constituyen la estructura principal de esta barrera, forman uniones estrechas y 

compactas que dificultan el paso de muchas sustancias (Figura 1.9). Además, 

la permeabilidad del endotelio cerebral está influenciada por células de la 

unidad neurovascular, y suele verse afectada por la mayoría de las patologías 

del sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, la disfunción de la BHE es 

generalmente significativa solo en las etapas avanzadas de estas 

enfermedades.53,54 

 

Figura 1.9: Estructura y función de la BHE. La BHE está compuesta estructuralmente por 

células endoteliales, la membrana basal vascular, pericitos y los pies terminales de los 

astrocitos. Las células endoteliales presentan uniones estrechas sin fenestración ni actividad 

pinocítica, lo que impide el transporte paracelular de la mayoría de las moléculas, iones y 

fármacos. Estas uniones están compuestas por proteínas como claudinas, ocludinas y 

moléculas de adhesión de unión (MAU), además de proteínas citoplasmáticas accesorias como 

Zonula occludens-1 (ZO-1), entre otras.55,59  

 

Frente a esta barrera, diversas estrategias han sido propuestas para facilitar la 

llegada de fármacos al cerebro. Una de las más directas es la inyección 

intracerebral que, aunque permite la administración local, es altamente 

invasiva y conlleva riesgos importantes, como daño tisular, infecciones o 
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hemorragias, además de que su acción queda limitada a la región adyacente al 

sitio de inyección.60 Alternativamente, se ha investigado la administración oral 

o intravenosa, en la que el fármaco viaja por el torrente sanguíneo hasta la 

BHE. A pesar de los desafíos que impone su selectividad, esta vía sigue siendo 

una de las más atractivas por su carácter menos invasivo y su viabilidad para 

tratamientos sistémicos.55  

Otra ruta en estudio es la administración nasal, que busca aprovechar las 

conexiones entre la cavidad nasal y el sistema nervioso central, 

particularmente a través del nervio olfativo y el nervio trigémino. Esta 

estrategia podría permitir el acceso directo al cerebro sin necesidad de 

atravesar la BHE de forma tradicional. Sin embargo, aún enfrenta limitaciones 

como su baja eficiencia de absorción, posibles riesgos de toxicidad y la 

necesidad de optimizar formulaciones para mejorar su eficacia.54,61 

También se ha explorado el uso de agentes químicos o estímulos físicos para 

alterar temporalmente las uniones estrechas del endotelio cerebral y así 

facilitar el paso de fármacos. No obstante, esta aproximación implica riesgos 

importantes, como toxicidad neuronal y alteraciones en la función de la 

BHE.54,61 

Ante estas limitaciones, en la última década se han intensificado los esfuerzos 

en el desarrollo de sistemas de transporte innovadores capaces de atravesar la 

BHE. Las nanopartículas, péptidos, micelas y liposomas han cobrado especial 

relevancia debido a su bajo costo, facilidad de producción, baja 

inmunogenicidad y, sobre todo, su capacidad de ser modificados 

químicamente para mejorar su especificidad y funcionalidad.54,55  

Estas estrategias representan un enfoque prometedor para mejorar la entrega 

de fármacos al sistema nervioso central, abriendo nuevas posibilidades 

terapéuticas frente a patologías neurológicas complejas y estableciendo una 
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base sólida para futuras líneas de investigación en el tratamiento de 

enfermedades cerebrales. 

 

1.3 Estructuras y ensamblajes supramoleculares 

1.3.1 Sistemas microheterogéneos  

El término "microheterogéneo" hace referencia a sistemas que presentan 

dominios estructuralmente distintos a escala nanométrica o microscópica, 

como ocurre en disoluciones que contienen agregados autoensamblados de 

tensioactivos.62 Los sistemas microheterogéneos se pueden clasificar en dos 

grandes grupos: ensamblajes moleculares compuestos por tensioactivos o 

lípidos (micelas, liposomas, etc.), y sistemas poliméricos orgánicos o 

inorgánicos. Los ensamblajes moleculares organizados, como micelas, 

vesículas, microemulsiones y otros, han sido objeto de un amplio estudio en 

la última década.  

La palabra "micela" fue introducida por primera vez por J.W. McBain en 1913 

en el campo de la química de superficies y coloides. McBain utilizó este 

término para describir la agrupación de moléculas de tensioactivos en solución 

acuosa.63 Los tensioactivos y lípidos, se encuentran entre los productos 

químicos disponibles más versátiles. Tienen aplicaciones en muchas áreas, 

incluida la Química, la Biología y Farmacia.64-68   

Los agentes tensoactivos o surfactantes (del inglés Surface Active Agent) son 

compuestos orgánicos con capacidad de influir a través de su naturaleza 

química sobre la tensión superficial de una fase líquida en contacto con otra 

fase, sólida, líquida o gaseosa. Desde el punto de vista estructural, un 

tensoactivo es una molécula de origen anfipático, es decir, una molécula 

formada por dos partes de naturaleza opuesta, una parte polar o hidrofílica, 



_____________________________________________________________ 
 

22 

 

Capítulo 1 

conocida como “cabeza” y otra apolar o hidrofóbica, a menudo conocida como 

“cola” (Figura 1.10). La parte hidrófoba del agregado forma el núcleo de la 

micela, mientras que los grupos de cabezas polares están ubicados en la 

interfaz micela-agua en contacto e hidratados por una serie de moléculas de 

agua.62,69  

 
Figura 1.10: Molécula anfipática (A) y esquema de micela (B). Estructura química de la 

molécula anfipática, atendiendo a su dualidad polar-apolar: (I) El grupo polar suele contener 

heteroátomos como O, S, P o N en funciones químicas tales como alcoholes, ácidos, 

sulfonatos, fosfatos o aminas. Presenta afinidad por los solventes polares (agua) y se 

denomina grupo hidrofílico o hidrófilo. Dependiendo de la carga que porten, los clasificamos 

como agentes tensoactivos catiónicos (positiva) o aniónicos (negativa). En caso de no 

presentar carga iónica, hablaríamos de agentes tensoactivos denominados no-iónicos. En 

caso de que la molécula presente cargas positivas y negativas simultáneamente, estaríamos 

hablando de tensoactivos Zwitteriónicos, en la cual la carga final es neutra sin contraiones. 

(II) Grupo apolar: formado generalmente por una cadena hidrocarbonada de tipo alquilo o 

alquilbenceno, que puede incluir ocasionalmente heteroátomos como oxígeno o halógenos. 

Este segmento presenta baja solubilidad en medios polares como el agua, debido a su 

carácter hidrofóbico o lipofílico.69 

 

Una de las propiedades más importantes de los tensoactivos es su capacidad 

de ser absorbidos en la interfase, disminuyendo así la tensión superficial, que 

es manifestación de las fuerzas cohesivas intramoleculares en los líquidos. La 

saturación de las moléculas en la superficie de la disolución permite la 

formación de ensamblajes moleculares en la misma. La característica 
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unificadora de estos sistemas es su diseño estructural. Dependiendo de la carga 

neta de la cabeza hidrofílica, estos ensamblajes pueden clasificarse como 

catiónicos, aniónicos o no iónicos. Los tensioactivos no iónicos pueden ser 

zwitteriónicos o dipolares.70 

La forma y el tamaño de estos ensamblajes moleculares dependen de varios 

factores, como la longitud de la cadena de hidrocarburos, la concentración, la 

temperatura, el grupo principal, los contraiones, otros aditivos, y la naturaleza 

del medio, ya sea polar o no polar.70 Por ejemplo, los tensioactivos de cadena 

simple, como el dodecilsulfato sódico (SDS) (NaC12H25SO4), forman micelas 

cuasi esféricas con un diámetro menor o igual a 30 Å. Por otro lado, los 

tensioactivos y lípidos con múltiples cadenas de hidrocarburos, como el 

cloruro de dodecildimetilamonio (DODAC) y la dipalmitoilfosfatidilcolina 

(DPC), forman vesículas unilamelares o multilamelares más grandes. Además, 

la asociación de los tensioactivos no se limita solo a medios acuosos. En 

presencia de solventes no polares, los tensioactivos pueden formar micelas 

inversas,70 donde las colas hidrofóbicas se orientan hacia el exterior y las 

cabezas hidrofílicas se agrupan hacia el interior (Figura 1.11). Un ejemplo de 

esto es el Aerosol-OT en octano.62  

 
Figura 1.11: Representación esquemática de una micela inversa en un medio no polar.70 
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1.3.2 Estructura y morfología micelar 

Desde la propuesta inicial de McBain sobre la presencia de agregados 

moleculares en soluciones jabonosas debido a cambios en la conductividad 

eléctrica con la concentración de jabón, la estructura de los ensamblajes 

micelares ha sido objeto de discusión.63 Hartley propuso que las micelas son 

esféricas, con grupos cargados en la superficie, mientras que McBain sugirió 

la coexistencia de formas laminares y esféricas. Los estudios de rayos X de 

Harkins y otros apoyaron el modelo sándwich o laminar. Posteriormente, 

Debye y Anacker propusieron que las micelas tienen forma de varilla, con 

sección transversal circular y cabezas polares en la periferia y colas de 

hidrocarburos en el interior. Sin embargo, en 1956, el modelo de micelas 

esféricas de Hartley fue establecido por Reich desde el punto de vista de la 

entropía, y la forma esférica se considera ahora generalmente aceptada como 

aproximación a la estructura real (Figura 1.12). 

La formación de micelas por tensioactivos iónicos se debe a un equilibrio entre 

la atracción de las cadenas hidrofóbicas y la repulsión electrostática entre los 

grupos cargados. Aunque las micelas tienen carga neta debido a los grupos 

iónicos de los tensioactivos, esta carga es parcialmente compensada por los 

contraiones del medio, algunos de los cuales permanecen asociados a la 

superficie de la micela, formando la llamada “capa de stern”. En contraste, 

para los tensioactivos no iónicos, la atracción de la cadena de hidrocarburos 

se contrapone a los requisitos de hidratación y espacio de los grupos 

hidrófilos. Por lo tanto, la estructura micelar resultante está determinada por 

un equilibrio entre las fuerzas de repulsión entre los grupos hidrófilos y las 

fuerzas de atracción de corto alcance entre los grupos hidrofóbicos. En otras 

palabras, la estructura química del tensioactivo es la que tiene mayor 

influencia sobre el tamaño y la forma de sus micelas.69,70 Sin embargo, como 
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se ha mencionado anteriormente, la forma y el tamaño de las micelas 

dependen no solo de su estructura básica, sino también de factores como la 

concentración, la temperatura, naturaleza del medio y otros.  

 
Figura 1.12: Representación simplificada de diversas formas de sistemas de ensamblajes 

compuestos por tensioactivos.71 *Color verde: cabeza hidrófila, *Color azul: cola hidrófoba. 

 

Los avances en técnicas de investigación como la resonancia magnética 

nuclear (RMN), dispersión dinámica de luz (DLS), etc. han contribuido 

significativamente a comprender la naturaleza de las micelas. Los 

experimentos de dodecil sulfato de sodio y otras micelas iónicas respaldan el 

modelo básico de Hartley de micelas esféricas. Sin embargo, a medida que 

aumenta la concentración del surfactante iónico, la forma de las micelas 

iónicas cambia de esférica a cilíndrica, hexagonal y laminar (Figura 1.13). Por 

otro lado, para las micelas no iónicas, la forma parece cambiar directamente 

de esférica a laminar con el aumento de la concentración.69 
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Figura 1.13: Cambio en la forma y estructura de las micelas con cambios en la 

concentración de surfactante.70 *Color verde: cabeza hidrófila, *Color azul: cola hidrófoba. 

 

Las micelas formadas por tensioactivos iónicos son ensamblajes 

caracterizados por un núcleo hidrofóbico compacto, rodeado por una capa 

superficial más flexible o hidratada. Se ha observado que la unión de iones 

metálicos divalentes a estas micelas provoca cambios mínimos en su volumen, 

sin inducir una reorganización estructural significativa. Estos iones afectan 

principalmente la carga superficial, la repulsión electrostática y la estabilidad 

del sistema, pero no alteran de forma sustancial la arquitectura global del 

ensamblaje.69 

Por otra parte, diversos estudios de RMN han demostrado que la penetración 

del agua en el núcleo hidrofóbico de las micelas es muy pequeña, con menos 

de una molécula de agua por molécula de tensioactivo. Aunque el interior del 

núcleo micelar permanece prácticamente libre de agua, los datos indican un 

contacto sustancial entre el agua y el hidrocarburo en la interfaz núcleo-

superficie.69 Por tanto, la interacción entre agua e hidrocarburo se restringe 

principalmente a la superficie del núcleo micelar. 

1.3.3 Concentración micelar crítica 

La concentración micelar crítica (CMC) se define como la concentración a 

partir de la cual comienza la formación espontánea de micelas. 

Experimentalmente, este punto corresponde a una discontinuidad o cambio 

Esférica Cilíndrica Hexagonal Laminar
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abrupto en la pendiente de una curva que representa alguna propiedad físico-

química (ϕ) frente a la concentración total del surfactante (Ct).63,70  

C = CMC, (d3ϕ/dCt
3)máx = 0 

Donde 

         ϕ = α[S] + β[M]: función de la disolución de tensioactivo.         (1.2) 

α y β son constantes de proporcionalidad, y [S] y [M] son las concentraciones 

del tensioactivo monomérico y de la micela, respectivamente.  

A bajas concentraciones, propiedades como la conductancia, la tensión 

superficial y características espectrales de RMN indican que no hay una 

agrupación apreciable del surfactante. Por encima de la CMC, estas 

propiedades muestran un cambio abrupto, lo que refleja la formación de 

ensamblajes supramoleculares.  

La CMC se puede determinar gráficamente identificando el punto de 

intersección entre dos regiones lineales en la curva que relaciona una 

propiedad físico-química con la concentración del tensioactivo: una 

correspondiente a bajas concentraciones, donde predominan los monómeros, 

y otra a altas concentraciones, donde se forman micelas.  Cuando se estudia la 

variación de la CMC en función de factores químicos o físicos, es importante 

emplear métodos de determinación consistentes para garantizar la 

comparabilidad de los resultados.  

Las técnicas más comunes para determinar la CMC incluyen la medición de 

conductividad,  tensión superficial, solubilización de compuestos poco 

solubles en agua y fluorescencia de sondas orgánicas, como el pireno.70 El 

método del pireno, utilizado desde hace más de 50 años, es una técnica simple 

y rápida que lo ha consolidado como sonda fluorescente por excelencia en el 

estudio de sistemas microheterogéneos, como micelas, polímeros, proteínas, 

(1.1) 
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péptidos y membranas biológicas.72 Su sensibilidad a la polaridad del 

disolvente, reflejada en la estructura fina de su fluorescencia, lo hace 

especialmente útil para la determinación de la CMC de sistemas micelares, 

además de ofrecer ventajas como una respuesta rápida y bajo costo.73-78 

Una recopilación detallada de valores experimentales de CMC puede 

encontrase en el trabajo de A. Domínguez y colaboradores, que incluyen 

además una discusión de la metodología experimental (Tabla 1.1).79 

Tabla 1.1: Valores de CMC de algunos surfactantes.79 

Surfactante  Método  Condicionesa CMC 

(mol/L) 

SDS Conductancia Sin aditivos 8.0 x 10-3 

SDS Conductancia [TMU]= 1 mol/L 1.4-1.5 x 10-2   

SDS Conductancia [HCl]= 6 mmol/L 5.5 x 10-3 

SDS BZA-abs Sin aditivos 7.8 x 10-3 

SDS BZA-abs [HCl]= 33 mmol/L 2.8 x 10-3 

SDS Fluorescencia  Sin aditivos 7.4 x 10-3 

TTABr Conductancia Sin aditivos 3.9 x 10-3 

TTABr BZA-abs Sin aditivos 3.5 x 10-3 

TTABr BZA-abs [HCl]= 33 mmol/L 0.8 x 10-3 

TTABr Fluorescencia Sin aditivos 3.5 x 10-3 

TTABr Fluorescencia [NaBr]= 0.2 mol/L 2.3 x 10-4 

TTABr Fluorescencia [TMU]= 0.56 mol/L 5.9 x 10-3 

C12E9 BZA-abs Sin aditivos 1.6 x 10-4 

C12E9 Fluorescencia Sin aditivos 1.7 x 10-4 

C12E9 Fluorescencia 15% HC3OH 3.4 x 10-4 
aTodos los experimentos fueron realizados a 25 oC. 

 

Efecto de la cadena hidrocarbonada 

La longitud de la cadena hidrocarbonada influye de forma decisiva en el valor 

de la CMC. Para una serie homóloga de surfactantes, la CMC decrece 

logarítmicamente al aumentar el número de átomos de carbono en la cadena 
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hidrocarbonada. Se ha observado que, en cadenas lineales de hasta 16 átomos 

de carbono, la adición de un grupo metilo puede reducir aproximadamente a 

la mitad el valor de la CMC. En tensioactivos no iónicos, el efecto es aún más 

pronunciado: añadir dos carbonos a la cadena puede reducir la CMC en un 

orden de magnitud. Esto se debe a que el aumento del carácter hidrofóbico de 

la cadena hidrocarbonada disminuye la concentración de surfactante necesaria 

para formar micelas.70 La dependencia de la CMC del número de átomos de 

carbono (nc) en la cadena de alquilo puede escribirse para muchas clases de 

anfífilos como:  

log CMC = a  ̶  bnc 

Habitualmente, la CMC se expresa en mol/L, y a y b son constantes del 

sistema. En presencia de sales añadidas, el parámetro b tiende a aumentar para 

los anfífilos iónicos.  

Además, en estructuras más complejas, como cadenas ramificadas o 

insaturadas, se ha descrito un aumento general del valor de la CMC, atribuido 

a la disminución del carácter hidrofóbico efectivo. 

Influencia de la cabeza hidrofílica 

La carga del grupo polar tiene un efecto determinante sobre la CMC, ya que 

modula las interacciones electrostáticas entre cabezas polares. Para una 

longitud de cadena de alquilo dada, los tensioactivos no iónicos presentan 

valores de CMC significativamente inferiores a los iónicos, debido a la 

ausencia de repulsión entre grupos de cabeza. Los tensioactivos zwitteriónicos 

generalmente se encuentran en valores intermedios entre estos dos grupos.70 

En los no iónicos, tanto el tamaño como la capacidad de hidratación del grupo 

hidrofílico afectan de forma significativa la CMC. Por otro lado, en los 

(1.3) 
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tensioactivos iónicos, añadir grupos cargados adicionales en la región polar 

puede aumentar la repulsión entre cabezas, lo que eleva la CMC.  

Contraión  

El tipo de contraión influye en la CMC en función de su grado de hidratación, 

polarizabilidad y capacidad de asociación con la micela. Contraiones más 

polarizables y de mayor valencia se asocian con mayor eficacia al grupo polar, 

modificando significativamente el valor de la CMC.70 Así, en medio acuoso y 

para surfactantes aniónicos, se ha observado empíricamente que la CMC 

decrece según la secuencia: Li+ > Na+ > K+ > Cs+ >N(CH3)4
+
> N(C2H5)4

+
> Ca2+ 

= Mg 2+. Cuando el contraión es el catión de una amina primaria, la CMC 

decrece al aumentar la longitud de la cadena de la amina. En el caso de los 

surfactantes catiónicos, el valor de la CMC decrece según la secuencia F- > 

Cl- > Br- > I-. En presencia de contraiones orgánicos con al menos 4 o 5 

carbonos (como n-butilamina), pueden formarse micelas mixtas, lo que 

modifica el valor observado de la CMC. 

Efecto de la temperatura y presión  

El efecto de la temperatura sobre la CMC es complejo, ya que intervienen 

mecanismos contrapuestos que afectan tanto a la región hidrofílica como a la 

hidrofóbica del tensioactivo. Por una parte, el aumento de temperatura reduce 

la hidratación del grupo polar, lo que favorece la micelización; por otra, 

desestabiliza las interacciones hidrofóbicas, lo que la dificulta. El equilibrio 

entre ambos efectos determina la tendencia final de la CMC con la 

temperatura. En consecuencia, la CMC presenta un valor mínimo 

característico, que suele situarse en torno a 25 °C para surfactantes iónicos y 

50 °C para no iónicos. 
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En el caso de los surfactantes iónicos, existe una temperatura mínima por 

debajo de la cual no se forman micelas, debido a la baja solubilidad del 

surfactante en agua. Esta temperatura se conoce como temperatura de Kraft, y 

corresponde al punto en el que la solubilidad del surfactante iguala a la CMC, 

permitiendo así la formación de micelas.70 Al superar esta temperatura critica, 

la solubilidad del surfactante aumenta de forma abrupta, lo que facilita el 

proceso de micelización. Por el contrario, en disoluciones que contienen 

surfactantes no iónicos, el comportamiento térmico es diferente. A 

temperaturas elevadas, las soluciones micelares de surfactante pueden 

separarse en dos fases liquidas; este punto se denomina temperatura de 

enturbiamiento (o "cloud point").70  

En cuanto a la presión, su influencia sobre la CMC es mínima, incluso bajo 

condiciones de alta presion.70 

Influencia de la fuerza iónica  

La presencia de electrolitos en solución afecta significativamente a la CMC 

de los tensioactivos iónicos, al modificar las interacciones electrostáticas en 

la interfase micelar; en los no iónicos, el efecto es menos acusado.70 En el caso 

de los surfactantes iónicos, la adición de sales incrementa la fuerza iónica del 

medio, apantallando las cargas de los grupos polares y reduciendo la repulsión 

entre las cabezas iónicas. En los tensioactivos no iónicos, las sales compiten 

con los grupos hidrofílicos del surfactante por las moléculas de agua, 

afectando su hidratación y disminuyendo la CMC, aunque este efecto se 

manifiesta principalmente a concentraciones elevadas de sal. 

Influencia de la presencia de compuestos orgánicos 

La adición de pequeñas cantidades de sustancias orgánicas puede producir 

cambios significativos en el valor de la CMC en disolución acuosa. Estas 
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sustancias se pueden clasificar en dos grupos, según su influencia sobre la 

CMC. Un primer grupo incluye compuestos polares con cadenas alquílicas 

medias o largas, como ciertos alcoholes, que tienden a disminuir la CMC.70 El 

segundo grupo está formado por compuestos que aumentan la CMC al 

modificar propiedades del medio, como la constante dieléctrica o la capacidad 

para formar enlaces de hidrógeno. Dentro de este último grupo se encuentran 

la urea, formamida, N-metilacetamida, entre otros.70 

Solubilidad de los anfífilos. El fenómeno Krafft. 

La solubilidad de los tensioactivos influye significativamente en la CMC. 

Debido a su tendencia a agregarse, la solubilidad de los tensioactivos presenta 

una fuerte dependencia con la temperatura, como se observa en la Figura 1.14.  

 
Figura 1.14: Dependencia de la temperatura de la solubilidad del surfactante en la región 

del punto de Krafft.70 

 

Para un tensioactivo dado, a temperatura ambiente, una mayor solubilidad en 

agua suele estar asociada a un valor más alto de CMC. Esto se debe a que, al 

estar más estabilizado en su forma monomérica, el tensioactivo requiere una 
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concentración mayor para que sus moléculas comiencen a ensamblarse y 

formen micelas. 

La solubilidad de los tensioactivos depende estrechamente de la temperatura, 

especialmente en relación con su capacidad para formar micelas. A 

temperaturas inferiores al punto de Krafft, estos compuestos suelen 

permanecer en estado sólido o cristalino, con una solubilidad muy limitada. 

Al alcanzar dicho punto, la concentración de monómeros en disolución iguala 

la CMC, y a partir de ese momento el sistema comienza a formar micelas. 

Dado que las micelas son mucho más solubles que los monómeros 

individuales, se produce un aumento aparente y abrupto de la solubilidad total.  

Este fenómeno, conocido como punto de Krafft,70 está influido por factores 

estructurales como la longitud de la cadena alquílica o la naturaleza del 

contraión. Además, la presencia de impurezas puede modificar notablemente 

la temperatura a la que ocurre esta transición, debido a la relación directa entre 

el punto de Krafft y la temperatura de fusión de la fase solida del tensioactivo. 

Por tanto, el comportamiento del tensioactivo en estado sólido es clave para 

entender los procesos de solubilización y la formación de ensamblajes 

supramoleculares, como las micelas, en solución acuosa. 

1.3.4 Distribución de tamaño y alteraciones morfológicas 

El "número de agrupación" de una micela hace referencia a la cantidad de 

moléculas necesarias para su formación. El número de agrupación de micelas 

es polidisperso, lo que implica que las micelas en una disolución no presentan 

el mismo tamaño ni la misma cantidad de moléculas. Este número varía 

dependiendo del tipo de tensioactivo y las condiciones del medio 

(temperatura, contraión, etc). En general, se ha observado que el número de 

agregación micelar aumenta tanto con la concentración de tensioactivo como 

con la adición de sales. Para tensioactivos iónicos, como el dodecilsulfato 



_____________________________________________________________ 
 

34 

 

Capítulo 1 

sódico (SDS), el número de agregación suele estar en el rango de 50 a 100 

moléculas por micela.70 Para tensioactivos no iónicos, como los surfactantes 

basados en óxido de etileno, el número de agregación puede ser más bajo, 

típicamente entre 20 y 50 moléculas por micela.70 

1.3.5 Dinámicas y modelos micelares 

Las micelas son estructuras dinámicas que se forman y disocian rápidamente 

en una escala de tiempo de milisegundos a microsegundos.80 El estudio de los 

parámetros cinéticos de la formación y descomposición de las micelas 

requiere, por tanto, la utilización de métodos de relajación.81,82 Estos estudios 

sobre la dinámica micelar revelan la existencia de dos procesos de relajación: 

un proceso rápido (10-9-10-6 s) que corresponde al intercambio de monómeros 

entre la fase acuosa y las micelas de diferentes tamaños, y un proceso lento 

(10-6-10-3 s) que corresponde a la formación o descomposición de las 

micelas.83 

La forma más simple de representar la estructura micelar es mediante el 

modelo de Hartley,84 que supone que, a pequeñas concentraciones de 

surfactante no muy por encima de la CMC, las micelas son esféricas con un 

radio similar a la longitud de la cadena hidrocarbonada del surfactante.85,86 

Dentro de la micela esférica, se distinguen varias regiones: la región 

hidrofóbica (core), que alberga las cadenas hidrocarbonadas de los 

surfactantes; la capa de Stern, que separa la fase acuosa del núcleo micelar y 

contiene los grupos de cabeza iónicos, parcialmente neutralizados por 

contraiones y agua; la capa difusa de Gouy-Chapman, que corresponde al 

volumen de la disolución perturbado eléctricamente por la presencia de la 

micela y donde se encuentran los contraiones no asociados; y por último, la 

masa acuosa, que únicamente contiene el disolvente y no se ve influenciado 

por la micela (Figura 1.15). Este modelo no explica el contacto que puede 
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existir entre el agua y las colas hidrocarbonadas de las micelas, ni aclara la 

disposición de dichas colas en el core. Por tanto, se han propuesto otros 

modelos alternativos para tratar de aclarar estos puntos. 

El modelo de Menger87 sugiere la posibilidad de que exista un cierto grado de 

contacto entre el agua y las cadenas hidrocarbonadas. Estas cadenas se 

distribuyen en el core de manera aleatoria, lo que permite la existencia de 

huecos en los que pueden acomodarse moléculas de agua. Por lo tanto, una 

parte de las cadenas hidrocarbonadas está en contacto con el agua en la 

superficie micelar. En la Figura 1.15 ilustra gráficamente estos modelos en el 

caso de una micela de SDS. 

 
Figura 1.15: Ilustración gráfica de la estructura básica de una micela. 

 

Otros modelos más recientes, como el modelo de Fromherz,88 plantean un core 

en el que no existe agua, pero al mismo tiempo proponen una disposición de 
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las colas hidrocarbonadas de forma que existe contacto entre estas y el agua. 

Por otro lado, el modelo de Dill y Flory89-91 también aboga por este contacto, 

basándose en teorías estadísticas y en impedimentos estéricos. Según esta 

teoría, las cadenas hidrocarbonadas del surfactante se distribuyen de manera 

aleatoria. 

1.3.6 Cinética de la formación de micelas 

El fenómeno de micelización se desarrolla en un equilibrio dinámico de 

asociación-disociación, influenciado por la concentración de monómeros, la 

temperatura y las constantes de velocidad. Desde el punto de vista 

termodinámico, este proceso está impulsado por la reducción de la energía 

libre del sistema, lo que facilita una formación espontánea de micelas, 

predominantemente de naturaleza entrópica.92  

La cinética de la micelización ha sido objeto de estudio durante décadas. En 

1974, Aniansson y Wall70 propusieron un modelo teórico que explicó de 

manera coherente los resultados experimentales, el cual ha sido ampliamente 

aceptado y utilizado desde entonces. 

Si bien la formación de micelas ocurre en múltiples etapas, a nivel global sigue 

una cinética de reacción de primer orden, independientemente del orden de 

reacción. Su comportamiento puede describirse mediante ecuaciones 

matemáticas que representan el equilibrio dinámico entre los monómeros de 

surfactante y las micelas en solución. 

Equilibrio de micelización 

La formación de micelas es un proceso dinámico, representado por la siguiente 

reacción química: 

nS ⇋ M (1.4) 
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El equilibrio de micelización está determinado por la constante de equilibrio 

Km: 

Km=
[M]

[S]n
 

Cuando la concentración de surfactante en solución, representado como S, 

alcanza un valor igual o superior a la CMC, comienza de forma significativa 

la formación de micelas, designadas como M. Cada micela está compuesta por 

un número determinado n de monómeros de surfactante. En equilibrio, la 

concentración de monómeros libres en solución se representa como [S], 

mientras que la concentración de micelas formadas se indica como [M]. Este 

equilibrio dinámico entre monómeros y micelas es característico de los 

sistemas tensioactivos en solución acuosa. 

Modelo cinético de nucleación y crecimiento 

El proceso de micelización puede modelarse en términos de un modelo de 

nucleación y crecimiento, en el que las micelas crecen a partir de pequeños 

agregados de monómeros de surfactante. 

La velocidad de formación de micelas está dada por: 

d[M]

dt
=k+[S]

n - k-[M] 

En este sistema, k+ representa la constante de velocidad de agregación de 

monómeros en micelas, mientras que k- es la constante de velocidad de 

disociación de micelas en monómeros. En condiciones de equilibrio, la 

velocidad neta de formación de micelas es cero, es decir,  
d[M]

dt
= 0. Por lo tanto, 

se cumple la siguiente relación:  

k+[S]
n = k-[M] 

A partir de esta igualdad se deduce la expresión para la constante de equilibrio 

𝐾𝑚, que relaciona las concentraciones en equilibrio: 

(1.5) 

(1.6) 

(1.7) 
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Km=
k+

k-

 

Dependencia de la energía libre de micelización 

La formación de micelas se puede describir también en términos de la energía 

libre de Gibbs ΔG. La energía libre de formación de micelas está dada por: 

ΔGm = RT ln(CMC) 

Donde R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, y ΔGm es 

la energía libre de micelización. Un valor negativo de ΔGm indica que el 

proceso de micelización es espontáneo. 

La energía libre estándar de micelización puede descomponerse en sus 

componentes entálpica y entrópica: 

ΔGm = ΔHm − TΔSm 

Aquí, ΔHm representa la entalpía de micelización, asociada a la formación de 

interacciones no covalentes entre las cadenas hidrofóbicas, mientras que ΔSm 

corresponde a la entropía de micelización, relacionada principalmente con la 

liberación de moléculas de agua estructuradas alrededor de los monómeros 

individuales. 

En la mayoría de los casos, la micelización es un proceso impulsado por la 

entropía (ΔSm > 0), ya que el ensamblaje de los tensioactivos reduce la 

superficie de contacto hidrofóbico con el agua, liberando moléculas de agua 

ordenadas y aumentando la entropía del sistema. 

 

 

 

 

(1.8) 

(1.9) 

(1.10) 
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1.4 El Dioxígeno y sus especies 

1.4.1 El dioxígeno 

El oxígeno es uno de los elementos más abundantes en el Universo y juega un 

papel fundamental tanto en el entorno atmosférico terrestre como en el 

acuático.93 Puede encontrarse en su forma diatómica, compuesta por dos 

átomos de oxígeno, representada como O2 (dioxígeno). Sin embargo, también 

puede presentarse en su forma triatómica, O3, conocida como ozono.  

En el planeta Tierra, el oxígeno constituye aproximadamente el 20.9 % de la 

atmosfera, mientras que en la corteza terrestre representa alrededor del 47.7 

%. Desde una perspectiva biológica, el oxígeno desempeña un papel esencial 

en dos procesos biológicos fundamentales: la respiración celular y la 

fotosíntesis. En este contexto, se destaca el papel que tiene en los organismos 

aerobios, donde actúa como aceptor final de electrones en los procesos 

metabólicos, lo que les permite obtener energía mediante la oxidación de la 

materia orgánica.  

Hace millones de años, la atmósfera terrestre tenía bajos niveles de oxígeno y 

las condiciones químicas eran muy diferentes. La vida se originó en ambientes 

con bajos niveles de este gas, por lo tanto, los primeros seres vivos eran 

probablemente anaerobios. Sin embargo, con el tiempo, los organismos 

autótrofos fotosintéticos comenzaron a liberar oxígeno como subproducto de 

la fotosíntesis, lo que enriqueció la atmósfera con dioxígeno. Esto llevó a una 

adaptación gradual de los seres vivos a las nuevas condiciones ricas en 

oxígeno. La mayoría de los organismos anaerobios primitivos se extinguieron 

debido a que el oxígeno representaba un elemento tóxico para ellos, y algunos 

sobrevivieron en ambientes donde el oxígeno no podía penetrar. Otros 

organismos desarrollaron mecanismos de defensa contra los efectos tóxicos94 
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del oxígeno y, eventualmente, comenzaron a utilizarlo en sus procesos 

metabólicos, evolucionando hacia organismos aerobios.  

La utilización de dioxígeno por los organismos aerobios proporciona una 

ventaja evolutiva significativa sobre los anaerobios debido a la cantidad de 

energía que pueden obtener a través de la respiración aerobia. En términos 

energéticos, la respiración aerobia es mucho más eficiente que la fermentación 

anaerobia. Mientras que la fermentación anaerobia produce solo dos 

moléculas de ATP (Adenosín Trifosfato o Trifosfato de Adenosina) por cada 

molécula de glucosa, la respiración aerobia puede producir hasta 38 moléculas 

de ATP.95 

A pesar de la ventaja evolutiva de utilizar el dioxígeno en el metabolismo, los 

organismos aerobios deben enfrentar la toxicidad inherente del oxígeno. El 

dioxígeno tiene la capacidad de oxidar completamente la materia orgánica, 

reacción que es favorable desde el punto de vista energético. Sin embargo, 

esta reacción presenta una alta barrera energética, lo que impide su ocurrencia 

espontánea en condiciones fisiológicas. Esta barrera cinética es lo que permite 

la existencia de vida en una atmósfera rica en oxígeno, ya que evita que la 

oxidación ocurra de manera descontrolada. No obstante, aún pueden ocurrir 

ciertas reacciones que conduzcan a la formación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) como los radicales libres, que son altamente dañinos para las 

células. 

1.4.2 Las especies reactivas de oxígeno 

El oxígeno forma compuestos con la mayoría de los elementos, generando 

desde óxidos estables hasta especies altamente reactivas. Algunas de estas 

especies muestran alta reactividad frente a biomoléculas, lo que puede 

provocar daño celular y contribuir al desarrollo de diversas patologías. Estas 
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especies se agrupan bajo el nombre de especies reactivas de oxígeno (ROS, 

por sus siglas en inglés). 

Las ROS son derivados del dioxígeno (O₂), caracterizados por su elevada 

reactividad química, especialmente frente a estructuras biológicas.94,96 Entre 

las ROS se incluyen especies como el ozono (O₃), el oxígeno singlete (¹O₂) y 

tres compuestos clave conocidos como intermedios reactivos de oxígeno 

(ROI): anión superóxido (O₂•⁻), peróxido de hidrógeno (H₂O₂) y el radical 

hidroxilo (OH•).97,98 En la Figura 1.16 se ilustra la formación de las diferentes 

especies reactivas de oxígeno y sus respectivas interconversiones. 

 
Figura 1.16: Esquema de formación de las diferentes especies reactivas de oxígeno a partir 

del oxígeno triplete.96 

 

En los últimos años, algunos autores han ampliado el término ROS para incluir 

compuestos reactivos de nitrógeno, cloro o bromo, como el peroxinitrato 

(O₂NOO⁻), el ácido hipocloroso (HOCl) y el ácido hipobromoso (HOBr).99 

No obstante, en este trabajo nos centraremos en los ROI (O₂•⁻, H₂O₂ y OH•), 

ya que constituyen las ROS predominantes en sistemas biológicos. 

1.4.3 El radical superóxido  

El radical superóxido es una de las especies reactivas de oxígeno más 

relevantes desde el punto de vista biológico, tanto por su implicación en rutas 

metabólicas como por su papel en procesos patológicos. A continuación, se 

discutirán los aspectos más importantes de su química.  

Oxígeno singlete

Excitación
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Reacción de Fenton

1O2 O2 O2 O2

2H

H2O2 H2OOH

(H2O2 + Fe
2+ OH + OH + Fe3+)



_____________________________________________________________ 
 

42 

 

Capítulo 1 

Química del radical superóxido 

El anión superóxido es de naturaleza radicalaria y de formula química O₂•⁻. Es 

un producto de la reducción del dioxígeno por un electrón según la siguiente 

reacción: 

O2 + e
− → O2

•−                                                                     

Esta reducción parcial permite el apareamiento de uno de los dos electrones 

desapareados del O2 en estado triplete, generando un radical aniónico con 

carga -1 y un espín igual a 1/2. La configuración electrónica del radical 

superóxido se muestra en la Figura 1.17. 

 
Figura 1.17: Orbitales moleculares del anión superóxido en su estado fundamental.100 

 

El superóxido presenta una reactividad moderada con la materia orgánica 

debido a su naturaleza paramagnética, especialmente en comparación con 

otras ROS, como el radical hidroxilo.101 No obstante, su presencia en los 

organismos no es completamente inocua, ya que tiene cierta capacidad para 

2p2p

2s2s
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 2p
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(1.11) 
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oxidar la materia orgánica y contribuir a la generación de otras ROS mucho 

más reactivas.102,103 

En disoluciones acuosas, el anión superóxido (O₂•⁻) actúa como una base débil 

y puede protonarse reversiblemente para formar el radical hidroperóxido 

(HO2
•).  

O2
•− + H+ ↔ HO2

•  

El estado de protonación del superóxido afecta significativamente a su 

capacidad oxidante o reductora. En un medio aprótico, el O₂•⁻ actúa como un 

oxidante de fuerza moderada, cediendo un electrón y convirtiéndose en O2. 

Sin embargo, en medios próticos, puede formar la especie HO2
• , que es un 

oxidante mucho más fuerte y muy inestable frente a la dismutación. Estos 

aspectos se discutirán con más detalle en la siguiente sección. 

Especies reactivas derivadas del superóxido 

El radical superóxido es un compuesto altamente peligroso para el organismo 

debido a su capacidad para generar nuevas y más tóxicas especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS). Como se muestra en la Figura 1.18, la 

generación de superóxido puede conducir a la formación de compuestos como 

el peroxinitrito (ONOO̶ ) y el radical hidroxilo (OH•), los cuales tienen una 

mayor capacidad para reaccionar con la materia orgánica y, por lo tanto, 

degradar los tejidos. A continuación, se examinarán en detalle estas reacciones 

y sus implicaciones biológicas. 

(1.12) 
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Figura 1.18: Producción de las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno en células de 

mamíferos.104 

 

Partiendo de la reducción monoelectrónica del dioxígeno, se forma el radical 

superóxido, que puede dismutarse de forma espontánea o catalizada por las 

enzimas superóxido dismutasas (SODs) generando H₂O₂ y O₂. A partir de aquí, 

el H₂O₂ puede descomponerse a través de dos mecanismos principales: 

̶ Dismutación en agua y dioxígeno: Mediado por la enzima catalasa, 

esta ruta de eliminación del peróxido no produce productos tóxicos. 

̶ Reacción con metales: El H₂O₂ puede reaccionar con metales como 

Fe(II) mediante la reacción de Fenton, generando el radical hidroxilo 

(OH•) (ecuación 1.13).105 El OH•, producto de esta reacción, presenta 

una elevada reactividad, lo que convierte en una especie 

extremadamente tóxica. Este radical puede reaccionar tanto con 

compuestos inorgánicos como orgánicos, afectando componentes 

celulares esenciales como ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y 

carbohidratos. Su alta reactividad le permite causar daños en los 

tejidos que superan el alcance de cualquier otra ROS.106  

H2O2 + Fe
2+ → OH

•

 + OH− + Fe3+ 

+

Ruta de generación de especies reactivas de oxígeno.

Ruta de generación de especies reactivas de nitrógeno.

Dioxígeno

exc.

Radical superóxido Peróxido de hidrógeno Radical hidroxilo Agua

Oxígeno singlete Peroxinitrito Ácido peronitroso Dióxido de nitrógeno + Radical hidroxilo

Amina Óxido nítrico Nitrito Dióxido de nitrógeno Nitrato

(1.13) 
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Otro método para la formación del radical OH• a partir de O2
•− y H2O2 es 

mediante la reacción de Haber-Weiss (ecuación 1.14), con la participación de 

Fe3+ como catalizador.107 Esta reacción va acoplada a la de Fenton a causa de 

la generación de Fe3+ en esta última. 

O2
•− + H2O2 

Fe3+

→   O2 + OH
•

 + OH− 

Además de las especies reactivas de oxígeno, el radical superóxido puede 

reaccionar con diversos compuestos nitrogenados, generando una segunda 

familia de especies tóxicas. En los fagocitos, las enzimas NADPH-oxidasa e 

iNOS (óxido nítrico sintasa inducible) generan simultáneamente O2
•− y NO• a 

partir de NADPH y L-arginina respectivamente. El O2
•− junto con NO• 

favorece la formación del peroxinitrito (ONOO ̶ ), que puede protonarse para 

formar ácido peroxinitroso (ONOOH). La característica clave de esta especie 

es su inestabilidad, lo que la lleva a descomponerse en dióxido de nitrógeno 

(NO2
•) y nuevamente en radical hidroxilo (OH•).104  

Producción endógena del radical superóxido 

A nivel biológico, el radical superóxido se genera a partir de dos sistemas 

principales: la cadena respiratoria mitocondrial y los fagocitos. En la cadena 

respiratoria, surge como subproducto de la respiración celular, mientras que 

en los fagocitos se produce como parte del sistema de defensa del 

organismo.108 A continuación, se amplía cada uno de estos procesos: 

La cadena respiratoria mitocondrial es un proceso esencial para la producción 

de ATP en las células a través de la fosforilación oxidativa. Se lleva a cabo en 

la membrana interna de la mitocondria y consta de varios complejos 

enzimáticos (I-IV) (NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, 

citocromo c reductasa, citocromo c oxidasa). Durante la respiración celular, 

los electrones se transfieren a través de estos complejos, reduciendo 

(1.14) 
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finalmente el oxígeno a agua en el complejo IV. Aunque la cadena de 

transporte mitocondrial está diseñada para reducir completamente el O2 a 

agua, una pequeña fracción de electrones puede escapar de los complejos I y 

III generando O2
•− como subproducto y provocando daño oxidativo sobre 

componentes celulares esenciales, especialmente el ADN mitocondrial.109 

En células fagocíticas como los neutrófilos, macrófagos y monocitos, el 

superóxido se produce masivamente durante la llamada "explosión 

respiratoria" mediante la acción de la enzima NADPH oxidasa.104 Esta 

producción de superóxido es fundamental para la destrucción de patógenos, 

ya que el O2
•− es un precursor de otras ROS con potentes efectos 

antimicrobianos, como el H2O2 y el OH•. Sin embargo, la producción excesiva 

y descontrolada de superóxido y otras ROS puede derivar en daño tisular e 

inflamación si no se controla adecuadamente. Para regular y minimizar este 

daño oxidativo, los fagocitos emplean mecanismos antioxidantes que 

aseguran que las ROS sean efectivas contra patógenos sin causar daño 

excesivo a las células del propio organismo.109 

Las ROS presentan una reactividad elevada frente a biomoléculas, que las 

convierte en armas eficaces frente a patógenos, pero también en agentes 

potencialmente tóxicos.104,110  

Para que los ROS funcionen como sistemas de defensa sin dañar los tejidos, 

deben estar bajo estricto control metabólico celular. Si se desequilibra la 

actividad entre sistemas prooxidantes y antioxidantes, se produce el estrés 

oxidativo. Esto ocurre cuando los niveles de ROS superan la capacidad de 

eliminación de los antioxidantes celulares, causando daño irreparable y, en 

ocasiones, apoptosis celular.96 El estrés oxidativo en un tejido provoca la 

pérdida de su funcionalidad y está relacionado con diversas enfermedades, 
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destacando entre ellas las neurodegenerativas como el Parkinson, el 

Alzheimer y el Huntington. 

1.4.4 Enfermedades asociadas a las ROS 

La literatura científica sobre enfermedades asociadas a ROS es muy 

abundante. En los últimos años, se ha descubierto que el estrés oxidativo 

contribuye a la aparición de diversas patologías, entre las que se incluyen: 

diabetes,111 cáncer,112-114 desórdenes neurodegenerativos como 

Alzheimer115,116 y Parkinson,117,118 variedades hereditarias de esclerosis lateral 

amiotrófica (ALS),119,120 inflamación,121 enfermedad de Huntington,122 

hipertensión,123 isquemia,124 síndrome de dificultad respiratoria aguda,125 

fibrosis pulmonar idiopática,126 enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(EPOC),127 asma,128,129 entre otros. 

En ciertas patologías, las ROS pueden tener efectos tanto perjudiciales como 

beneficiosos. Estas especies reactivas pueden promover o prevenir la muerte 

celular, la inflamación y el envejecimiento. En este contexto, es importante 

destacar tres patologías estrechamente relacionadas con las ROS: el cáncer, 

las enfermedades neurodegenerativas130,131 y el envejecimiento.98 

ROS y su relación con el cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por una proliferación 

celular anómala y desregulada.132 Aunque comúnmente usamos el término 

"cáncer" en singular, en realidad nos referimos a más de cien enfermedades 

diferentes, cada una de ellas potencialmente causada por distintos factores. A 

pesar de los avances en diagnóstico y tratamiento, los mecanismos celulares 

que desencadenan la transformación celular maligna siguen sin estar 

completamente esclarecidos.  
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Se han desarrollado tratamientos de amplio espectro para controlar el cáncer, 

como el cis-platino133 o estrategias basadas en la inducción de estrés oxidativo, 

como la terapia fotodinámica (TFD) y el uso de ROS.134  

La TFD está basada en el uso de sustancias fotosensibilizantes que, activadas 

con una luz de adecuada longitud de onda y en presencia de oxígeno, generan 

ROS que ocasionan la muerte celular. Actualmente, se utiliza con éxito en el 

tratamiento del cáncer cutáneo no-melanocitario y se está experimentando en 

otras aplicaciones, como las infecciones superficiales.135 

Anteriormente se ha indicado que una acumulación excesiva de ROS en los 

tejidos puede causar daño celular incompatible con la supervivencia o el 

correcto funcionamiento de las células. Por ello, la terapia antitumoral se ha 

centrado en seguir una de las dos estrategias: la estimulación de la generación 

de ROS mediante agentes prooxidantes en el entorno del tejido canceroso, 

contribuyendo así a su degradación y, en ultima estancia, a su destrucción, o 

la inhibición de los sistemas antioxidantes que las células cancerosas utilizan 

como defensa.134,136  

Sin embargo, estas estrategias deben aplicarse con precaución, ya que en 

algunos contextos, las ROS pueden favorecer la progresión tumoral. 137-139 Por 

ejemplo, niveles moderados de ROS pueden promover la activación de rutas 

de señalización que estimulan la proliferación celular y la resistencia a 

tratamientos. 138,140  

Enfermedades neurodegenerativas 

Otro grupo de enfermedades asociadas a las ROS lo constituyen las 

enfermedades neurodegenerativas. Aunque hasta la actualidad las causas no 

son de todo claras, en este grupo se incluyen enfermedades como el 

Alzheimer, el Parkinson y el Huntington, así como trastornos como la 
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esclerosis lateral amiotrófica y la ataxia espinocerebelar.141-143 La 

característica principal que comparten estas enfermedades es provocar un 

daño gradual en el tejido neuronal, lo que conduce a un deterioro progresivo 

y, como resultado, a la pérdida de las funciones motoras y cognitivas. En caso 

del Alzheimer, esto ocasiona la pérdida de memoria, dificultades en el habla y 

movimiento, mientras que el Parkinson se caracteriza por problemas de 

movilidad como rigidez, temblores, entre otros.144,145 

Biológicamente, estas enfermedades implican la degeneración y muerte de 

células neuronales,146 impulsada por el estrés oxidativo y una alta 

concentración de ROS. Además, se observa la acumulación de proteínas mal 

plegadas o agregadas, como la beta-amiloide en el Alzheimer y la alfa-

sinucleína en el Parkinson.147 Estas acumulaciones interfieren con la función 

normal de las neuronas y pueden desencadenar procesos neurodegenerativos. 

Una de las características más distintivas de la enfermedad de Alzheimer es el 

depósito de placas proteicas en el córtex cerebral, específicamente en el 

espacio extracelular,148 conocidas como placas amiloides.149 En 1907, Aloïs 

Alzheimer describió la aparición de estas placas, que provienen de la 

degradación metabólica de una proteína transmembrana conocida como 

proteína precursora amiloide (PPA), presente principalmente en el sistema 

nervioso central.150 La PPA contiene tres dominios, pero solo uno, el péptido 

β-amiloide (Aβ) es responsable de la formación de agregados tras su 

liberación (Figura 1.19). La formación de estos aglomerados proteicos 

contribuye al desarrollo de esta enfermedad.151 
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Figura 1.19: Representación esquemática de la división proteolítica de APP mediante dos 

rutas: en la ruta no amiloidogénica, la APP es dividida por la α-secretasa y luego por la γ-

secretasa, formando péptidos Aβ truncados (como Aβ17-40/42). Alternativamente, la APP es 

dividida por la β-secretasa, produciendo Aβ1-16 truncado. En la ruta amiloidógena, la APP es 

dividida por las β y γ-secretasas, formando péptidos Aβ completos (como Aβ1-40/42). En esta 

segunda ruta, el péptido Aβ interactúa con los iones metálicos presentes en el cerebro, 

formando oligómeros y luego fibrillas, precursoras de las placas amiloides.149 

 

La toxicidad de las proteínas beta-amiloide (Aβ) se manifiesta cuando estas se 

encuentran en su forma aglomerada. Dos factores principales contribuyen a la 

formación de las placas amiloides: 

Mutaciones Genéticas: La mutación de genes específicos relacionados con la 

metabolización de la proteína precursora amiloide (PPA), como PSEN1 y 

PSEN2,152 incrementa la producción de Aβ al estimular la vía amiloidógena 

de degradación de la PPA. Esto resulta en una mayor concentración de Aβ en 

el espacio extracelular.148,153  

Presencia de Metales en Disolución: Metales como Cu(II) y Zn(II) actúan 

como agregadores de las proteínas Aβ. La elevada concentración de Aβ en el 

medio, junto con la presencia de estos metales, conduce a la formación de 

oligómeros de Aβ, que son insolubles y precursores de las fibras Aβ.154,155 La 

agregación sucesiva de estas fibras resulta en la formación de placas 

amiloides. 

Vía no-amiloidógena Vía amiloidógena

Citosol

A 17-40/42

A 1-16

sAPP 
sAPP 

APP

sAPP 

sAPP 

A 1-40/42

Especie no toxica, 

presente en cerebros sanos. Oligómeros A 

Iones metálicos

Agregación
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Membrana
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La toxicidad de las placas amiloides se ve incrementada por la presencia de 

metales con actividad redox, como el Cu(II) y el Fe(II).156,157 Estos metales 

complejados en las placas Aβ alteran su reactividad redox, permitiendo la 

generación de ROS,158 como superóxido y peróxido de hidrógeno, que 

posteriormente forman radicales hidroxilo altamente tóxicos.159 El estrés 

oxidativo resultante, que supera la capacidad de los sistemas antioxidantes del 

organismo, degrada el tejido neuronal y contribuye al desarrollo de la 

enfermedad de Alzheimer. 

Mecanismos similares, basadas en acumulación proteica y el estrés oxidativo, 

también están implicados en otras enfermedades neurodegenerativas, como el 

Parkinson147 o enfermedad de Huntington.160 

Envejecimiento  

Dentro de las enfermedades asociadas a ROS, un área de interés es su 

influencia en el proceso del envejecimiento.98,161 Diversas teorías atribuyen el 

envejecimiento a una combinación de factores como el daño acumulado en el 

ADN,162 el estrés oxidativo,163 la disfunción mitocondrial, los cambios 

epigenéticos, la disminución de la capacidad de reparación celular y la 

inflamación crónica.164-166 Entre estos factores, la producción elevada de ROS 

destaca significativamente.167-169   

En 1957, Denham Harman propuso la hipótesis de que los radicales de 

oxígeno generados endógenamente por el metabolismo aeróbico causaban un 

daño acumulado en los tejidos, lo que constituye el envejecimiento.170,171 Años 

más tarde, el descubrimiento de la superóxido dismutasa, una enzima 

universal presente en todos los seres vivos cuya única función es eliminar el 

superóxido, proporcionó evidencia a la hipótesis planteada por Harman, ya 

que demostraba la necesidad de los seres vivos de defenderse contra el estrés 

oxidativo.172 El aumento de ROS en las células propicia su senescencia y 
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contribuye al proceso de envejecimiento y a la aparición de enfermedades 

relacionadas con la edad. 

Para contrarrestar los daños causados por las ROS, el organismo cuenta con 

una serie de sistemas de defensa antioxidantes, entre los que destaca la familia 

de las SODs. Esta enzima es capaz de convertir el superóxido en peróxido de 

hidrógeno, una forma menos tóxica de ROS, que luego puede ser neutralizada 

por otras enzimas antioxidantes como la catalasa y el glutatión peroxidasa. En 

conjunto, estos sistemas antioxidantes ayudan a mantener el equilibrio redox 

en la célula y a protegerla del daño oxidativo. Este tema será abordado más 

ampliamente en el siguiente apartado.  

 

1.5 Los sistemas antioxidantes 

1.5.1 Superóxido dismutasa 

La producción continua de especies reactivas de oxígeno produce graves 

daños directos e indirectos al organismo. Para protegerse, los seres vivos 

poseen sistemas de defensa, entre los cuales destaca la enzima superóxido 

dismutasa (SOD), que desempeña un papel crucial en la prevención del estrés 

oxidativo.98  

En los organismos aerobios, la dismutación espontánea del O2
•− ocurre a una 

velocidad relativamente alta. Sin embargo, esta velocidad no es lo 

suficientemente rápida para mantener la concentración de superóxido en 

niveles bajos y evitar sus efectos tóxicos. Para contrarrestar estos efectos 

dañinos, los organismos vivos necesitan acelerar significativamente esta 

reacción. Aquí es donde entra en juego la enzima SOD, que cataliza esta 

reacción con una notable eficiencia catalítica, acercándose a menudo a la 

velocidad limitada por difusión, que es del orden de 109 M−1s−1.173  
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Las SOD, forman una familia de metaloenzimas cuyo centro activo contiene 

un metal redox-activo que permite la dismutación del radical superóxido 

mediante transferencia monoelectrónica. Esta reacción es posible gracias a 

que el metal actúa como intermediario en la transferencia de electrones, 

siguiendo un mecanismo denominado "ping-pong".174 En este proceso, el 

metal del centro activo de la enzima sufre un proceso de reducción, que es 

seguido rápidamente por otro de oxidación, con el que vuelve a su estado 

inicial. Esto conlleva a la degradación de dos moléculas de superóxido (O₂•⁻ a 

O2 y H2O2), representadas en las ecuaciones 1.15 y 1.16.174 

M
(1+n)+ + O2

•−  → Mn+ + O2 

Mn+ + O2
•−(+2H+) → M(1+n)+ + H2O2 

A través de este mecanismo, la familia del superóxido dismutasas logra 

acelerar la velocidad de dismutación de los radicales superóxido en 

comparación con el proceso de degradación espontánea. Esto resulta en una 

reducción significativa del tiempo de vida media de estas especies, hasta en 

un orden de magnitud.174  

En función del metal electroactivo, podemos encontrar diferentes tipos de 

SOD. La SOD de Cu y Zn (CuZn-SOD) está presente en el citoplasma celular, 

mientras que la SOD de Mn (Mn-SOD) está principalmente en las 

mitocondrias.175,176 Por otro lado, la SOD de Fe (Fe-SOD) se encuentra en 

células procariotas. Recientemente se ha descubierto la SOD de Ni 

(NiSOD),177,178 presente en bacterias como Streptomyces179 y 

cianobacterias.180 Estas diferentes formas de SOD desempeñan un papel 

crucial en la protección celular contra el estrés oxidativo en sus respectivos 

entornos. A continuación, estudiaremos la estructura y el mecanismo de cada 

uno de estos sistemas.  

 

(1.15) 

(1.16) 



_____________________________________________________________ 
 

54 

 

Capítulo 1 

Superóxido dismutasa de Cu y Zn 

La superóxido dismutasa de cobre y cinc (Cu2Zn2-SOD) fue estudiada por 

primera vez por Irwin Fridovich y Joe M. McCord en 1969. Ellos demostraron 

que una conocida proteína azul de cobre, la eritrocupreína, era capaz de 

catalizar la dismutación del radical superóxido.172 A partir de entonces, esta 

familia de enzimas pasaría a conocerse como superóxido dismutasa. Estas 

enzimas se encuentran principalmente en el citosol y el entorno extracelular 

de las células eucariotas.181,182  

La CuZn-SOD es una enzima dimérica con un peso molecular de 

aproximadamente 32 kDa. Cada una de sus unidades monoméricas contiene 

un centro activo con un átomo de cobre y otro de cinc, conectados a través del 

ligando puente imidazol de una histidina. En el centro activo, el cobre está 

coordinado por tres histidinas (His-96, His-98 e His-163) y débilmente unido 

a una molécula de agua, presentando una geometría de coordinación de 

pirámide de base cuadrada muy distorsionada. Por otro lado, el cinc está 

coordinado por dos histidinas (His-113, His-121 e His-124) y un residuo de 

aspartato (Asp-127)183 que actúa como ligando bidentado, formando un 

tetraedro distorsionado (Figura 1.20).  

En la reacción de catálisis de la Cu2Zn2-SOD, cada metal del centro activo 

desempeña una función específica. El cobre actúa como metal electroactivo, 

encargado de la reducción y oxidación directa de los radicales superóxido, 

cambiando su estado de oxidación entre +2 y +1 a lo largo del ciclo catalítico. 

En cambio, el cinc tiene una función estructural y no participa directamente 

en la dismutación de los radicales superóxido. 
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Figura 1.20: Representación esquemática de la estructura monomérica de la enzima Cu2Zn2-

SOD, así como de su centro activo. (PDB 1AZV)184  

 

Este hecho se ha verificado al sustituir el cinc por otros cationes divalentes 

como Cu(II), Co(II), Cd(II) o Hg(II), observándose que la pérdida de actividad 

catalítica es mínima.185 Por lo tanto, se considera que el papel del cinc está 

relacionado con la estabilización de la estructura de la proteína, permitiendo 

que mantenga su actividad en un amplio intervalo de pH.184  

Durante la primera semirreacción, la reducción de Cu(II) a Cu(I) debilita el 

enlace con la histidina puente (His-63), que cambia su modo de coordinación, 

quedando transitoriamente unida solo al Zn (Figura 1.21).186 Este enlace se 

restablece en la segunda semirreacción del ciclo, cuando el Cu(I) vuelve a su 

forma oxidada Cu(II).  

El segundo aspecto importante es la estructura del centro activo de la Cu2Zn2-

SOD, fundamental para su función catalítica. El metal con actividad catalítica 

de este sistema proteico se encuentra en el fondo de una cavidad cónica de 

alrededor de 15 Å de profundidad, donde el cobre está expuesto en una 

posición lábil, mientras que el cinc está completamente cubierto por la 
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estructura de la proteína.185 La cavidad cónica tiene un diámetro que se 

estrecha progresivamente hacia el fondo, limitado el acceso del solvente al 

complejo de Cu(II) y reduce su exposición al entorno. Esto garantiza que el 

cobre esté en la posición adecuada para su función catalítica. El radical 

superóxido, puede acceder al centro activo a través de esta cavidad, y el 

pequeño diámetro del fondo de esta facilita su interacción con el cobre.185 

Alrededor del centro activo, la Cu2Zn2-SOD presenta una serie de residuos 

altamente conservados entre especies, principalmente ácido glutámico y 

lisina, que están cargados a pH fisiológico. Estos aminoácidos generan un 

gradiente electrostático a lo largo de la estructura del centro activo. Este 

gradiente electrostático atrae al radical superóxido (que tiene carga negativa) 

hacia el interior de la cavidad, hasta el entorno cercano al cobre.185 Este 

mecanismo contribuye significativamente a la eficacia de la enzima. 

 
Figura 1.21: Representación esquemática del mecanismo propuesto para 

el ciclo catalítico de Cu2Zn2-SOD.186,187 

 

Finalmente, es importante destacar la influencia de las moléculas de agua en 

el proceso catalítico de la Cu2Zn2-SOD. Diversos autores han observado la 
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presencia de una cadena de moléculas de agua cuya posición es prácticamente 

invariable en todas las estructuras cristalográficas.184 Esta cadena de agua 

conecta, a través de una red de enlaces de hidrógeno, el agua de coordinación 

con el disolvente, lo que podría jugar un papel esencial en la regulación de la 

actividad catalítica de la enzima.188,189 

Superóxido dismutasa de Mn 

La superóxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD), descubierta por primera 

vez por Fridovich y Handler en 1970,190 es una metaloproteína que contiene 

un átomo de Mn (II) en su centro activo. Se encuentra presente en casi todos 

los seres vivos, desde bacterias hasta organismos eucariotas superiores y su 

distribución varía según el tipo de célula. En organismos eucariotas, se 

encuentra en la matriz mitocondrial, mientras que en las bacterias puede estar 

presente en todo el citosol. Su ubicación en el entorno mitocondrial la 

convierte en el principal sistema antioxidante celular, ya que estos orgánulos 

son una de las principales fuentes de radicales superóxido.191 Por lo tanto, 

cualquier alteración en la expresión o función de esta enzima puede tener 

repercusiones significativas en la salud celular y contribuir al desarrollo de 

diversas enfermedades.192  

A nivel estructural, la enzima Mn-SOD puede presentarse en forma dimérica, 

típicamente encontrada en bacterias, o en su forma tetrámera, más común en 

organismos eucariotas. En ambas formas, cada subunidad contiene un solo 

átomo de manganeso en su centro activo y se mantiene invariable (Figura 

1.22). Este átomo de manganeso está unido a cuatro ligandos de la proteína, 

que consisten en tres histidinas y un residuo de aspartato, además de una 

molécula de agua, adoptando una geometría de bipirámide trigonal.174  
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Figura 1.22: Representación esquemática de la estructura de la enzima MnSOD, así como 

el detalle de su centro activo. (PDB 2AW9)158  

 

El metal cataliza dismutaciones por un electrón en la enzima Mn-SOD. Al 

igual que en la enzima Cu2Zn2-SOD, la dismutación de los radicales 

superóxido implica la participación del metal en su centro activo a través de 

un mecanismo cíclico de reducción y oxidación. Sin embargo, a diferencia de 

la enzima Cu2Zn2-SOD, donde el metal varía entre los estados de oxidación 

+2 y +1, en la enzima Mn-SOD el manganeso varía entre los estados +3 y +2. 

Esta diferencia en los estados de oxidación del metal es la primera distinción 

en el mecanismo de acción entre estas dos enzimas. 

La segunda diferencia significativa entre ambas enzimas Mn-SOD y Cu2Zn2-

SOD está en la forma en que el superóxido interactúa con el metal enzimático. 

En la enzima Mn-SOD, el O2
•− se une al manganeso a través de su posición de 

coordinación insaturada (primera semirreacción), sin romper enlaces ni 

desplazar agua de coordinación (Figura 1.23). En cambio, en la enzima 

Cu2Zn2-SOD, el superóxido reemplaza una molécula de agua en la primera 

semirreacción del ciclo. No hay consenso sobre el mecanismo exacto de la 
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segunda semirreacción (oxidación de Mn2+ de superóxido a H2O2),193 pero 

algunos investigadores respaldan el modelo asociativo de esfera interna.187,193 

Algunos estudios estructurales como los obtenidos de las MnSOD de 

Caenorhabditis elegans y de Homo sapiens (PDB ID 5AG2 y 5T30), 194,195  

respaldan un mecanismo de esfera interna en el que el superóxido se une 

directamente al manganeso reducido, como se ha observado con aniones 

análogos como el azida (N3
- ). Otros trabajos, sin embargo, proponen un 

mecanismo de esfera externa, en el que el superóxido reacciona sin 

coordinarse al metal.196 En este modelo el radical superóxido podría captar un 

protón del agua de coordinación para formar una especie hidroxilada.181,187 

 
Figura 1.23: Representación esquemática del ciclo catalítico 

propuesto para la enzima Mn-SOD.187,193  

 

Aun así, evidencias recientes sugieren que el mecanismo de esfera externa es 

poco probable en estos sistemas, debido a la afinidad y comportamiento del 

anión hidroperóxido con iones metálicos trivalentes.93 Asimismo, se ha 
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observado que el ligando axial del manganeso, que corresponde a una 

molécula de agua cambia su estado de protonación durante el ciclo catalítico: 

en el estado Mn (III) aparece como ion hidroxilo (OH-), mientras que en el 

estado Mn (II) aparece como H2O. Esta modulación refleja la estrecha relación 

entre la actividad catalítica y la dinámica del entorno de coordinación 

enzimático.   

Superóxido dismutasa de Fe 

Las enzimas Mn-SOD y Fe-SOD son muy similares entre sí, tanto en la 

organización general del apoenzima como en la estructura del centro activo, 

siendo la principal diferencia entre ambas el metal que se encuentra en dicho 

centro. La Fe-SOD es una enzima procariota presente principalmente en 

algunas bacterias y en el citosol de las plantas. Su estructura proteica es muy 

similar a la de la Mn-SOD: ambas son dímeros formados por la unión de dos 

monómeros de 22 kDa cada uno (Figura 1.24).197 Cada monómero de Fe-SOD 

contiene un centro activo independiente, donde un átomo de hierro está 

coordinado por tres histidinas, un residuo de aspartato y una molécula de agua, 

adoptando una geometría de bipirámide trigonal. En esta disposición, una de 

las histidinas y el agua de coordinación ocupan las posiciones axiales del 

complejo, mientras que los otros residuos se sitúan en el plano ecuatorial.198 

En las ecuaciones 1.17 y 1.18 se resume la dismutación de los radicales 

superóxido catalizada por la Fe-SOD. 

Fe3+SOD(OH−) + O2
•−+ H+ → Fe2+SOD(H2O) + O2 

Fe2+SOD(H2O) + O2
•−+ H+ → Fe3+SOD(OH−) + H2O2 

Al igual que en otras SOD, la dismutación del radical superóxido por la Fe-

SOD sigue un mecanismo de "ping-pong", con alternancia entre los estados 

de oxidación +3 y +2 del hierro. Durante este proceso, el agua de coordinación 

(1.17) 

(1.18) 
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se desprotona al oxidarse el metal, de forma análoga a lo observado en la Mn-

SOD (Figura 1.23). 

 
Figura 1.24: Representación de la estructura de la enzima FeSOD, así como de su centro 

activo. (PDB ID 1ISA)197 

 

Aunque existe una gran similitud entre las enzimas Fe-SOD y Mn-SOD tanto 

desde el punto de vista estructural como en su mecanismo catalítico, hay una 

diferencia significativa en cuanto a la selectividad del metal en el centro 

activo. Cuando se intercambia el hierro en la Fe-SOD por un átomo de 

manganeso, la actividad SOD del sistema no se mantiene y se ve 

significativamente reducida.174 Esto indica que la afinidad y la eficiencia 

catalítica de cada enzima están estrechamente ligadas al metal específico 

presente en su centro activo, destacando la importancia del entorno químico 

particular que cada metal proporciona para la actividad enzimática óptima. 

La diferencia en la actividad enzimática entre Fe-SOD y Mn-SOD se debe a 

los potenciales de reducción relativos de sus metales centrales. La reducción 

de Mn³⁺ a Mn²⁺ (conversión de un sistema d⁴ a d⁵) es más favorable que la de 

Fe³⁺ a Fe²⁺ (d⁵ a d⁶) debido a la repulsión electrónica en el hierro.199,200 Los 

potenciales de reducción del par Mn³⁺/Mn²⁺ son entre 300 y 700 mV más altos 
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que los del par Fe³⁺/Fe²⁺, lo que también reduce la reactividad del manganeso 

en reacciones tipo Fenton en comparación con el hierro, haciéndolo más 

seguro en situaciones de estrés oxidativo.200 Sin embargo, esto disminuye la 

eficiencia del manganeso en la actividad SOD y evita que el manganeso pueda 

ser intercambiado por hierro en sus respectivas enzimas. 

Ahora bien, para que un sistema tenga actividad SOD, su potencial de 

reducción debe situarse idealmente a medio camino entre los potenciales de 

las dos reacciones redox que cataliza: la reducción del superóxido a peróxido 

(890 mV frente a un electrodo normal de hidrogeno, NHE) y la oxidación del 

superóxido a oxígeno molecular (-160 mV NHE).200 Si el potencial es 

demasiado bajo, el sistema puede reducir el superóxido pero no extraer 

electrones. Si es demasiado alto, puede oxidar el superóxido pero no transferir 

los electrones que haya ganado a una segunda molécula de superóxido. La 

autonomía de las SODs en su funcionamiento antioxidante radica en su 

capacidad de operar sin depender de fuentes externas de electrones. 

El potencial medio de reducción del hexaacuo complejo de Fe3+ es de 770 mV, 

situado entre las dos reacciones a catalizar, pero por encima del punto medio. 

La estructura de la enzima Fe-SOD ajusta el entorno de coordinación del 

hierro para reducir su potencial de reducción justo al valor medio, optimizando 

su actividad SOD. En contraste, el hexaacuo complejo de Mn3+ tiene un 

potencial de reducción mucho mayor (1510 mV), lo que obliga a la enzima 

Mn-SOD a generar un entorno que reduzca significativamente su potencial 

para alcanzar la eficiencia necesaria en la actividad SOD (Figura 1.25).201,202  
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Figura 1.25: Representación de los potenciales medios de la 

reducción de los pares Mn3+/Mn2+ y Fe3+/Fe2+ para los sistemas 

libres y cuando están coordinados por las enzimas Mn-SOD y Fe-

SOD. Adaptación del trabajo de Miller et al.200 

 

Cambiar el metal en las enzimas Fe-SOD y Mn-SOD resulta en sistemas 

inactivos debido a que no logran ajustarse al intervalo deseado de potencial. 

La Fe-SOD no puede reducir suficientemente el potencial al introducir 

manganeso en lugar de hierro, mientras que la Mn-SOD no puede mantener 

un potencial adecuado al sustituir el manganeso por hierro. Esta diferencia se 

debe a cómo cada proteína afecta la protonación del hidroxilo coordinado al 

metal durante la reducción de la forma oxidada M3+.200,201,203  

 M3+SOD(OH−) + e− + H+ → M2+SOD(H2O) 

Las enzimas SOD de Mn y Fe utilizan estrategias opuestas para ajustar el 

potencial de reducción de los metales que contienen. La enzima Mn-SOD 

Fe3+/2+

(Mn)-SOD

Fe(Mn)-SOD

Fe-SOD

Mn3+/2+

(Fe)-SOD

Mn(Fe)-SOD

Mn-SOD

1.5 V
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dificulta la protonación del hidroxilo coordinado al metal, lo que favorece la 

forma trivalente del manganeso y reduce significativamente su potencial de 

reducción. Al contrario, la enzima Fe-SOD facilita la protonación del 

hidroxilo coordinado al hierro, lo que estabiliza la forma trivalente del metal, 

pero en menor medida que la enzima Mn-SOD.201-204 Estas diferencias en las 

estrategias de protonación contribuyen a las variaciones en el potencial de 

reducción de las enzimas SOD de Mn y Fe.  

1.5.2 Miméticos de la SOD 

Un compuesto modelo o mimético de una metaloproteína es un complejo 

metálico que imita la estructura, propiedades o función del centro activo de 

una enzima. Estos miméticos son interesantes por dos razones: proporcionan 

información sobre los mecanismos catalíticos de la enzima nativa y pueden 

desempeñar funciones similares en aplicaciones químicas, biomédicas y 

farmacéuticas. En el ámbito farmacéutico, los miméticos de metaloproteínas 

son especialmente importantes porque muchas enfermedades se deben a la 

carencia, exceso o disfunción de enzimas específicas.205-207 Suministrar la 

enzima correcta en la cantidad apropiada tiene un efecto terapéutico y un 

potencial uso como fármaco. Sin embargo, a veces es difícil suministrar 

enzimas directamente debido a problemas de obtención, purificación, 

degradación o porque no atraviesan la membrana celular. Por lo tanto, la 

introducción de nuevos sistemas miméticos es esencial para compensar la 

deficiencia de antioxidantes y tratar enfermedades relacionadas con el estrés 

oxidativo. 

En las últimas décadas, los investigadores han centrado sus esfuerzos en el 

desarrollo de nuevos sistemas antioxidantes, determinando aspectos 

fundamentales para que el tratamiento sea efectivo. Entre los requisitos más 

importantes, los antioxidantes deben ser compuestos de bajo peso molecular, 
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con capacidad ionófora y, por su puesto, mostrar actividad antioxidante.208,209 

Además, en los últimos años se han introducido sistemas con capacidad SOD 

en ausencia de un metal activo.210 Sin embargo, hasta el momento, la mayor 

parte de los trabajos se han centrado en el estudio de los miméticos de las 

familias Mn-SOD y Cu2Zn2-SOD.211 

Miméticos de la enzima Mn-SOD 

Aunque la actividad SOD de los complejos de Mn(II) se identificó a finales 

de los años 70, la síntesis y caracterización de miméticos de Mn-SOD con 

aplicaciones terapéuticas comenzó en la década de 1990. Investigadores 

pioneros como Dennis P. Riley, Inés Batinić-Haberle e Irwin Fridovich fueron 

responsables del desarrollo de complejos de manganeso con ligandos 

azamacrocíclicos y porfirínicos con el mayor potencial terapéutico obtenido 

hasta el momento. De esta familia de complejos destacan los compuestos 

basados en el pentaazaciclopentadecano, estudiados por Riley (Figura 

1.26),182,212,213 por su potencial para tratar enfermedades relacionadas con el 

estrés oxidativo, con algunos derivados que presentan una constante catalítica 

comparable a las enzimas Mn-SOD nativas.214 

 
Figura 1.26: Representación esquemática de los complejos de Mn (II) con el ligando 

[15]aneN5 y algunos de sus derivados.182,212  

 

A lo largo del tiempo, varios autores han realizado modificaciones en la 

estructura de los ligandos utilizados en los miméticos de la enzima Mn-SOD 

(Figura 1.27). Una de las alteraciones más notables es la adición de cadenas 
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con grupos dadores adicionales en el macrociclo. Estos grupos, además de 

coordinar al metal, crean un entorno hidrófobo en el centro de coordinación 

(como piridinas, indoles, benzoimidazoles, etc.), favoreciendo la actividad 

SOD de los sistemas.215 Otra alteración estructural relevante implica la 

apertura de la cadena. 

 
Figura 1.27: Complejos de Mn(II) con actividad SOD de A) Shen et al.,215 B) Valtancoli et 

al.,216 C) Mahy et al.,217 D) Ghosh et al.218 y Salvemini.213 

 

Miméticos de la enzima Cu2Zn2-SOD  

Los miméticos de la Cu2Zn2-SOD son un grupo importante de complejos con 

actividad SOD. La mayoría de los esfuerzos para reproducir el centro activo 

de las Cu2Zn2-SOD se han centrado en imitar la enzima superóxido dismutasa 

de cobre y cinc, tratando de reproducir estructuralmente el centro activo de la 

enzima mediante la síntesis de complejos binucleares con un puente imidazol, 

que conecta bien dos átomos de cobre, o un átomo de cobre y otro de cinc 

(Figura 1.28).219-224 El puente imidazolato es un motivo estructural 

visualmente llamativo; sin embargo, su función es principalmente estructural 

y contribuye poco a la reactividad. 
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Figura 1.28: Representación de diversos complejos binucleares de Cu(II) o Cu(II)- Zn(II) 

descritos por A) Lippard et al.,219 B) Rey et al.,223 C) Lehn et al.220,221 y D) Kiss et al.224 

 

El diseño de miméticos de enzimas Cu2Zn2-SOD sigue la misma filosofía que 

rige en los sistemas biológicos: imitar la estructura del centro activo para 

lograr una función similar. Sin embargo, en los últimos años, ha habido un 

enfoque diferente: diseñar complejos de Cu(II) sin similitud estructural con el 

centro activo de la enzima Cu2Zn2-SOD y evaluar su capacidad como 

catalizadores de la dismutación del superóxido. Este enfoque ha resultado en 

una variedad de complejos mononucleares, binucleares e incluso trinucleares 

que, aunque carecen de similitud estructural con la Cu2Zn2-SOD nativa, 

presentan actividad catalítica frente al anión superóxido.225-227 Dentro de estas 

áreas de trabajo, una de las más desarrollada hasta el momento se basa en el 

uso de ligandos azamacrocíclicos. 

A) B) 

C) D) 
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1.6 Una nueva perspectiva 

Las poliaminas azamacrocíclicas destacan por su gran versatilidad como 

ligandos, derivada de su elevada flexibilidad estructural, la posibilidad de 

introducir múltiples grupos dadores, y su capacidad para modular el entorno 

electrónico del metal central.228-230 Esta versatilidad las convierte en 

plataformas ideales para diseñar complejos con propiedades específicas, 

ajustando tanto la geometría de coordinación como el potencial redox del ion 

metálico. Además, su carácter polifuncional y su buena biocompatibilidad han 

impulsado su aplicación en campos tan diversos como la catálisis, la 

biomedicina y la química supramolecular. 

En el Grupo de Química Supramolecular de la Universidad de Valencia (GQS-

UV) se han sintetizado diferentes familias de poliaminas macrocíclicas con 

propiedades ajustadas a distintas aplicaciones, desde sistemas para el 

reconocimiento molecular hasta agentes para la liberación controlada de 

fármacos y sistemas antioxidantes (Figura 1.29). Entre estas familias destacan 

los derivados funcionalizados con piridinas, pirimidinas, carboxilatos o 

grupos aromáticos, que permiten modular tanto la solubilidad como la 

selectividad de coordinación hacia distintos metales de interés biológico.230-

241    

Una línea destacada dentro de esta investigación ha sido el desarrollo de 

miméticos de SOD. A partir de ligandos macrocíclicos como los que aparecen 

en la Figura 1.29, se han diseñado y evaluado complejos metálicos con Mn 

(II) y Cu (II), que presentan actividad SOD tanto in vitro como in vivo. 242-244 

Distintas modificaciones estructurales han permitido mejorar su capacidad de 

dismutar radicales superóxido y ajustar el potencial de reducción del metal 

central, logrando valores compatibles con los de las enzimas nativas. 
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Figura 1.29: Representación de diversos ligandos desarrollados por el grupo GQS-UV. (A) 

Estructura del ligando denominado pytren (L), el cual ha sido funcionalizado con diferentes 

grupos para dar lugar a otros ligandos derivados.242-244 

 

Aunque se han logrado avances significativos, aún queda mucho por explorar 

en el diseño de nuevas poliaminas que den lugar a miméticos más eficaces y 

estables en condiciones fisiológicas. En este contexto, los ligandos 

presentados en esta tesis supondrían un avance al integrar elementos 

estructurales y estrategias orientadas a favorecer el autoensamblaje, 

aumentando así su versatilidad biológica. El objetivo es analizar cómo estas 

modificaciones afectan la actividad SOD, así como la influencia de las 

cadenas hidrocarbonadas en la formación de ensamblajes supramoleculares.  

La estrategia para diseñar y sintetizar los nuevos compuestos se centra en 

modificar el azamacrocíclico piridínico general (Figura 1.29, A), siguiendo 

principios básicos de diseño.   
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1.6.1 Diseño de nuevos miméticos. Aspectos a tener en cuenta 

Para diseñar ligandos efectivos para miméticos de SOD, es fundamental 

considerar tanto su modo de coordinación con el metal como su capacidad 

para facilitar el ciclo redox durante la catálisis de dismutación del superóxido. 

El átomo metálico constituye el núcleo de cualquier mimético de SOD, por lo 

que el diseño debe enfocarse en su modo de coordinación. Durante la 

dismutación del superóxido, el metal debe alternar cíclicamente entre su forma 

oxidada y reducida, por lo que requiere que el ligando pueda complejarlo en 

ambas formas. La afinidad entre el ligando y el metal debe ser equilibrada: 

una interacción demasiado débil puede liberar el metal al medio, reduciendo 

la actividad SOD y aumentando el estrés oxidativo; una interacción demasiado 

fuerte puede estabilizar en exceso el complejo, bloqueando el ciclo catalítico. 

Por lo tanto, la intensidad de la interacción entre ambos elementos del sistema 

debe mantenerse dentro de valores límite de estabilidad. 

En este aspecto, es importante tener en cuenta la influencia del ligando sobre 

el potencial redox del metal. Para que el mimético de la SOD tenga actividad 

dismutasa, el potencial de reducción del metal debe situarse alrededor de 0.35 

V frente al electrodo normal de hidrogeno (NHE), resultado de la semisuma 

de los potenciales formales de reducción y oxidación del superóxido. Sin 

embargo, algunos autores, como D. Salvemini, recomiendan que los 

miméticos tengan potenciales ligeramente superiores a 0.35 V para favorecer 

la reacción de oxidación inicial del superóxido. Esto desfavorece la segunda 

semirreacción del ciclo catalítico y con ello la generación de peróxido de 

hidrógeno y, por tanto, de especies reactivas de oxígeno (ROS) derivadas de 

este proceso.245  
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Geometría de coordinación 

Otro aspecto importante a tener en cuenta en el diseño de miméticos de SOD 

es la geometría 

 y las tensiones estructurales del centro metálico. En las diferentes formas de 

SOD, los ligandos coordinados al metal presentan una gran rigidez 

conformacional, lo que obliga al metal a adaptarse a la forma del centro de 

coordinación. Esto provoca tensiones estructurales que desestabilizan 

parcialmente el complejo metálico, conocido como estado entático, lo que es 

fundamental para la eficacia catalítica de la enzima. 

El estado entático reduce la diferencia energética entre el complejo metálico 

y el estado de transición de la reacción, disminuyendo la barrera energética y 

aumentando la velocidad de catálisis. Por lo tanto, al diseñar nuevos 

miméticos de SOD, es importante que sean capaces de coordinar el metal con 

suficiente rigidez para inducir un estado entático, acelerando así la velocidad 

de dismutación del superóxido. 

Índice de coordinación del metal  

La tercera característica clave del centro de coordinación en miméticos de 

SOD es el índice de coordinación del metal. En las enzimas superóxido 

dismutasa, el metal presenta un índice de coordinación relativamente bajo, lo 

que facilita la entrada y salida de sustratos y productos, permitiendo una rápida 

interacción del superóxido con el centro activo metálico y evitando así su 

saturación completa. Esta facilidad de acceso es esencial para mantener una 

alta velocidad de dismutación, proceso en el cual dos moléculas de superóxido 

se transforman en oxígeno y peróxido de hidrógeno. Por lo tanto, para mejorar 

la actividad dismutasa, el ligando diseñado no debe saturar completamente las 



_____________________________________________________________ 
 

72 

 

Capítulo 1 

posiciones de coordinación del metal, pero tampoco debe estar demasiado 

insaturado, para conseguir formar complejos estables. 

Presencia de residuos auxiliares  

El cuarto factor importante en el diseño de miméticos de SOD se centra en el 

entorno del centro de coordinación. Más allá del complejo metálico, el sitio 

activo de las enzimas SOD incluye residuos que facilitan la entrada del 

superóxido y otros procesos catalíticos. Por lo tanto, introducir grupos que 

estabilicen y orienten el superóxido en el centro activo del mimético puede ser 

una estrategia efectiva para mejorar la actividad del sistema.  

Visto el estado del arte, queda claro que, aunque se han conseguido avances 

importantes en el diseño de miméticos de SOD y en sistemas de transporte 

capaces de atravesar la BHE, aún existen retos significativos por superar. La 

aplicación de principios de Química Supramolecular, como el autoensamblaje 

y la funcionalización dirigida, ofrece un enfoque prometedor para mejorar la 

especificidad y la eficacia de estos compuestos. En particular, la incorporación 

de cadenas hidrofóbicas y la metilación de aminas en estructuras 

macrocíclicas, junto con el desarrollo de nanoensamblajes supramoleculares, 

puede optimizar tanto la actividad catalítica como la capacidad de transporte. 

Por ello, esta tesis propone aprovechar las herramientas y conceptos de la 

Química Supramolecular para diseñar miméticos de SOD que superen las 

limitaciones actuales y contribuyan al avance de tratamientos para 

enfermedades neurodegenerativas y trastornos asociados al estrés oxidativo. 

 

*** 
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1.6.2 Actividad catalítica de la reacción química de clic de 

cicloadición catalizada por surfactantes de cobre azida-

alquino [3   2] en agua 

Con el objetivo de ampliar las aplicaciones de los sistemas diseñados, se 

decidió explorar su desempeño en reacciones de interés sintético. En este 

contexto, se estableció una colaboración con el grupo del Profesor Lahoucine 

Bahsis, Universidad Cadi Ayyad, para estudiar la reacción de cicloadición 

azida-alquino [3 + 2], catalizada por surfactantes de Cu(II) en medio acuoso, 

una transformación clave dentro de la denominada química de “clic” (Figura 

1.30).  

 
Figura 1.30: Reacción de CuAAC catalizada por tensioactivos que contienen Cu(II). 

 

Este enfoque no solo se alinea con los principios de la química verde, sino que 

también promueve el desarrollo de metodologías catalíticas sostenibles, en las 

que el agua actúa como medio de reacción alternativo y ecológico.246 Sin 

embargo, el entusiasmo por incorporar agua en los diseños experimentales ha 

recibido ciertas críticas. Esto se debe en parte a la confusión en la literatura 

respecto a términos como "en el agua", "con agua" y "sobre el agua".247 Si 

bien el uso de agua como solvente ofrece varias ventajas, incluido el bajo 

costo, la no toxicidad y facilidad de manejo, los contraargumentos en contra 

de su uso con frecuencia se centran en cuestiones posteriores, como la 

cantidad de disolventes orgánicos que aún se requieren, los problemas con el 

aislamiento del producto y la pérdida del catalizador. De hecho, mientras que 

la catálisis homogénea en medios orgánicos ya es importante en la química 

N3

N
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N
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verde, Sheldon sugirió que la solución del catalizador debería permanecer en 

el reactor.248 Como resultado, el concepto de reciclaje de catalizadores y, por 

lo tanto, la reducción de disolventes orgánicos, son objetivos prácticos 

valiosos. Recientemente, un interesante campo de estudio llamado "Química 

de los medios micelares acuosos" examina cómo la presencia de micelas, 

agregados de moléculas de surfactante en solución, afecta a diversas 

reacciones y procesos químicos.249,250 El conocimiento fundamental de los 

sistemas micelares y sus efectos en la cinética de reacción, la termodinámica 

y los equilibrios forma la base de las nuevas leyes y principios que regulan la 

química en tales entornos.251 Las concentraciones de reactivos pueden 

aumentar significativamente cuando los reactivos se concentran dentro de los 

núcleos hidrofóbicos de las micelas. Esto puede aumentar considerablemente 

la velocidad de reacción de compuestos hidrofóbicos poco solubles. El cambio 

en el entorno local dentro de la micela puede ayudar a catalizar las reacciones, 

involucrando iones o moléculas polares, estabilizando estados de transición o 

especies intermedias.252  

Las interacciones y fenómenos que surgen cuando las partículas interactúan 

entre sí a escala nanométrica se denominan efecto "nano a nano".253 En el 

contexto de la catálisis heterogénea, donde las nanopartículas pueden actuar 

como transportadores o sitios activos para reacciones catalíticas, este 

fenómeno es especialmente relevante.253 MacMillan se ha mostrado optimista 

respecto a las innovaciones en la química de los surfactantes y sistemas 

micelares, pese a los desafíos como los problemas de solubilidad de los 

compuestos hidrofóbicos.254 Estos nuevos desarrollos pueden ayudar a 

abordar los problemas de solubilidad y facilitar mucho las reacciones que de 

otro modo serían complicadas en un entorno acuoso. A partir de estos avances, 

se desarrollan nuevas técnicas y aplicaciones que consolidan la síntesis en 

agua como una metodología prometedora en Química Orgánica.255  
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El descubrimiento de las reacciones químicas de clic, en particular la reacción 

de cicloadición de azida-alquino [3+2] catalizada por cobre (CuAAC), ha 

beneficiado enormemente a varios campos, como la química orgánica, la 

ciencia de los materiales, la química de polímeros y el desarrollo de fármacos. 

Se ha demostrado la eficiencia, selectividad y adaptabilidad de la reacción de 

clic CuAAC. La combinación de la química de clic con otras estrategias 

sintéticas, como el fotoclic o las reacciones electroquímicas, podría dar lugar 

a materiales funcionales avanzados y mejorar los sistemas de administración 

de fármacos. En este trabajo se presenta el estudio de la actividad catalítica de 

nuevos surfactantes de Cu(II), derivados de ligandos aza-macrocílicos, en la 

reacción CuAAC, variando la concentración del tensioactivo de Cu(II). Los 

tensioactivos de Cu(II) muestran buena actividad catalítica en el clic de 1,2,3-

triazol y alta regioselectividad en la formación de isómero 1,4 en agua a 

temperatura ambiente. 
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y tratar de hacer medible 

lo que todavía no lo es.” 

— Galileo Galilei — 
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Objetivos 

El objetivo general de este trabajo se centra en el diseño, síntesis, 

caracterización y estudio de ligandos azamacrocíclicos anfifílicos, con el 

propósito de investigar su comportamiento en la formación de sistemas 

vesiculares en solución acuosa, así como evaluar su capacidad antioxidante 

como miméticos de SOD y analizar su potencial como sistema de transporte 

pasivo. Pretende comprender la naturaleza y magnitud de las variables que 

influyen en la cinética de reacción y su impacto en el ensamblaje 

supramolecular, especialmente en la formación de estructuras micelares y/o 

vesículas.  

El trabajo desarrollado en esta tesis ha sido organizado en torno a siete 

objetivos secundarios: 

 

Objetivo 1. Diseño, síntesis y caracterización de ligandos azamacrocíclos 

anfifílicos. 

Este objetivo se enfoca en el desarrollo y optimización de las rutas sintéticas, 

tanto a partir de estrategias previamente descritas como mediante nuevos 

procedimientos adaptados a la incorporación de unidades hidrofóbicas. 

Partiendo de algunos ligandos anteriormente sintetizados en el GQS-UV, se 

llevará a cabo la síntesis de una nueva familia de ligandos, incorporando 

grupos funcionales adicionales para mejorar sus propiedades y aplicaciones.  

La caracterización de los ligandos se realizará mediante técnicas como la 

resonancia magnética nuclear (RMN), que proporcionará información 

detallada sobre la estructura molecular; la espectrometría de masas, que 

determinará la masa molecular; y el análisis elemental, que confirmará la 

pureza y la composición de los ligandos sintetizados. 
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Objetivo 2. Caracterización del comportamiento ácido-base en disolución 

acuosa de los ligandos sintetizados. 

Se determinarán las constantes de protonación de los ligandos sintetizados 

mediante técnicas potenciométricas. Una vez obtenidos los datos, se 

elaborarán diagramas de distribución de especies en función del pH, lo que 

servirá para conocer el grado de protonación del ligando a pH fisiológico. 

Además, se identificarán las especies predominantes en función del pH y se 

analizará la secuencia de protonación del receptor.  

 

Objetivo 3. Estudio de la capacidad de coordinación de los ligandos 

sintetizados con iones metálicos de transición de interés biológico. 

Se estudiará el comportamiento en disolución acuosa frente a la coordinación 

con iones metálicos (Cu(II), Mn(II) y Fe(II)) y se analizará la estabilidad de 

los mismos. 

 

Objetivo 4. Estudio de propiedades Fisicoquímicas de los compuestos 

anfifílicos.  

Este objetivo tiene como finalidad estudiar las propiedades fisicoquímicas de 

los compuestos anfifílicos, en particular la determinación de la concentración 

micelar crítica (CMC) bajo diferentes condiciones de pH y concentración, 

utilizando la fluorescencia del pireno como sonda molecular, un método 

ampliamente empleado en el análisis de sistemas micelares. Para profundizar 

en la caracterización de los ensamblajes supramoleculares, se emplearán 

diversas técnicas: la microscopía electrónica de transmisión (TEM) para 

evaluar su tamaño y morfología; la dispersión dinámica de luz (DLS) para 
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determinar el tamaño hidrodinámico, la distribución de tamaños y el potencial 

ζ: y la microscopía de fuerza atómica (AFM) para obtener información 

adicional sobre su estructura. Además, la investigación se complementará con 

estudios computacionales. 

 

Objetivo 5. Estudio de la capacidad catalítica de los complejos metálicos. 

Se prestará especial atención a la capacidad de estos ligandos para imitar el 

comportamiento de la enzima SOD en presencia de los metales Cu(II), Mn(II) 

y Fe(II). Además, se analizará su potencial para catalizar otras reacciones, 

como la cicloadición catalizada por surfactantes de cobre azida-alquino [3 + 

2] en agua, una reacción clave dentro del campo de la Química de los medios 

micelares acuosos. 

 

Objetivo 6. Ensayos de toxicidad. 

Dado que este trabajo tiene un enfoque biomédico, se hará un estudio 

preliminar de la posible toxicidad de los compuestos sintetizados in vivo.  

 

Objetivo 7. Análisis del transporte pasivo. 

Este estudio parte de la hipótesis de que la incorporación de propiedades 

anfifílicas al ligando base mejorará su capacidad de transporte 

transmembrana. Para comprobarlo, se llevará a cabo la medida de su 

permeabilidad frente a modelos de membranas biológicas.
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“La explicación sencilla 

siempre sigue 

a la solución compleja.” 

— Regla de Lunsford — 
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3.1 Reactivos y disolventes 

Todos los reactivos y disolventes utilizados en esta tesis, incluidos acetona, 

acetonitrilo, cloroformo, diclorometano, etanol, acetato de etilo, hexano, 

metanol, tetrahidrofurano (THF) y amoniaco, fueron adquiridos a proveedores 

como Sigma-Aldrich, TCI, Fisher o Acros orgánicos, y fueron empleados en 

su forma original, sin modificaciones, salvo que se indique lo contrario.  

En determinadas ocasiones, fue necesario emplear disolventes secos, que se 

obtuvieron mediante un sistema de purificación SPS-800 (MBRAUN SPS 

Systems). 

El agua de alta pureza (resistividad 18.2 MΩ.cm) se obtuvo utilizando un 

equipo Milli-Q de Millipore, equipado de un cartucho de pulido Quantum  

EX (QTUM000EX). 

  

3.2 Técnicas instrumentales 

3.2.1 Medidas potenciométricas 

Fundamentos 

La potenciometría es una técnica para el estudio de equilibrios en disolución. 

Se fundamenta en la medición de la fuerza electromotriz de una disolución, la 

cual está influenciada por la concentración en equilibrio de las especies 

detectadas por el electrodo. Esta concentración, a su vez, se ve afectada por 

las condiciones iniciales y las constantes de equilibrio del sistema. Cuando los 

equilibrios en estudio involucran protones, es decir, se trata de equilibrios 

ácido-base, esta fuerza electromotriz se puede medir con un electrodo de pH.  
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La fuerza electromotriz medida con un electrodo de pH se relaciona con la 

concentración de protones presentes de la disolución a través de la ecuación 

de Nernst. 

E = Eo' + 
RT

nF
 ln[H+] 

Eo' = Eo + EJ + Easym 

Donde Eo' se considera constante a efectos prácticos e incluye Eo como el 

potencial estándar, EJ es el potencial de unión líquida y Easym es el potencial 

de asimetría; que depende del tiempo. 

Descripción del equipo 

Las mediciones potenciométricas se llevaron a cabo utilizando el dispositivo 

de titulación Titrando 905 controlado desde un ordenador que ejecuta el 

software Tiamo 2.3 (Figura 3.1). La configuración constaba de dos celdas 

separadas (celda de medición y celda de referencia) unidas por un puente 

salino. Tanto la celda de referencia como el puente salino se llenaron con NaCl 

0.5 M. La celda de medición contenía el electrolito de soporte y un electrodo 

de pH de vidrio (Metrohm 6.0150.100). El electrodo de referencia era un 

Ag/AgCl (electrodo de referencia Metrohm 6.0726.107 Ag/AgCl en solución 

de KCl 3 M).  

El electrodo de vidrio fue calibrado como una sonda de concentración de iones 

de hidrógeno mediante la valoración de cantidades previamente 

estandarizadas de HCl con soluciones de NaOH 0.1 M libres de carbonato 

CO32- y el punto de equivalencia fue determinado por el método de Gran.1,2 El 

electrodo de referencia fue un electrodo de Ag/AgCl en solución saturada de 

KCl. Como electrolitos de medición se utilizó NaCl 0.15 M y debido a la 

menor solubilidad de algunos sistemas en agua, en su lugar se utilizó NaCl 

0.15 M en EtOH:H2O 30:70 % v/v. Tanto la celda de medida como la de 

(3.1) 

(3.2) 
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referencia fueron termostatadas a 298.1 ± 0.1 K con un baño de agua Haake 

EK51. Además, la celda de medida cuenta con una salida de burbujeo de un 

gas inerte (Argón) para desoxigenar la muestra y dispone también de agitación 

magnética.  

 

 

Figura 3.1: Esquema de los componentes de un sistema potenciométrico. 

 

Calibración de los electrodos 

Antes de iniciar cualquier medida potenciométrica, se realizó la calibración de 

los electrodos. Como primer paso, se estandarizó la solución de HCl utilizando 

TRIS. Posteriormente, se realizó la calibración, que consistió en valorar una 

solución de ácido fuerte (HCl 0.1 M) con una base fuerte (NaOH 0.1 M). Esta 

calibración tenía dos finalidades: calibrar los electrodos y verificar el grado 

de carbonatación de la base. Todos los datos recolectados fueron analizados 

utilizando el software Tiamo 2.3. Mediante el método de Gran,1,3 el software 

mV

mL

 
Titrando

mV

A B

621

D

C
3

4

5

1. Sistema informático 

2. Celda de referencia 

3. Puente salino Wilhelm 

4. Celda de medida 

5. pH-metro 

6. Bureta automática  

A. Electrodo de referencia 

B. Electrodo de medida 

C. Entrada valorante 

D. Entrada argón  
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Tiamo 2.3 determina el potencial estándar de la solución (Eo'), el producto 

iónico del agua (pKw) y la concentración exacta de la solución valorante 

(NaOH). Aunque la concentración de NaOH se conoce previamente, el grado 

de carbonatación puede determinarse también a través de la diferencia en los 

valores de concentración de NaOH calculados utilizando las zonas ácida y 

básica. Idealmente, este grado debería permanecer por debajo del 1%.1-3 

Toma y análisis de datos 

Los datos de potenciometría se recolectaron automáticamente mediante el 

software Tiamo 2.3. Este programa controla tanto las adiciones del valorante 

sobre la celda de medición mediante bureta automática, así como la lectura y 

registro del potencial mediante el pH-metro. Una vez finalizada la medición 

de la potenciometría el programa genera un fichero con los datos de volumen 

y el potencial.  

Las valoraciones potenciométricas se llevaron a cabo dentro del rango de pH 

entre 2.0 y 11.0, con una concentración de muestra de aproximadamente 0.05 

M. Se tomaron 10 medidas por cada punto de las constantes de equilibrio a 

determinar. Además, las valoraciones potenciométricas se realizaron al menos 

por duplicado para cada sistema. 

Las constantes de equilibrio del sistema se determinaron a partir de los datos 

potenciométricos con el programa HYPERQUAD.4 Este programa emplea el 

método de Levenberg-Marquard5 para el ajuste no lineal por mínimos 

cuadrados de los datos experimentales y la determinación de las constantes de 

equilibrio. Mediante este ajuste se obtienen las constantes globales de 

equilibrio.  

Finalmente, se empleó el programa HySS6 para representar los diagramas de 

distribución de especies a partir de las constantes de equilibrio. 
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3.2.2 Dispersión dinámica de luz  

La distribución del tamaño de partícula de las vesículas preparadas se 

determinó mediante dispersión dinámica de luz (DLS), utilizando un equipo 

Malvern DTS Zetasizer 2000, en el Instituto de Ciencia de Materiales de la 

Universidad de Valencia.  

Para la preparación de las muestras, los ligandos se disolvieron en agua a pH 

7.4. Antes de realizar las medidas de DLS, la solución se filtró utilizando una 

jeringa equipada con un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.22 μm de 

tamaño de poro y 13 mm de diámetro. Este proceso de filtración se llevó a 

cabo para eliminar sólidos y partículas de mayor tamaño presentes en la 

muestra. 

 

3.2.3 Resonancia magnética nuclear  

Todos los compuestos obtenidos en procesos intermedios y ligandos 

sintetizados fueron caracterizados mediante espectros de resonancia 

magnética nuclear utilizando los equipos Bruker Advance DPX300 (imán 

Bruker de 300 MHz, 7 T) y Bruker Advance DRX500 (imán Bruker de 500 

MHz, 11,7 T) ubicados en el Servicio Central de Investigación Experimental 

(SCSIE) de la Universidad de Valencia.  

Se emplearon disolventes deuterados apropiados a las características de cada 

muestra. En el caso del agua deuterada (óxido de deuterio), los ajustes de pD 

deseado se realizaron utilizando gotas de ácido clorhídrico deuterado (DCl) o 

hidróxido de sodio deuterado (NaOD) teniendo en cuenta la relación:7  

pH = pD – 0.4 

Para el procesamiento y visualización de datos, se utilizó el programa 

MestReNova 14.2.3.8 

(3.3) 
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3.2.4 Análisis elemental (CHNS) 

El análisis elemental de los compuestos sintetizados fue realizado por el 

Servicio Central de Apoyo a la Investigación Experimental (SCSIE) de la 

Universidad de Valencia, utilizando un Analizador Elemental Carlo-Erba 

CHNS1100. Cada muestra fue analizada en duplicado para garantizar la 

reproducibilidad de los resultados.  

 

3.2.5 Espectrometría de masas  

El análisis de espectroscopia de masas (ESI-MS) se llevó a cabo en el Servicio 

Central de Apoyo a la Investigación Experimental (SCSIE) de la Universidad 

de Valencia. Se utilizó un espectrómetro de masas con trampa de iones 

ESQUIRE 3000 PLUS, acoplado a un cromatógrafo líquido de alta resolución 

AGILENT 1100 (HPLC-MS). Este sistema cuenta con una fuente de 

ionización por electro-spray (ESI) que garantiza la precisión y la fiabilidad de 

los resultados obtenidos. 

 

3.2.6 Difracción de rayos X de monocristalino. 

Los cristales se midieron en un difractómetro de rayos X Bruker D8 Venture 

propiedad del SCSIE. Este difractómetro está equipado con un goniómetro de 

cuatro círculos de geometría Kappa, radiación de Mo Kα (λ = 0,71073 Å), 

beam stoppers, colimadores y una unidad Oxford de baja temperatura que 

funcionaba a 130K. 

El monocristal se montó utilizando aceite de parafina9 sobre la parte superior 

de un  micromontaje en la cabeza del goniómetro y se trasladó inmediatamente 

al difractómetro. La indexación, estrategia y recopilación de datos se 

realizaron con el paquete de software APEX3. La estructura inicial se resolvió 
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con métodos directos utilizando SIR201410 y la estructura resultante se refinó 

con SHELXT2018.11 Además, la determinación final de la estructura cristalina 

se llevó a cabo mediante el software OLEX2.12 La resolución de la estructura 

fue realizada por Salvador Blasco. 

 

3.2.7 Espectroscopia UV-Visible  

Los espectros de absorción fueron registrados mediante un espectrofotómetro 

UV Agilent 8453. Se utilizaron celdas de poliestireno con 1cm de camino 

óptico.  

 

3.2.8 Espectroscopia de Emisión de Fluorescencia    

Los espectros de emisión se registraron utilizando un fluorímetro TM-2/2003-

PTI modular con lámpara de Xenón, equipado con láser de nitrógeno (PTI, 

GL-3300) y láser de tinte (PTI, GL-302). La geometría utilizada fue siempre 

en ángulo recto. Las celdas empleadas fueron de cuarzo Hellma con 1 cm de 

camino óptico y las cuatro caras transparentes. La temperatura se mantuvo 

termostatada a 25 ± 0.1ºC.  

 

3.2.9 Microscopía de Fuerza Atómica 

Las mediciones de Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) se realizaron en 

condiciones ambientales normales utilizando un instrumento Bruker 

Dimension Icon with ScanAsyst en modo sin contacto, en ICMOL de la 

Universidad de Valencia. La sonda AFM era un voladizo de silicio sin contacto 

con alta frecuencia de resonancia (300 kHz) y un revestimiento reflectante de 

aluminio en la parte posterior (Tap300-G, suministrado por Sensors).  
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Para la preparación de las muestras, los ligandos se diluyeron en agua a pH 

7.4, y se depositó 2 μL sobre un sustrato de silicio de 1 cm2 (NOVA Electronic 

Materials), que posteriormente se dejó secar al aire. La señal obtenida se 

procesó utilizando los softwares ScanAsyst Imaging y NanoScope, y los datos 

se representaron mediante el programa Gwyddion versión 2.65. 

 

3.2.10 Microscopía Electrónica de Transmisión  

Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM) se obtuvieron 

en el Servicio Central de Apoyo a la Investigación Experimental (SCSIE) de 

la Universidad de Valencia, utilizando un microscopio JEOL JEM-1010 que 

funciona a 100 kV, equipado con una cámara digital AMT de 8 Mpx.  

Para la preparación de las muestras, los ligandos se disolvieron en agua a pH 

7.4. Se depositó una gota de la muestra sobre una película de Parafilm M 

(Bemis), y sobre ella una rejilla de cobre de malla 400. En otro sustrato de 

parafilm M (3 cm2), se colocaron tres gotas de ácido fosfotúngstico (TPA, 

H3PW12O40). Con una pinza, se tomó la rejilla con la muestra y se colocó sobre 

el TPA durante 1 min. Finalmente, se retiró la rejilla y se puso en el 

portamuestras, donde se dejó secar a temperatura ambiente para su posterior 

medición.  

 

3.2.11 Determinación del potencial ζ 

El potencial eléctrico de la superficie interfacial entre las vesículas y el medio 

de dispersión, conocido como potencial zeta, fue medido utilizando un 

instrumento Malvern DTS Zetasizer 2000, en el Instituto de Ciencia de 

Materiales de la Universidad de Valencia.  
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3.2.12 Ensayo de actividad de superóxido dismutasa 

Fundamento 

En esta tesis, la actividad superóxido dismutasa (SOD) se ha determinado 

mediante un método indirecto ampliamente validado,13 basado en la inhibición 

de la reducción de un indicador (citocromo c y/o azul de tetrazolio) por el 

radical superóxido.14,15 Esta técnica, desarrollada originalmente por 

Beauchamp y Fridovich en 1971,14-17 ha sido objeto de diversas 

optimizaciones,18 aunque conserva como principio fundamental la 

competencia entre el indicador y la SOD (o su mimético) por el radical 

superóxido generado en el sistema. La cinética de reducción del indicador se 

monitoriza espectrofotométricamente, lo que permite cuantificar la actividad 

antioxidante del compuesto en estudio. Esta metodología ha sido empleada en 

todas las mediciones descritas en el presente trabajo. 

Método de McCord-Fridovich 

El método de McCord-Fridovich para determinar la actividad SOD de un 

compuesto se fundamenta en la reducción de un indicador cromogénico cuya 

velocidad de reducción puede medirse mediante técnicas UV-Vis. Los 

indicadores más comúnmente empleados son el citocromo c y el azul de 

tetrazolio, también conocido como nitrobluetetrazolium o NBT. 

Los aniones superóxido se generan a través del sistema xantina/xantina 

oxidorreductasa. La xantina oxidorreductasa (XOR) es una enzima 

molibdoflavina que cataliza las reacciones finales en la degradación de purinas 

en primates, convirtiendo la hipoxantina en xantina y luego la xantina en ácido 

úrico.19,20 La XOR tiene una estructura funcional homodimérica, con cada 

subunidad conteniendo cuatro centros redox: un cofactor de molibdeno, dos 

centros hierro-azufre (2Fe-2S) y un sitio de Flavina Adenosina Dinucleótido 
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(FAD). Durante la oxidación de la xantina a ácido úrico por la XOR, se 

produce una "fuga de electrones" en la cual una fracción de moléculas de 

oxígeno es reducida a superóxido en lugar de oxidar al sustrato (Figura 3.2).21  

 
Figura 3.2 Generación de superóxido mediante el sistema xantina/xantina 

oxidorreductasa.20 

 

Como indicador utilizamos el NBT (Figura 3.3). Este sistema reacciona con 

las especies de superóxido generando una señal cuantificable. El NBT es de 

un color amarillo pálido en forma oxidada; cuando este reacciona con los 

radicales superóxido generados por la xantina oxidorreductasa, se reduce a 

monoformazano (MF+), que es de color violeta. El MF+ tiene un máximo de 

absorbancia a 560 nm que no está presente en la muestra en su forma oxidada. 

Siguiendo la variación de la intensidad de absorción en función del tiempo, se 

puede determinar indirectamente la cantidad de radicales superóxido 

producidos por el sistema xantina/xantina oxidorreductasa.  

 
Figura 3.3 Mecanismo de reducción de NBT.22 
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Si se añade una muestra que no tiene actividad SOD a una solución, todo el 

superóxido reaccionará con el NBT, lo que resultará en una reacción rápida y 

una gran variación de la A560 con el tiempo. Por otro lado, si la muestra 

presenta actividad SOD, esta competirá con el sistema NBT/MF+ por la 

eliminación de los aniones superóxido. Como resultado de esta inhibición, la 

tasa de cambio de A560 con el tiempo (dA560/dt) disminuirá. Mediante esta 

determinación cinética, y basándonos en la derivación matemática mostrada 

en la siguiente sección, es posible calcular la constante catalítica y el valor de 

IC50 para la eliminación del anión superóxido estudiado. 

Mecanismo de reacción  

El proceso de reducción del NBT a MF+ en presencia de un sistema eliminador 

de O2
•− es un fenómeno complejo que implica varias reacciones y una cinética 

extensa. Este mecanismo fue propuesto por Casella y colaboradores,23 en 2004 

y posteriormente fue desarrollado por Salvador Blasco en su tesis doctoral.22  

El mecanismo de reducción del NBT se puede representar mediante las 

siguientes reacciones: 

xantina + O2  
XOR
→   Ácido úrico + O2

•− 

2O2
•− + 2H+ → H2O2 + O2 

O2
•− + NBT → O2 + MF

+ 

O2
•− + CuL ⇄ CuLO2 

CuLO2 → → H2O2 → → MF
+ 

El sistema xantina/xantina oxidorreductasa proporciona un flujo constante de 

aniones superóxido (reacción (3.4)). Estos radicales, que son autodegradados 

por una reacción bimolecular (ecuación (3.5)), también reaccionan con el NBT 

para producir MF+ (reacción (3.6)). Además, en presencia de un ligando (L) 

eliminador de O2
•−, los superóxidos pueden catalizar su dismutación a O2 y 

(3.4) 

(3.5) 

(3.6) 

(3.7) 

(3.8) 
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H2O2 (reacción (3.7)). Durante este proceso, los superóxidos pueden 

reaccionar con ligandos, formando ROS, lo que proporciona una nueva vía 

para la formación de MF+ (reacción (3.8)). Esta reacción es un equilibro 

rápido, por lo que la cantidad de ROS residual es muy pequeña y se aplica la 

hipótesis del estado estacionario. 

Para reducir el número de variables involucradas en la reacción se han 

planteado las siguientes condiciones; a. La concentración de xantina 

oxidorreductasa a un flujo constante y suficiente. b. La concentración de NBT 

fue lo suficientemente alta para asegurar que se dé una reacción catalítica y no 

un proceso estequiométrico. Ambos factores influyen en un aumento de la 

absorbancia lineal durante el ensayo experimental. Este proceso se describe 

en la Figura 3.4. 

 
Figura 3.4: Evolución de A560 en función del tiempo en un ensayo de SOD típico. 

 

Este esquema muestra la variación de A560 de una solución de xantina y NBT 

cuando se ha añadido una dosis de XOR. En los primeros momentos, se activa 

el ciclo catalítico, seguido de la reacción de oxidación-reducción.  Durante 

esta etapa, todo el O2
•− producido se consume y la velocidad de generación de 



_____________________________________________________________ 
 

110 

 

Capítulo 3 

O2
•− alcanza el estado estacionario. Posteriormente, la producción de O2

•− 

disminuye hasta ser casi nula debido al agotamiento de la xantina.  

La formación de MF+ está determinada mediante las reacciones (3.6) y (3.8), 

y la velocidad de esta formación puede simplificarse considerando que se 

mantiene la concentración de NBT lo suficientemente alta como para 

permanecer constante (ecuación (3.9) y (3.10)).  

ν3.6 = k3.6 [O2
•−][NBT] 

ν3.6 = k3.6 [O2
•−] 

La velocidad de la ecuación (3.8) depende de la afinidad de ligando con el 

anión superóxido. Llamemos 𝑓 a la eficiencia relativa de la reacción (3.8) 

respecto de (3.6), cuya velocidad es:  

ν3.8 = 𝑓k3.6 [CuLO2] 

La reacción (3.7) se considera un equilibrio rápido definido por una constante 

de equilibrio K lo que permite aplicar la hipótesis del estado estacionario. 

Además, durante el ensayo, la concentración de aniones superóxido es muy 

baja en comparación con la concentración total de complejo, lo que permite 

realizar algunas aproximaciones. 

[CuL] + [CuLO2] ≈ [Cu]tot 

[O2
•−] + [CuLO2] ≈ [O2

•−]tot 

Siguiendo estas consideraciones, podemos deducir lo siguiente     

[O2
•−] = 

[O2
•−]tot

1 + Κ[CuL]tot
 

[CuLO2] = 
[O2
•−]tot Κ[CuL]tot
1 + Κ[CuL]tot

 

Por último, la velocidad global de formación de MF+ viene dada por la suma 

de las velocidades ν3.6 y ν3.8:                             

ν = ν3.6 + ν3.8 = k3.6([O2
•−]tot  +  𝑓[CuLO2]tot) 

(3.14) 

(3.15) 

(3.9) 

(3.10) 

(3.11) 

(3.12) 

(3.13) 

(3.16) 
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ν = Κ3.6[O2
•−]tot 

1 + Κ[CuL]tot
1 + Κ[CuL]tot

 

La ley de Lambert-Beer nos permite relacionar [MF+] con la absorbancia: 

d(A560)

dt
 =  ε560 ∙ Ɩ ∙ 

d[MF+]

dt
= Constante en el tramo lineal 

Sustituyendo la concentración de MF+ por la ecuación anterior y reuniendo las 

constantes en S0 tenemos: 

d(A560)

dt
 = S = S0

1 + 𝑓Κ[CuL]tot
1 + Κ[CuL]tot

 

Donde S0 = ε560 ∙ Ɩ ∙ k3.6∙ [O2
•−]tot y representa la media de los controles,  ε560 

el coeficiente de extinción y S representa la media de las medidas del 

compuesto de ensayo para cada concentración. Por último, la inhibición la 

expresamos como la disminución de la actividad respecto al blanco. En el 

blanco [L] = 0, por lo tanto, S = S0. Así pues, la inhibición (IC) será igual a: 

IC = 
S0  - S

S0 

 = 
(1 + f)Κ[CuL]tot
1 + Κ[CuL]tot

 

De este modo, la actividad antioxidante de un imitador de SOD se puede 

evaluar mediante la medición de la variación de A560 en el tiempo para una 

mezcla que contiene, xantina/XOR/NBT.  

Procedimiento experimental 

Para la realización de un ensayo típico de actividad SOD, se prepararon varias 

disoluciones. En primer lugar, se disolvió xantina a una concentración de 

0.250 mM en tampón HEPES, obteniéndose un volumen total de 40 mL. 

Posteriormente, se añadió 2.08 mg de azul de tetrazolio (NBT) a esta 

disolución de xantina/HEPES, agitando hasta su completa disolución. Esta 

solución, por ser fotosensible, se almacenó en un frasco de vidrio topacio y se 

utilizó el mismo día de su preparación. Paralelamente, se preparó una dilución 

1/20 (v/v) de xantina oxidasa en tampón HEPES, la cual se mantuvo en baño 

(3.17) 

(3.18) 

(3.19) 

(3.20) 
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de hielo hasta su uso. Finalmente, se realizaron las diluciones del compuesto 

en estudio en tampón TRIS, a concentraciones de 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100 

µM. 

Para medir la SOD, se empleó una cubeta desechable de poliestireno de 1 mL 

de capacidad. Se introduce 800 µL de la solución NBT/xantina, 100 µL de 

compuesto y 100 µL de enzima xantina oxidorreductasa. La mezcla se agita y 

se coloca rápidamente en el equipo UV-vis para medir la variación de A560 

durante dos minutos. Además de las muestras preparadas, se realiza lo mismo 

con un blanco llamado "control", que contiene el mismo volumen de tampón 

TRIS en lugar de muestra. Mediante el blanco se puede conocer la actividad 

de la xantina oxidorreductasa y corregir su concentración, que debe estar en 

un rango entre 8∙10-4 y 12∙10-4 UA/s. Para cada concentración a estudiar, se 

realizan 3 réplicas.  

Todas las mediciones cinéticas se llevaron a cabo de acuerdo con las siguientes 

condiciones experimentales:  

Temperatura: 25 ºC  

pH: 7.4  

λLectura: 560 nm  

Tiempo cinético total: 120 s  

Tiempo entre lecturas: 1 s  

Ruta óptica de la cubeta: 1 cm 

Cálculos 

La inhibición viene dada por la ecuación (3.20). Además, el error en cada 

punto se puede calcular utilizando la fórmula de propagación de errores 

(ecuación (3.21)), que permite estimar la incertidumbre asociada con la 

medida de la inhibición. 
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εIC  
2 = 

(S∙εS0
)
2
 + (S0∙εS)

2

S0
4

 

Para cuantificar la actividad de los compuestos en el ensayo de SOD, se 

representa el porcentaje de inhibición (IC) en función de la concentración del 

compuesto. Los investigadores pioneros en estos ensayos tomaron el valor de 

la concentración donde IC = 50 % como medida estándar de la actividad. 

Desde entonces, este dato se ha utilizado como referencia para comparar las 

actividades de diferentes sustancias con actividad SOD. 

El valor de IC50, puede determinarse de dos maneras principales: a. Por 

interpolación, y b. Haciendo el ajuste de los datos de la ecuación (3.20) y 

despejando el valor correspondiente:  

IC50=
1

(1 −  2f) K
 

Además, es posible obtener una aproximación de la constante catalítica a partir 

del IC50 mediante la siguiente expresión:24,25  

𝑘 = 𝑘detector ∙ [detector] ∕ IC50 

Los datos para los detectores más habituales son los siguientes: para el NBT 

𝑘NBT = 5.94 ± 0.5·105 M−1 s −1 y si es citocromo c, entonces 𝑘CytC = 2.6 ± 0.2·106 

M−1 s −1.26  

La constante catalítica, es una medida de la actividad que es independiente de 

las condiciones experimentales.   

Este parámetro es útil para comparar resultados obtenidos a través de 

diferentes métodos, tanto indirectos como directos. Sin embargo, es 

fundamental ser extremadamente cuidadoso al hacer estas comparaciones, ya 

que las variaciones en los métodos y las condiciones experimentales pueden 

influir significativamente en los resultados. Por lo tanto, cualquier 

(3.21) 

(3.22) 

(3.23) 
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comparación debe considerar las diferencias en los procedimientos utilizados 

para asegurar que las conclusiones sean válidas. 

Todo el proceso de cálculos y resultados matemáticos está automatizado en el 

programa SUPERSOD (https://github.com/salvadorblasco/supersod), el cual 

proporciona directamente los valores de cinética, constante catalítica e IC₅₀. 

 

3.2.13 Determinación de concentración micelar crítica 

La determinación de la concentración micelar crítica (CMC) se realizó con el 

método de medida por fluorimetría de sondas orgánicas, para ello se utilizó el 

pireno. Este compuesto ha sido utilizado durante más de 50 años como sonda 

fluorescente para sistemas microheterogéneos como las micelas, polímeros, 

proteínas, péptidos y membranas biológicas.27,28 La sensibilidad de la 

estructura fina de fluorescencia del pireno a la polaridad del disolvente lo 

convierte en una herramienta ampliamente utilizada para la determinación de 

la CMC de sistemas micelares.29-33 

Fundamento 

El método de fluorimetría del pireno para determinar la CMC se basa en el 

uso del pireno como sonda fluorescente en una disolución de solvente polar 

que contiene un surfactante o tensioactivo. En este proceso, se mide la 

fluorescencia del pireno, que cambia según su entorno. Cuando se alcanza la 

CMC, se observa una transición en la razón entre las intensidades de la 

estructura fina de las bandas I y III del pireno. Este cambio refleja la transición 

de un entorno hidrofílico a uno hidrofóbico, asociado a la formación de 

micelas en la solución.34,35 Este cambio puede ser detectado y cuantificado 

usando un fluorímetro. 

https://github.com/salvadorblasco/supersod
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Experimentalmente, la CMC se encuentra trazando una gráfica de la relación 

lineal entre la concentración de surfactante y la relación (II/IIII) de sus 

intensidades de fluorescencia en los picos I y III (Figura 3.5). 

 
Figura 3.5: A) Espectro de emisión de fluorescencia del pireno en soluciones de SDS a 

distintas concentraciones: por debajo (4 Mm) y por encima (12 mM) de la CMC. B) Cociente 

de intensidades de la estructura fina (I/III) en función de [surfactante].35 

 

Para determinar el valor de la CMC, se ajustaron los datos experimentales por 

minimización de mínimos cuadrados mediante un modelo para la intensidad 

de fluorescencia en estado estacionario.27 Este modelo permite calcular la 

concentración de micelas en solución [M] = ([S]0 − CMC)/n a partir de la 

concentración total de tensioactivo([S]0), el valor de la CMC, y el número de 

agregación (n) y se describe mediante las siguientes ecuaciones: 

Ancho de la transición relativa, 

r = 
σ

CMC
 

A niveles bajos de concentración de [S]0, predominan los tensioactivos 

monoméricos, mientras que a niveles altos de [S]0, las micelas determinan las 

propiedades de la solución. La transición entre estas regiones alrededor de la 

CMC no es abrupta, sino gradual, dentro de un intervalo de concentración de 

transición con un ancho σ. Este ancho σ se refiere al ancho de una función de 

Gauss que describe la segunda derivada (curvatura) de la concentración de 

tensioactivo monomérico [S1] con respecto a [S]0. Cuanto más pequeña sea σ, 
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más nítida será la transición entre las dos regiones lineales por debajo y por 

encima de la CMC. 

Para la concentración de monómeros tensioactivos [S1] en una solución con 

concentración total de tensioactivo [S]0 está basado en la “condición de 

Phillips” y tiene la forma de función sigmoidea normalizada centrada 

alrededor de CMC y con ancho de transición relativo r y concentración 

relativa S0 = [S]0/CMC:  

[S1] = CMC [1-
A

2
(√
2

π
r exp(-

(S0-1)
2

2r2
)  + (S0 -1) (erf (

S0-1

√2r
) -1))] 

Donde A es la constante de normalización (para pequeños r < 0.5: A ≈ 1):   

A = 
2

1 + √
2
π

r exp (−
1

2r2
)  + erf (

1

√2 r
)

 ≈ 1       (r < 0.5) 

La concentración de tensioactivos agregados (micelas) [Sm], es la diferencia 

entre la concentración total y la concentración de los tensioactivos 

monoméricos: 

[Sm] = [S]0 − [S1] 

La concentración de micelas [M], depende del número de agregación medio 

(n), que se considera constante alrededor de la CMC:  

[M] = 
[Sm]

n
 

Para valores pequeños típicos de r (r <0.5), la fracción de tensioactivos 

micelizados [Sm]/[S]0 en el CMC es [Sm](CMC)/CMC ≈ r/√2π ≈ 0.4r y por lo 

tanto la concentración de micelas en el CMC viene dada por:  

[M](CMC) ≈ 
CMC

n
 
r

√2π
 = 
1

n
 
σ

√2π
 ≈  0.4

σ

n
 

 

(3.25) 

(3.26) 

(3.28) 

(3.29) 

(3.27) 
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Procedimiento experimental 

Solución metanólica de pireno 

̶ Se preparó una solución metanólica de pireno (10 mL) a una 

concentración de 2.47 mM. Posteriormente, esta disolución se diluyó 

20 veces, lo que resultó en una solución final (P1) de trabajo con una 

concentración 0.123 mM.  

Solución de los compuestos de ensayo  

Se prepararon disoluciones de los compuestos de ensayo en un intervalo de 

concentraciones entre 0.01 y 40 mM, cada una con un volumen total de 2 mL 

utilizando agua Milli-Q. Para los ensayos a pH fisiológico, se utilizó tampón 

TRIS en lugar de agua ultrapura. Las disoluciones se ajustaron a diferentes 

valores de pH (4, 6, 7, 7.4, 8, 9, 10) mediante la adición de HCl o NaOH, 

según fuera necesario. Todas las disoluciones se dejaron reposar durante 12 

horas antes del ensayo para asegurar el equilibrio de los compuestos en 

disolución.  

Para preparar la disolución madre del primer compuesto de ensayo (L1) a pH 

ácido, se disolvieron 40 mM de L1 en 1.5 mL de agua Milli-Q ajustada a pH 4. 

Posteriormente, se comprobó el pH y se completó el volumen con agua ácida 

hasta alcanzar un total de 2 mL manteniendo pH 4. 

Se tomó 1 mL de esta disolución L1 como referencia inicial para calibrar el 

fluorímetro. Luego, se prepararon disoluciones a diferentes concentraciones. 

Para la primera muestra (C1), se tomó 1 mL de L1 y se añadió 0.5 mL de agua 

Milli-Q a pH 4, ajustando el pH si era necesario, y completando el volumen 

hasta 2 mL. El proceso se repitió para las siguientes muestras (C2, C3, …, Cf), 

asegurando que cada disolución mantuviera el pH y volumen requeridos. De 

la última disolución (Cf), se descartó 1 mL.  
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Para medir la fluorescencia, se preparó un blanco de referencia del pireno (P2), 

con 1 mL de agua Milli-Q ajustada a pH 4. A continuación, se añadieron 17 μL 

de una disolución estándar de pireno (P1) a cada muestra preparada (L1, P2, C1, 

C2, …, Cf). Finalmente, se registraron los datos de fluorescencia para todas las 

muestras.  

Antes de estudiar los compuestos de ensayo, se validó el método de 

fluorimetría del pireno utilizando un surfactante conocido, el dodecilsulfato 

de sodio (SDS).  

Para cada ensayo experimental se realizaron 3 tipos de mediciones: blanco, de 

control y el compuesto a estudiar. Las muestras se prepararon con 12 h de 

antelación para asegurar que los compuestos alcanzaran el equilibrio en la 

disolución. Para medir la fluorescencia se empleó una cubeta de cuarzo con 

capacidad de 1 mL.  

El ensayo comienza con la medición del blanco (P2), que contiene la 

disolución de trabajo (agua Milli-Q) a su respectivo pH. Este paso permite 

determinar la fluorescencia del pireno en la disolución de trabajo. El pireno se 

excitó a una longitud de onda de 334 nm, y su emisión se registró a 373 y 384 

nm, correspondiente al primer y tercer rango vibratorio. Las rendijas utilizadas 

para la excitación y emisión se ajustaron a 8 y 2 nm. Posteriormente, se midió 

la muestra de control (L1), que corresponde a la disolución con la 

concentración más alta del compuesto de ensayo. Esta medida se realiza para 

regular las rendijas de excitación y emisión del fluorímetro. Finalmente, se 

midieron los compuestos de ensayo. Cada experimento se realizó por 

duplicado.  
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Cálculos 

En cada experimento se registraron las bandas de emisión del pireno a 

longitudes de onda de 373 y 384 nm. Con estos datos, se calculó la relación de 

las intensidades entre los pares de bandas (II/IIII) y se representó gráficamente 

en función del logaritmo de la concentración de las soluciones (Figura 3.5 

(A)). Para determinar el valor de la CMC, los datos experimentales se 

ajustaron por mínimos cuadrados utilizando un modelo para la intensidad de 

fluorescencia27 en estado estacionario. Para la elaboración de las curvas de 

CMC se utilizó un script en Python, haciendo uso de la biblioteca SciPy. 

 

3.2.14 Ensayos de permeabilidad artificial en paralelo 

Fundamento 

El ensayo de permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA) es 

un método no celular ampliamente utilizado en las primeras etapas del 

desarrollo de fármacos para predecir la capacidad de los compuestos de 

atravesar membranas por difusión pasiva.36-39 Este método fue introducido por 

Kansy y colaboradores en 1998 y, desde entonces, ha evolucionado hasta 

consolidarse como un modelo biomimético eficiente debido a su rapidez, 

versatilidad y bajo coste.37  

Una de las principales ventajas del ensayo PAMPA es su capacidad para evitar 

los problemas de precipitación que suelen surgir al trabajar con compuestos 

de baja solubilidad a concentraciones clínicamente relevantes en ensayos 

celulares.37 Este aspecto es particularmente útil en la evaluación de 

compuestos con propiedades fisicoquímicas complejas. 

El ensayo PAMPA se lleva a cabo en un soporte poroso de membrana de 96 

pocillos, donde se evalúa la capacidad de un compuesto para difundirse desde 
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un compartimento donante, a través de una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF) impregnada con lípidos disueltos en un solvente 

orgánico, hacia un compartimento aceptor (placa PAMPA). Estas membranas 

pueden formularse para simular diferentes tipos de barreras biológicas, como 

la barrera hematoencefálica o la membrana mitocondrial, lo que permite un 

análisis de la permeabilidad en contextos fisiológicos relevantes. 

Procedimiento 

Material requerido 

Para los ensayos PAMPA realizados con los compuestos de esta tesis, se 

utilizaron placas de 92 pocillos diseñadas para sistemas de compartimentos 

donante y receptor. Como placa donante se empleó el modelo MultiScreen-IP 

(MAIPNTR10) de Merck-Millipore, con membrana de PVDF hidrófoba, 

transparente, no estéril, y un tamaño de poro de 0.45 µm. La placa receptora 

correspondió al modelo MATRNPS50 de la misma compañía. Para la lectura 

espectrofotométrica, se utilizó una placa compatible con UV (modelo 

MSCPNUV40), también de Merck-Millipore. 

Preparación de soluciones  

Se preparó una solución al 1% (p/v) del lípido de membrana en dodecano 

(~500 μL /placa), aplicando ultrasonido para asegurar su completa disolución. 

El compuesto de ensayo (L, 1 mM) se disolvió en 0.5 mL de agua Milli-Q o 

DMSO, y posteriormente se diluyeron 100 μL de esta disolución en 1 mL de 

agua Milli-Q ajustada a pH 4.  

Este procedimiento se repitió para cada uno de los valores de pH de 

establecidos (4, 6, 7, 8 y 10), verificando y ajustando el pH con HCl o NaOH 

cuando fue necesario. Además, se prepararon 10 mL de agua Milli-Q ajustada 

a cada uno de los pH indicados.  
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Procedimiento experimental 

El ensayo se realiza utilizando placas de 96 pocillos con base porosa (Merck), 

específicas para ensayos de difusión pasiva. El lípido de membrana utilizado 

fue un extracto de lípidos polares del cerebro, disuelto en dodecano (Avanti 

polar lipids). Se preparó una solución al 1% (p/v) del lípido en dodecano, 

utilizando aproximadamente 500 µL por placa, aplicando ultrasonido para 

asegurar una disolución completa. 

Para llevar a cabo el ensayo, se depositan 5 µL de la solución de lípido sobre 

la frita porosa de cada pocillo de la placa donante. A continuación, se añaden 

150 µL de la solución de donante que contiene el compuesto de ensayo en cada 

pocillo de la placa donante. Después se incorporaron 300 µL de tampón TRIS 

en cada pocillo de la placa aceptora. Posteriormente, se ensamblaron ambas 

placas garantizando el contacto entre la membrana y el tampón del 

compartimento aceptor. La placa se incuba a temperatura ambiente durante 16 

horas (Figura 3.6). 

 

Figura 3.6: Esquema de difusión pasiva mediante el ensayo PAMPA. 
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compuesto de ensayo. Después de la incubación, la placa PAMPA se desmonta 

y se registran los espectros de absorción UV/Vis de 250 a 500 nm, tanto para 

la placa aceptora como para la placa de referencia. El ensayo también permitió 

evaluar el efecto del pH sobre la permeabilidad, mediante el ajuste previo de 

las disoluciones utilizadas. 

Cálculos  

El valor de permeabilidad efectiva (Pe) se determina a partir de la relación 

entre la concentración del compuesto en el compartimento aceptor (AA) al 

finalizar el ensayo y la concentración teórica en equilibrio (AE) según las 

siguientes ecuaciones:38 

Pe = − K ∙ ln (1 −  
CA

CE

) 

Donde:  

K = 
VD ∙ VA

S ∙ t ∙ (VD + VA)
   

Si se trata de una sola especie absorbente cuya absorbancia es la misma en 

ambas fases.                                                                                                                  

𝐴𝐴 = ε ∙ l ∙ CA 

𝐴𝐸  = ε ∙ l ∙ CE 

Pe = −
VD ⋅ VA

S ⋅ t ⋅ (VA + VD)
ln

AA

AE

 

Donde VD y VA son los volúmenes de los pocillos en las placas donante y 

aceptora, respectivamente (0.15 cm-3 y 0.30 cm-3); S es la superficie efectiva de 

la membrana (0.24 cm2); t es el tiempo de incubación; CA concentración del 

compuesto en el compartimento aceptor al finalizar el ensayo; CE 

concentración teórica de equilibrio; y AA/AE la razón entre las absorbancias 

medidas en la placa aceptora y la placa de referencia.  

 

(3.31) 

(3.34) 

(3.32) 

(3.33) 

(3.30) 
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El balance de masa establece que: 

CE ∙ (VA + VD) = C0 ∙ VD = CA ∙ VA + CD ∙ VD 

Y el error de propagación de permeabilidad (σPe
) viene dado por: 

σPe
 =
C ∙ σr

1− r
 

Siendo r, la relación de absorbancias entre la placa aceptora y la de referencia 

o equilibrio.  

r = 
AA

AE
 

Donde:  

(
σr

r
)
2

= (
σAA

AA

)
2

+ (
σAE

AE

)
2

 

Los cálculos de permeabilidad efectiva se representaron mediante un ajuste 

no lineal tal como se muestra en la Figura 3.7. En ella se ilustran las curvas de 

permeabilidad para los compuestos de ensayo, junto con los límites de 

cuantificación del método.  

 
Figura 3.7: Permeabilidad y límites de cuantificación de los 

compuestos de ensayo. 
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3.2.15 Estudios computacionales 

Los estudios computacionales sobre micelas han cobrado especial importancia 

como herramienta para interpretar a nivel molecular los datos experimentales. 

En particular, las simulaciones de dinámica molecular permiten obtener una 

visión detallada a escala molecular de las propiedades de las micelas. Estas 

simulaciones permiten explorar cómo las moléculas interactúan y se organizan 

en soluciones, ofreciendo información que complementa los resultados 

experimentales. 

El dodecilsulfato de sodio (SDS), un tensioactivo ampliamente utilizado como 

modelo en estudios teóricos, ha sido objeto de numerosas simulaciones que 

han contribuido significativamente a comprender la formación y el 

comportamiento de micelas. 

En este estudio se simuló un sistema compuesto por 100 moléculas de un 

ligando específico (L) mediante dinámica molecular. Durante la simulación, 

las moléculas se agruparon para formar una única micela, que se mantuvo 

estable a lo largo del tiempo. A partir de los datos obtenidos sobre el momento 

de inercia (I) de la micela, se calculó la excentricidad promedio (e) utilizando 

la siguiente ecuación:40  

e = 1−
Imin

Iavg

 

Este cálculo de la excentricidad proporciona una medida de cuán elíptica o 

esférica es la micela, lo que ayuda a describir con mayor precisión su 

geometría y las interacciones internas entre las moléculas de ligando. 

También se estimó el radio micelar promedio (Rs) a partir del radio de giro 

(Rg). El Rs representa el radio de una esfera equivalente al tamaño global de la 

micela, mientras que el Rg corresponde a la raíz cuadrada del promedio de las 

(3.39) 
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distancias al cuadrado entre los átomos y el centro de la masa de la micela. El 

Rs se ha estimado utilizando la ecuación (3.40).40  

Rs = √
5

3
Rg 

Los resultados de estas simulaciones ofrecen una base sólida para comparar y 

comprender mejor los datos experimentales relacionados con las micelas 

formadas por estos ligandos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3.40) 
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“No solo presento moléculas: 

presento el arte oculto de la 

cooperación de la materia.” 

— Mercy  Arteaga —
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4.1 Introducción  

La metodología de síntesis de azamacrociclos propuesta por Jack E. Richman 

y Thomas J. Atkins en los años setenta, conocida como la síntesis de "análogos 

nitrogenados de los éteres corona"(Figura 4.1),1,2 ha demostrado ser una 

herramienta valiosa y adaptable para las investigaciones en química y 

bioquímica. Su versatilidad ha permitido su aplicación en múltiples contextos, 

lo que ha abierto nuevas posibilidades en la síntesis de compuestos con 

propiedades específicas. 

 
Figura 4.1: Esquema de reacción para la síntesis de compuestos macrocíclicos propuesto 

por Richman y Atkins.1 

 

Originalmente, la síntesis de Richman-Atkins se destacó por su rapidez y buen 

rendimiento para obtener aminas cíclicas de tamaño medio a grande. Este 

enfoque se basa en la condensación de una sal sódica de bis-p-

toluenosulfonamida con bis-tosilatos, bis-mesilatos o bis-haluros, en 

condiciones de alta dilución.3 En los últimos años se han desarrollado diversas 

variantes de esta reacción.1,2 En este trabajo se emplea una de esa variantes, 

desarrollada previamente por nuestro grupo,4 para la síntesis de los ligandos 

presentados en esta tesis. Un esquema detallado del procedimiento sintético 

se muestra en la Figura 4.2. 

4.1.1 Protección de los grupos amino 

La protección de grupos amino utilizando cloruro de p-toluensulfonilo (TsCl), 

introducida por Emil Fischer,5 es ampliamente empleada en síntesis orgánica.6 

Sus beneficios incluyen monofuncionalidad con aminas primarias, 
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estabilidad, facilidad de separación y la posibilidad de generar derivados sin 

introducir nuevos centros estereogénicos. Aunque esta metodología es 

especialmente eficiente con aminas primarias, las aminas secundarias también 

pueden ser tosiladas bajo condiciones adecuadas, especialmente cuando no 

existe impedimento estérico. Esta estrategia es esencial para la manipulación 

selectiva de grupos amino durante la síntesis de compuestos orgánicos.7-9 

4.1.2 Ciclación/Condensación 

En la síntesis mediante la metodología de Richman-Atkins, la reacción 

implica el ataque nucleofílico de una amina tosilada al carbono activado de un 

bis-derivado adecuado (por ejemplo, bis-tosilatos, derivados de piridina, etc.), 

y se lleva a cabo en presencia de una base que mantiene desprotonado el grupo 

sulfonamida permitiendo así la formación eficiente del enlace deseado.  

Los grupos tosilo desempeñan un papel crucial al incrementar la acidez de las 

aminas, aumentando su reactividad frente al ataque nucleofílico. Además, 

debido a su tamaño, estos grupos confieren rigidez a la cadena poliamínica, 

favoreciendo la preorganización de la cadena durante la reacción de ciclación. 

Una vez se ha producido la reacción del primer grupo amino secundario, las 

repulsiones estéricas causadas por los grupos tosilo provocan el plegamiento 

de la poliamina, posicionando la segunda amina terminal cerca del carbono 

bencílico sin reaccionar de la piridina. Así, la longitud de la cadena 

poliamínica y la cantidad de grupos tosilo influyen en la formación de 

monómeros frente a polímeros.7-9  

El segundo aspecto crucial en esta reacción es la aplicación de condiciones de 

alta dilución. El agente electrofílico se añade gota a gota sobre la disolución 

que contiene la cadena nucleofílica, con el objetivo de evitar altas 

concentraciones locales de reactivos. Esta estrategia favorece la formación del 

producto de condensación con una relación molar 1:1, minimizando la 



_____________________________________________________________ 
 

132 

 

Capítulo 4 

formación de subproductos de policondensación. La reacción se lleva a cabo 

en acetonitrilo seco, en presencia de carbonato potásico, que actúa como base 

para neutralizar el ácido generado durante el proceso y evitar la protonación 

de la amina. En conjunto, estas condiciones contribuyen a mejorar la 

eficiencia y la selectividad en la síntesis de poliazamacrociclos 1:1. 

4.1.3 Funcionalización de la poliamina ciclada  

La funcionalización es un aspecto clave en química supramolecular ya que 

permite modular las propiedades del receptor.10 Este proceso implica la 

introducción de grupos funcionales en la estructura molecular, con el fin de 

conferirle características particulares.2 Al incorporar grupos específicos, se 

pueden modificar diversas propiedades químicas y físicas de la molécula, lo 

que amplía su aplicabilidad en contextos específicos. Por ejemplo, la 

incorporación de un grupo fluoróforo11 durante la funcionalización puede 

dotar al compuesto de propiedades fluorescentes,12 permitiendo su aplicación 

en técnicas de imágenes o marcado celular. La introducción de grupos 

acetato,2,13 que aportan átomos dadores adicionales, puede influir en la 

capacidad de formar enlaces químicos específicos o participar en 

interacciones moleculares específicas. Asimismo, la incorporación de grupos 

lipófilos o hidrófilos puede alterar significativamente la solubilidad del 

sistema. 

4.1.4 Eliminación de los grupos protectores  

La eliminación de grupos sulfonamida, introducidos como grupos protectores 

de aminas secundarias mediante cloruros de tosilo, fue históricamente un 

aspecto de interés en síntesis orgánica debido a la notable estabilidad de estos 

grupos bajo condiciones estándar.8 A lo largo de los años, se han desarrollado 

numerosos métodos efectivos, tanto reductores como fuertemente ácidos. 

Algunos ejemplos incluyen el uso de Li/NH₃ reportado por el grupo de 
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Heathcock en los años ochenta,14 la reacción de transferencia electrónica 

fotosensibilizada desarrollada por el grupo de Ayadim,15 que utilizó radiación 

ultravioleta, EtOH, H₂O, NaBH₄ y 1,2-dimetoxibenceno, así como el 

procedimiento descrito por Kudav,16 basado en una combinación de HClO₄ y 

AcOH. 

La elección del método para la eliminación de los grupos tosilo, que 

generalmente constituye la etapa final de la síntesis, depende de las 

condiciones requeridas.  En este trabajo, se adoptó el método de detosilación 

propuesto por el grupo de Snyder en los años cincuenta,17,18 que implica la 

escisión de los sistemas de sulfonamida en condiciones fuertemente ácidas 

generadas por una mezcla de ácido bromhídrico, ácido acético y fenol. La 

reacción se llevó a cabo en condiciones de reflujo durante 24 a 48 h. Dado que 

se forma Br2 durante la reacción, fue necesario añadir un aceptor de bromo 

suficientemente eficaz para proteger las aminas de la adición electrofílica. En 

este contexto, el fenol desempeña un papel crucial durante la reacción, 

actuando como eliminador de radicales.17 Este enfoque se eligió por su 

practicidad y eficacia, y se empleó para obtener todos los ligandos presentados 

en esta tesis (Figura 4.2). 

4.1.5 Metilación de las aminas secundarias 

El procedimiento de metilación empleado en este trabajo se fundamenta en 

una ligera variación de la reacción de Eschweiler-Clarke,19,20 que utiliza 

formaldehído y ácido fórmico para la alquilación de las aminas. Este enfoque 

presenta dos ventajas que lo hacen especialmente adecuado para la metilación 

de los compuestos estudiados: en primer lugar, muestra una selectividad 

pronunciada hacia los grupos amino frente a otros nucleófilos, lo que facilita 

la síntesis de aminas terciarias a partir de secundarias; en segundo lugar, evita 

que la reacción continue hasta formar grupos amino cuaternarios.21,22   
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Figura 4.2: Esquema de reacción de la síntesis de los ligandos. 
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4.2 Síntesis de los ligandos 

4.2.1 Protección de grupo amino con grupo tosilo 

Mecanismo 

En la reacción de tosilación, el grupo que se desea proteger es nucleofílico y 

protonable; por ello requiere la presencia de una base que lo mantenga 

desprotonado. El reactivo utilizado es el cloruro de tosilo (cloruro del ácido 

p–toluensulfónico). El mecanismo de la reacción consiste en una sustitución 

nucleofílica en la cual la amina actúa como nucleófilo desplazando al cloruro 

y formando un enlace sulfonamida (Figura 4.3).  

 
Figura 4.3: Esquema del mecanismo de reacción de tosilación de un grupo amino.23 

 

Procedimiento general 

La poliamina a tosilar (10.26 mmol) se disuelve en THF (100 mL). A esta 

solución se añade una disolución acuosa de K2CO3 (1.2 equivalentes por cada 

grupo amino a tosilar, en 100 mL de agua). Ambas disoluciones se mezclan en 

un matraz de fondo redondo, bajo fuerte agitación y a temperatura ambiente. 

A continuación, se añade gota a gota cloruro de tosilo (1.1 equivalente por 

grupo amino a tosilar), previamente disuelto en THF (50 mL). La mezcla se 

mantiene en agitación por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se elimina el 

disolvente orgánico a presión reducida. La fase acuosa resultante se extrae con 

CH2Cl2 (3 × 50 mL) y la fase orgánica se seca sobre Na2SO4 anhidro. Tras 

filtrar el sólido, se elimina el disolvente bajo presión reducida hasta obtener 

un residuo seco. Este residuo se suspende en etanol y se lleva a reflujo durante 
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3 horas. Finalmente, se deja enfriar la mezcla, se filtra el sólido blanco 

formado y se lava con etanol. El rendimiento típico del proceso es del 75 %. 

4.2.2 Procedimiento de ciclación/condensación 

 
Figura 4.4: Esquema de mecanismo de reacción de ciclación. 

 

Procedimiento general de ciclación  

La amina tosilada (2.08 mmol) y K2CO3 (10 equiv. por grupo amino a ser 

alquilado) se suspenden en acetonitrilo anhidro (150 ml) en un matraz de 

fondo redondo. Posteriormente, el derivado de piridina se disuelve en 50 ml 

de acetonitrilo anhidro, con una relación molar de 1: 1.1 (amina tosilada: 

derivado de piridina), y se coloca en un embudo de adición. La mezcla se 

calienta hasta reflujo y, bajo agitación intensa, se añade gota a gota el 

contenido del embudo de adición sobre la suspensión inicial durante 3h. La 

reacción se mantiene a reflujo, en atmósfera inerte, durante 24 h. Transcurrido 

este tiempo, se enfría la mezcla y se filtra el sólido (K2CO3). El disolvente de 

la solución resultante se evapora a presión reducida. Al sólido obtenido se le 

añade H2O y se extrae con CH2Cl2 (3x50 mL). Las fracciones de fase orgánica 

se juntan, se seca sobre Na2SO4 anhidro, y tras la filtración se elimina el 

CH2Cl2 a presión reducida. Finalmente, el producto se purifica por 

recristalización en etanol caliente. El rendimiento típico es del 85 %. 
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4.2.3 Procedimiento de funcionalización 

Mecanismo 

Para llevar a cabo la funcionalización, se dispone de diversas estrategias 

sintéticas, y en este trabajo se ha optado por la utilización de la reacción entre 

una amina primaria o secundaria y un haluro de alquilo. Este enfoque, 

representado en la Figura 4.5, ha sido empleado como método clave en la 

síntesis, permitiendo la introducción selectiva de grupos específicos en la 

molécula objetivo. 

 
Figura 4.5: Esquema de mecanismo de reacción de funcionalización. 

 

Procedimiento general 

La amina que se desea funcionalizar (4.21 mmol) y K2CO3 (10 equiv. por 

grupo amino a funcionalizar) se suspenden en acetonitrilo anhidro (200 mL) 

en un matraz de fondo redondo de dos bocas. Posteriormente, el bromuro de 

alquilo se disuelve en 50 mL de acetonitrilo anhidro, con una relación molar 

de 1: 1.3 (amina: bromuro de alquilo), y se coloca en un embudo de adición. 

La mezcla se calentó hasta reflujo y, bajo agitación intensa, se añade gota a 

gota el contenido del embudo de adición sobre la suspensión inicial. La 

reacción se mantiene a reflujo, en atmósfera inerte, durante 4 días. 

Transcurrido este tiempo, se enfría la mezcla y se filtra el sólido (K2CO3). El 

disolvente de la solución resultante se evapora a presión reducida, 

obteniéndose un aceite amarillento. El rendimiento típico es del 85 %. 
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4.2.4 Procedimiento general de detosilación 

 
Figura 4.6: Esquema de mecanismo de reacción de eliminación de grupos tosilo.23 

 

Procedimiento general 

El compuesto tosilado (3.15 mmol) y el fenol (12.7 equiv. por grupo protector) 

se suspenden en HBr-AcOH al 33 % (12.7 L por grupo protector). La mezcla 

se calienta a reflujo durante 24h. La suspensión resultante se filtra y se lava 

varias veces con EtOH anhidro, obteniéndose el producto como un sólido 

blanco en forma de sal de bromhidrato de la amina. El rendimiento típico es 

del 45–50 %.  
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4.2.5 Metilación de las aminas secundarias 

Mecanismo 

El mecanismo de la reacción implica el ataque de una amina no terciaria al 

carbonilo de una molécula de formaldehído protonado, generando un ion 

iminio intermedio. Posteriormente, el catión iminio reacciona con el ácido 

fórmico para producir una amina metilada, liberando dióxido de carbono 

como subproducto gaseoso. Un análisis más detallado del mecanismo de 

reacción se presenta en la Figura 4.7. 

 
Figura 4.7: Esquema de mecanismo de reacción de metilación siguiendo el procedimiento 

de Eschwweiler-Clarke adaptado de [23]. 

 

Procedimiento general  

La sal de bromhidrato de la amina (1.63 mmol) se disuelve junto con ácido 

fórmico (46 equiv. por amina a alquilar) y formaldehído (46 equiv. por amina 

a alquilar) en 5 mL de agua Milli-Q, y se agita a 100 ºC durante 4 días. 

Posteriormente, la mezcla se neutraliza con lentejas de NaOH. A continuación, 

se realiza una extracción líquido-líquido con CH2Cl2/Agua/Amoniaco. La fase 

orgánica se seca sobre Na2SO4 anhidro y se elimina el CH2Cl2 a presión 

reducida. Una vez alcanzada la sequedad, el compuesto se obtiene en forma 

de aceite. El rendimiento típico es del 80 %. 
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4.3 Síntesis y caracterización de pytren y derivados 

4.3.1 Síntesis de tren Ts  

Para obtener el tren Ts24 (tris[2–(N–p–toluensulfonilaminoetil)]amina), se 

partió de la poliamina comercial tren (tris–(2–aminoetil)amina) y se realizó la 

reacción según lo descrito en la Figura 4.3. Como producto se obtuvo un 

sólido blanco.  

 
 

Rendimiento: 80% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.80 – 7.73 (m, 6H), 7.26 (d, J = 8.3 Hz, 6H), 

5.92 (t, J = 6.1 Hz, 3H), 2.87 (q, J = 3.9 Hz, 6H), 2.44 (dd, J = 6.5, 4.2 Hz, 

6H), 2.39 (s, 9H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 143.3, 136.9, 129.8, 127.2, 54.1, 40.9, 21.6. 

4.3.2 Síntesis de pytren Ts  

Se ha llamado Pytren Ts, por simplicidad y mejor comprensión, siguiendo 

una nomenclatura alfanumérica abreviada derivada de la empleada para los 

éteres corona y criptandos. Pytren hace referencia a la poliamina utilizada 

como esqueleto principal, mientras que Ts se relaciona con el grupo tosilo 

presente en la estructura. 

La ciclación del tren Ts (tris[2–(N–p–toluensulfonilaminoetil)]amina) con un 

espaciador piridina da como resultado el pytren Ts24,25 (6–[2– (p–

toluensulfonilamino)etil]–3,6,9–triaza–3,9–p–toluensulfonil–1–(2,6)–

N

H
N

H
N

SS

O

O

O

O

NH
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O
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piridinaciclodecafano). La reacción se llevó a cabo según lo indicado en la 

Figura 4.4, en condiciones de alta dilución, utilizando 2,6–

bis(bromometil)piridina (2.25 g, 8.49 mmol) en acetonitrilo seco (100 mL), y 

tren Ts (5.18 g, 8.51 mmol) con K2CO3 (11.76 g, 85.08 mmol) disuelto en 

CH3CN seco (400 mL) durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de 

reacción, la mezcla se enfrió y se filtró el sólido (K2CO3). El disolvente de la 

solución resultante se evapora a presión reducida. Al sólido obtenido se le 

añade H2O y se extrae con CH2Cl2 (3x50 mL). Las fracciones de fase orgánica 

se juntan, se seca sobre Na2SO4 anhidro, y tras la filtración se elimina el 

CH2Cl2 a presión reducida. Finalmente, el producto se purificó por 

recristalización de etanol caliente, dando lugar a la formación de cristales 

similares a las lentejas.  

 
 

Rendimiento: 75% 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.72 (ddd, J = 14.9, 8.1, 1.7 Hz, 7H), 7.36 – 

7.26 (m, 8H), 5.05 (s, 1H), 4.31 (s, 4H), 3.07 (t, J = 7.3 Hz, 4H), 2.85 (d, J = 

5.7 Hz, 2H), 2.46 (s, 6H), 2.41 (s, 3H), 2.38 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 2.32 (t, J = 

7.4 Hz, 4H).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 155.6, 144.2, 144.0, 139.3, 137.3, 136.3, 130.4, 

127.6, 124.2, 55.2, 54.3, 52.3, 46.0, 41.1, 22.1. 

N

TsN NTs
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4.3.3 Funcionalización de pytren Ts 

En la funcionalización del Pytren Ts se asignan los nombres IUPAC 

correspondientes a todos los ligandos empleados. Sin embargo, para facilitar 

la lectura y la comprensión, en el texto, tablas y figuras se utiliza una 

nomenclatura simplificada. Esta se basa en identificar cada ligando según el 

número de átomos de carbono de la cadena hidrocarbonada que funcionaliza 

al Pytren Ts, de modo que un ligando con una cadena de ocho átomos de 

carbono se designa como L8Ts, uno con dieciséis átomos de carbono como 

L16Ts y uno con veintidós átomos de carbono como L22Ts. 

Síntesis de L8Ts 

El L8Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-

il)etil)-N-octanil-4- metilbencenosulfonamida) se obtiene al hacer reaccionar 

el grupo amino de la cadena lateral del pytren Ts (6–[2– (p–

toluensulfonilamino)etil]–3,6,9–triaza–3,9–p–toluensulfonil–1–(2,6)–

piridinaciclodecafano) con el bromuro de alquilo, 1-bromooctano. 

Se siguió el procedimiento descrito en la Figura 4.5 utilizando pytren Ts (6–

[2– (p–toluensulfonilamino)etil]–3,6,9–triaza–3,9–p–toluensulfonil–1–(2,6)–

piridinaciclodecafano) (3.00 g, 4.21 mmol), 1-bromooctano (1.06 g, 5.48 

mmol) y K2CO3 (5.82 g, 42.11 mmol). El producto final tiene un aspecto 

aceitoso de color amarillento. 
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Rendimiento: 85% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.74 (tt, J = 7.6, 2.3 Hz, 7H), 7.38 – 7.27 (m, 

8H), 4.34 (s, 4H), 3.16 – 3.08 (m, 4H), 3.00 (dd, J = 14.9, 7.6 Hz, 4H), 2.57 – 

2.49 (m, 2H), 2.43 (d, J = 8.0 Hz, 9H), 2.38 – 2.30 (m, 4H), 1.44 (d, J = 7.3 

Hz, 2H), 1.23 (s, 10H), 0.89 – 0.85 (m, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.9, 143.5, 143.0, 136.7, 135.9, 135.7, 129.9 

(d, J = 3.8 Hz), 129.7, 127.3 – 127.0 (m), 123.9, 54.7, 54.5, 53.8, 51.4, 49.4, 

46.7, 45.5, 44.3, 31.7, 29.2, 28.7, 28.2, 26.7, 22.6, 21.5, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 824.35 ([M + H]+). 

Síntesis de L16Ts 

La amina L16Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-

6-il)etil)-N-hexadecil-4-metilbencenosulfonamida) se obtiene siguiendo el 

mimo procedimiento que en la síntesis del L8Ts. 

Esta amina se funcionalizó mediante una reacción entre el pytren Ts (2.47 g, 

3.47 mmol), el 1-bromohexadecano (1.38 g, 4.51 mmol) y K2CO3 (4.79 g, 

34.66 mmol), como se describe en la Figura 4.5. Como producto, se obtuvo 

un aceite de color amarillento. 
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Rendimiento: 78% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.74 (t, J = 7.8 Hz, 7H), 7.36 – 7.27 (m, 8H), 

4.34 (s, 4H), 3.12 (t, J = 7.8 Hz, 4H), 3.06 – 2.97 (m, 4H), 2.58 – 2.49 (m, 

2H), 2.43 (d, J = 7.9 Hz, 9H), 2.34 (t, J = 8.0 Hz, 4H), 1.45 (s, 2H), 1.26 – 

1.23 (m, 26H), 0.88 (s, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.9, 143.5, 143.0, 138.7, 136.7, 135.9, 129.9, 

129.7, 127.2, 123.9, 54.5, 51.4, 49.4, 46.7, 44.3, 31.9, 29.7, 29.7, 29.7, 29.6, 

29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 28.8, 28.6, 28.2, 26.7, 25.9, 22.7, 21.6, 21.5, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 936.48 ([M + H]+). 

Síntesis de L22Ts 

El L22Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-

il)etil)-N-docosil-4-metilbencenosulfonamida) se obtuvo a partir de pytren Ts 

(2.00 g, 2.81 mmol). Se funcionalizó la amina mediante una reacción con 1-

bromodocosano (1.42 g, 3.65 mmol) y K2CO3 (3.88 g, 28.07 mmol), tal como 

se indica en la figura 4.5. Como producto se obtuvo un aceite de color 

amarillento.  
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Rendimiento: 83% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.77 – 7.70 (m, 7H), 7.36 – 7.27 (m, 8H), 4.33 

(s, 4H), 3.16 – 3.08 (m, 4H), 3.01 (dd, J = 14.8, 7.3 Hz, 4H), 2.53 (t, J = 7.7 

Hz, 2H), 2.43 (d, J = 7.9 Hz, 9H), 2.38 – 2.31 (m, 4H), 1.44 (d, J = 7.5 Hz, 

2H), 1.25 (d, J = 1.0 Hz, 38H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 155.1 (d, J = 12.3 Hz), 143.6, 143.1, 138.7, 

136.7, 135.9, 130.1 – 129.8 (m), 129.7, 127.4 – 127.0 (m), 123.9, 54.8, 54.5, 

53.8, 51.8, 51.5, 49.4, 46.8, 45.5, 44.4, 40.6, 34.1, 32.9, 31.9, 29.7, 29.7, 29.6, 

29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 28.8, 28.2, 26.7, 22.7, 21.6, 21.5, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 1020.57 ([M + H]+). 

4.3.4 Síntesis de pytren bromhidrato 

Síntesis de L8-H 

El L8-H (N-(2-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-il)etil)-N-

octanil), en forma de sal bromhidrato, se obtuvo mediante la detosilación del 

L8Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaclicodecafano-6-il)etil)-N-

octanil-4- metilbencenosulfonamida) siguiendo el procedimiento que se 

indica en la Figura 4.6.  
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Para ello, se emplearon L8Ts (3.40 g, 4.13 mmol) y fenol (14.81 g, 157.37 

mmol) en 158 mL de HBr/HAc al 33 %. Como resultado, se obtuvo un sólido 

blanco correspondiente a la sal bromhidrato de L8-H. 

 
Rendimiento: 85% 

1H NMR (300 MHz, D2O) δ 7.90 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 

4.57 (s, 4H), 3.22 (dd, J₁ = 10.2 Hz, J₂ = 5.5 Hz, 6H), 3.07–2.94 (m, 4H), 2.91–

2.82 (m, 4H), 1.62 (p, J = 7.6 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 14.8 Hz, 10H), 0.82–0.70 

(m, 3H). 

13C NMR (75 MHz, D2O) δ 148.9, 139.8, 122.2, 50.9, 50.5, 49.4, 48.2, 45.9, 

42.9, 30.9, 28.1, 25.6, 25.5, 21.9, 13.3. 

MS (ESI) m/z: 362.38 ([M + H]+ ).  

Análisis elemental: calculado (%) para C21H39N5·0.1C3H6O·4.3HBr: C, 

35.77; H, 6.19; N, 9.79. Encontrado: C, 35.45; H, 6.12; N, 9.56. 

Síntesis de L16-H 

El L16-H (N-(2-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-il)etil)-N-

hexadecil), en forma de sal bromhidrato se obtuvo mediante la detosilación 

del L16Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-

il)etil)-N-hexadecil-4-metilbencenosulfonamida), siguiendo el mismo 

procedimiento descrito en la figura 4.6. 
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Para ello, se emplearon L16Ts (2.95 g, 3.15 mmol) y fenol (11.30 g, 120.07 

mmol) en 120 mL de HBr/HAc al 33 %. Como resultado se obtuvo un sólido 

beige correspondiente a la sal bromhidrato de L16-H. 

 
 

Rendimiento: 83% 

1H NMR (300 MHz, D2O) δ 7.88 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 

4.67–4.49 (m, 4H), 3.30 (d, J = 22.3 Hz, 6H), 3.11 (s, 4H), 2.90 (d, J = 6.0 

Hz,, 4H), 1.76 (s, 2H), 1.50–1.05 (m, 26H), 0.91–0.71 (m, 3H). 

13C NMR (75 MHz, D2O) δ 148.6, 139.7, 122.3, 51.1, 50.5, 49.5, 48.5, 46.1, 

43.7, 32.0, 30.1, 29.9, 29.6, 28.5, 26.7, 26.1, 22.7, 13.9. 

MS (ESI) m/z: 474.45 ([M + H]+).   

Análisis elemental: calculado (%) para C29H55N5·0.4C3H6O·4.8HBr: C, 

40.97; H, 7.08; N, 7.91. Encontrado: C, 41.03; H, 6.66; N, 7.86. 

Síntesis de L22-H 

El L22-H (N-(2-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-6-il)etil)-N-

docosil), en forma de sal bromhidrato se obtuvo mediante la detosilación del 

L22Ts, siguiendo el mismo procedimiento utilizado para L16-H. 

Se partió de L22Ts (N-(2-(3,9-ditosil-3,6,9-triaza-1(2,6)-

piridinaclicodecafano-6-il)etil)-N-docosil-4- metilbencenosulfonamida) (2.60 
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g, 2.55 mmol) y fenol (9.14 g, 97.12 mmol) en 97 mL de HBr/HAc al 33 %. 

Como resultado, se obtuvo un sólido beige correspondiente a la sal de 

bromhidrato de L22-H. 

 
 

Rendimiento: 84% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 7.6 Hz, 

2H), 3.93 (s, 4H), 2.81 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.67 – 2.61 (m, 4H), 2.54 (dd, J = 

6.8, 3.6 Hz, 4H), 2.42 (dd, J = 6.2, 4.0 Hz, 4H), 1.54 – 1.44 (m, 2H), 1.25 (s, 

38H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 158.9, 136.4, 120.1, 56.1, 55.9, 53.6, 50.1, 48.2, 

47.3, 31.9, 30.2, 29.7, 29.7, 29.6, 29.4, 27.4, 22.7, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 558.54 ([M + H]+).   

Análisis elemental: calculado (%) para C35H67N5·1.8C3H6O·4HBr: C, 48.64; 

H, 8.27; N, 7.42. Encontrado: C, 48.76; H, 7.96; N, 7.45. 

4.3.5 Síntesis de metilación de aminas secundarias  

El macrociclo metilado, se obtiene a partir de la metilación de las aminas 

secundarias del macrociclo desprotegido, mediante el procedimiento descrito 

en la Figura 4.7. 
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Metilación de L8-H 

El L8-H en forma de sal bromhidrato (1.20 g, 1.62 mmol), ácido fórmico (46 

equiv. por amina a alquilar) y formaldehído (46 equiv. por amina a alquilar), 

se disolvieron en 5 mL de agua Milli-Q y se agitaron a 100 ºC durante 4 días. 

Como producto, se obtuvo un aceite de color amarillo correspondiente al 

compuesto metilado puro.  

 
 

Rendimiento: 70% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.62 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 7.8 Hz, 

2H), 3.82 (s, 4H), 2.84 (s, 2H), 2.57 (d, J = 6.6 Hz, 4H), 2.48 (d, J = 7.4 Hz, 

9H), 2.34 (s, 2H), 2.26–2.20 (m, 4H), 1.41 (s, 2H), 1.25 (d, J = 3.1 Hz, 12H), 

0.91–0.82 (m, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 157.4, 137.1, 122.0, 62.0, 58.3, 53.1, 52.6, 51.2, 

45.4 (d, J = 30.2 Hz), 42.4, 31.9, 27.5, 22.7, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 404.20 ([M + H]+). 

Análisis elemental: calculado (%) para C24H45N5·2Cl: C, 60.74; H, 9.56; N, 

14.76. Encontrado: C, 59.52; H, 9.08; N, 16.11. 
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Metilación de L16-H 

El L16-H en forma de sal bromhidrato (2.00 g, 2.26 mmol), ácido fórmico (46 

equiv. por amina a alquilar) y formaldehído (46 equiv. por amina a alquilar) 

se disolvieron en 5 mL de agua Milli-Q y se agitaron a 100 ºC durante 4 días. 

Como producto, se obtuvo un aceite de color amarillo correspondiente al 

compuesto metilado puro.  

 
 

Rendimiento: 73% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.61 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 7.7 Hz, 

2H), 3.80 (s, 4H), 2.65 (dd, J = 9.0, 5.5 Hz, 4H), 2.49 (d, J = 7.3 Hz, 9H), 2.38 

(dd, J = 9.1, 5.7 Hz, 4H), 2.31–2.22 (m, 4H), 1.42 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 1.25 (d, 

J = 1.6 Hz, 28H), 0.87 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 157.1, 136.9, 122.3, 62.5, 58.5, 55.9, 52.6, 50.5, 

45.3, 42.8, 31.9, 30.4 – 29.4 (m), 29.4, 27.6, 27.3, 22.7, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 516.50 ([M + H]+).  

Análisis elemental: calculado (%) para C32H61N5·0.8C3H6O·1.8Cl: C, 65.99; 

H, 10.59; N, 11.19. Encontrado: C, 66.17; H, 9.99; N, 11.2. 
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Metilación de L22-H 

El L22-H en forma de sal bromhidrato (1.00 g, 1.02 mmol), ácido fórmico (46 

equiv. por amina a alquilar) y formaldehído (46 equiv. por amina a alquilar) 

se disolvieron en 5 mL de agua Milli-Q y se agitaron a 100 ºC durante 4 días. 

Finalmente, se obtuvo un sólido de color marrón.  

 
 

Rendimiento: 85% 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.61 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 7.7 Hz, 

2H), 3.81 (s, 4H), 2.69 – 2.61 (m, 4H), 2.49 (d, J = 5.6 Hz, 9H), 2.39 – 2.33 

(m, 2H), 2.31 – 2.26 (m, 2H), 2.18 (s, 4H), 1.42 (s, 2H), 1.25 (d, J = 1.9 Hz, 

40H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 157.7, 137.4, 121.4, 61.4, 58.1, 52.5, 45.1, 42.0, 

31.9, 29.7 (d, J = 3.4 Hz), 29.3, 27.5, 26.9, 22.7, 14.1. 

MS (ESI) m/z: 600.59 ([M + H]+).  

Análisis elemental: calculado (%) para C38H73N5·1.2C3H6O: C, 73.42; H, 

12.23; N, 11.27. Encontrado: C, 73.26; H, 12.01; N, 10.7. 
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5.1 Introducción 

Los ligandos azamacrocíclicos son relevantes en Química de Coordinación 

por su alta selectividad y adaptabilidad.1 Su topología cerrada reduce los 

grados de libertad conformacional, proporcionando una geometría de 

coordinación predefinida.2 Esto les confiere una gran afinidad hacia sustratos 

con geometría y tamaño compatibles. La química de estos ligandos es muy 

versátil, abarcando su interacción con metales, aniones, especies neutras, 

propiedades ácido-base, uso como sensores, y su participación en procesos 

dinámicos moleculares, entre otros. 

En el ámbito biológico, los sistemas de defensa antioxidantes están dominados 

por metaloenzimas que dependen de metales como Cu(II), Mn(II) o Fe(II) en 

su centro activo. Estas enzimas desempeñan un papel fundamental en la 

neutralización de especies reactivas de oxígeno, gracias a su capacidad para 

participar en procesos redox. 

En este contexto, los azamacrociclos estudiados en el presente trabajo 

presentan características estructurales que los hacen aptos para imitar la 

función de dichas metaloenzimas. En particular, contienen grupos amino que 

actúan como átomos dadores, capaces de coordinar metales dentro de 

cavidades macrocíclicas cuyo tamaño resulta compatible con el radio iónico 

de los metales de la primera serie de transición.  

El grupo de Química Supramolecular de la Universidad de Valencia (GQS-

UV) sintetizó el ligando pytren (L)(Capítulo 4, pg. 141) mediante un 

procedimiento sencillo y con buen rendimiento. Estudios previos con 

derivados de L han mostrado interacciones prometedoras con metales de 

interés biológico, incluyendo actividad similar a la de la enzima superóxido 

dismutasa Mn-SOD.3 
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En este capítulo, se estudian las propiedades ácido-base y la química de 

coordinación de una serie de ligandos derivados del pytren, funcionalizados 

con cadenas hidrocarbonadas de 8, 16 y 22 átomos de carbono. Estos 

compuestos se agrupan en dos familias: los ligandos no metilados L8-H, L16-

H y L22-H, y los correspondientes ligandos metilados L8-Me3, L16-Me3 y 

L22-Me3. Los estudios se estructuran de manera secuencial: en primer lugar, 

se determinan las constantes de protonación mediante estudios 

potenciométricos, con el objetivo de caracterizar las propiedades ácido-base 

de los ligandos. A partir de estos resultados, se evalúa su comportamiento en 

disolución frente a iones metálicos de interés biológico como Cu(II), Mn(II) 

y Fe(II), presentes en los organismos vivos y relevantes por su participación 

en procesos redox.  

A continuación, se presentan los resultados de los estudios ácido-base y la 

química de coordinación de los nuevos ligandos sintetizados, junto con su 

respectivo análisis y discusión. 

 

5.2 Comportamiento ácido-base 

Antes de discutir los resultados de los ligandos sintetizados, es importante 

considerar la molécula de partida, el pytren.4 Esta molécula es un ligando 

pentadentado, donde cada átomo de nitrógeno dispone de un par de electrones 

no compartidos, lo que lo hace susceptible de protonación. Sin embargo, solo 

tres de ellos se protonan en el intervalo de pH que puede explorarse mediante 

técnicas potenciométricas. La primera protonación se atribuye principalmente 

al grupo amina primario, que es más básico en disolución acuosa que los 

demás nitrógenos. Este dato se refleja en el elevado valor de la primera 

constante (log K = 10.20(6)) (Tabla 5.1). La segunda y tercera protonación 
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ocurren en la cavidad macrocíclica, minimizando las repulsiones 

electrostáticas. No se observan ni la cuarta ni la quinta protonación en el 

intervalo de pH estudiado, que corresponderían a la amina terciaria y el 

nitrógeno de la piridina. Puesto que se mantiene el mismo núcleo básico, se 

espera que las propiedades no difieran significativamente, aunque, 

naturalmente, no serán exactamente iguales. 

Las constantes de protonación de los ligandos derivados del pytren L8-H, 

L16-H y L22-H se determinaron en agua Milli-Q con NaCl como electrolito 

de soporte, y las de sus análogos metilados L8-Me3, L16-Me3 y L22-Me3 se 

determinaron en mezcla etanol/agua Milli-Q, utilizando el mismo electrolito, 

debido a su baja solubilidad en agua. Las constantes refinadas se muestran en 

la Tabla 5.1, junto con los valores previamente publicados para el ligando L, 

a fin de facilitar la comparación.4  

Tabla 5.1: Logaritmos de las constantes de protonación de L8-H, L8-Me3, 

L16-H, L16-Me3, L22-H y L22-Me3 determinadas en 0.15 M NaCl a 

298.1±0.1 K.  

Reacción(a) L(b)(c) L8-H(c) 
L16-

H(c) 

L22-

H(c) 

L8-

Me3(d) 

L16-

Me3(d) 

L22-

Me3(d) 

H + L ⇌ HL 10.20(6)(e) 10.04(1) 9.08(2) 8.37(2) 9.67(2) 9.25(2) 8.40(1) 

H + HL ⇌ H2L 9.18(6) 9.18(1) 8.21(2) 8.14(4) 7.85(2) 7.21(3) 8.02(7) 

H + H2L ⇌ H3L 7.84(5) 7.64(1) 7.41(1) 6.62(3) 7.27(2) 7.10(3) 6.51(4) 

log β 27.22 26.86 24.70 23.13 24.77 23.56 22.94 

a) Se omiten las cargas; b) valores de [4]; c) Medido en agua Milli-Q. d) Medido en H2O:EtOH 

70:30 v/v; e) Los valores entre paréntesis son desviaciones estándar de la última cifra 

significativa. 

 

Con estas constantes, se ha simulado la distribución de especies en disolución, 

cuyos diagramas se muestran en la Figura 5.1. Se puede observar que, para 

todos los ligandos estudiados, se han determinado tres constantes de 
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protonación de valores relativamente similares, excepto en el caso de L22-H 

y L22-Me3. En estos ligandos, no fue posible determinar de forma precisa sus 

constantes de protonación debido a su baja solubilidad, incluso en mezclas 

hidroalcohólicas; por este motivo, no se incluyen en el análisis comparativo 

que se presenta a continuación. 

Además, se calculó la basicidad global, definida como la suma de las 

constantes sucesivas. El efecto de la presencia de grupos octilo (L8-H) y 

hexadecil (L16-H) se puede cuantificar comparando estas constantes globales 

con las del ligando L; la introducción de cadenas hidrofóbicas de mayor 

longitud se traduce en una disminución de la basicidad global. Esta 

observación se atribuye al cambio en la energía de hidratación inducido por la 

incorporación de un grupo hidrofóbico.5,6  

Asimismo, si comparamos las constantes globales de L, L8-Me3 y L16-Me3 

se observa una reducción adicional de la basicidad asociada a la metilación de 

los grupos amino secundarios de los compuestos L8-H y L16-H. 

Concretamente, L8-Me3 reduce la basicidad en 2.5 unidades logarítmicas y 

L16-Me3 en 3.7 unidades logarítmicas. Esta disminución se debe al aumento 

del efecto inductivo, es decir, un mayor efecto electrón donante inducido por 

la metilación.  

En conjunto, tanto la incorporación de cadenas hidrocarbonadas como la 

metilación de los ligandos afectan a las constantes de protonación y, por 

consiguiente, a la basicidad global. 
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Figura 5.1: Diagramas de distribución de especies para la protonación de L8-H, L8-Me3, 

L16-H, L16-Me3, L22-H y L22-Me3 simulados para [L]Total=1mM. 

 

Al analizar las constantes sucesivas para un mismo ligando, se observa una 

tendencia decreciente en sus valores, lo que indica que cada protonación 

sucesiva ocurre con menor afinidad, atribuible al aumento en la repulsión 

electrostática y a los efectos de solvatación de las especies más cargadas. Este 

comportamiento es consistente con lo descrito en estudios previos sobre 

poliaminas.7-10 La primera constante de protonación de cada ligando no 

metilado es la más alta dentro del sistema. En el caso de L16-H, difiere en 

aproximadamente 1 unidad logarítmica respecto a la primera constante del 

ligando L, mientras que para L8-H los valores son similares. Esto refleja la 
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elevada basicidad de la amina secundaria, que se protona en condiciones 

básicas, dando lugar a la especie monoprotonada, predominante hasta pH 

neutro. Esta basicidad se atribuye a la naturaleza química del grupo funcional, 

cuya amina secundaria tiene un par electrónico más accesible para la 

protonación, en contraste con los átomos de nitrógeno terciarios del 

macrociclo, cuya capacidad de captar protones se ve reducida por la 

distribución electrónica y las interacciones intramoleculares. 

La constante de protonación también tiende a disminuir progresivamente con 

el aumento de la longitud de la cadena hidrocarbonada, como se observa al 

comparar L, L8-H y L16-H. En cuanto a la metilación de los grupos amino, 

el efecto sobre la primera constante depende del ligando: en L16-H frente a 

L16-Me3, la diferencia entre los valores es mínima, posiblemente debido a la 

competencia entre el efecto inductivo de la metilación y la disminución de la 

energía de hidratación asociada a las cadenas hidrocarbonadas.11,12 Por otro 

lado, en L8-H y L8-Me3, la constante de protonación es menor en la amina 

terciaria (L8-Me3) que en la secundaria (L8-H), reflejando el efecto inductivo 

de los grupos metilo, consistente con lo documentado en la literatura sobre 

metilación de poliaminas.5 

 

5.3 Química de coordinación  

5.3.1 Estudio de complejación con Cu(II) 

Una vez conocido el comportamiento ácido-base, se procedió al estudio de la 

formación de complejos de cobre mediante valoraciones potenciométricas. 

Las constantes refinadas para la formación de los diferentes complejos de 

Cu(II) se recogen en la Tabla 5.2. L22-H y L22-Me3 no pudieron ser 

estudiados debido a la baja solubilidad incluso en medio hidroalcohólico y la 
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formación de precipitado. Para los ligandos estudiados, los valores de las 

constantes son suficientemente elevados como para garantizar la formación 

cuantitativa de complejos estables. Los diagramas de distribución que se 

muestran en la Figura 5.2 indican que, desde pH ácido, los complejos 

mononucleares de tipo CuL2+ están prácticamente formados para los ligandos 

no metilados, mientras que en los ligandos metilados su formación completa 

se alcanza a pH>7. Asimismo, se detecta una constante de protonación para el 

complejo. De acuerdo con las constantes de complejación, la estabilidad de 

los complejos CuL2+ formados con L8-H y L16-H es inferior a la del ligando 

de referencia L. Este comportamiento puede atribuirse, en parte, a que en L8-

H y L16-H todos los grupos amino son secundarios, mientras que L tiene un 

grupo amino primario terminal. Es bien conocido que los grupos amino 

secundarios tienen un menor carácter electrón donante que los primarios. 

Además, la constante para L8-H es mayor que para L16-H, lo que puede 

atribuirse al mayor carácter hidrofóbico de esta última y al mayor obstáculo 

que puede experimentar para involucrar al grupo amino de la cadena lateral 

en la coordinación del metal. Por otro lado, los ligandos metilados L8-Me3 y 

L16-Me3 muestran una menor estabilidad que sus análogos no metilados L8-

H y L16-H, debido a la conversión de aminas secundarias en terciarias.13-15  
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Tabla 5.2: Logaritmos de las constantes de estabilidad para los sistemas Cu2+  ̶

L8-H, Cu2+  ̶L8-Me3, Cu2+ ̶ L16-H y Cu2+ ̶ L16-Me3, y de las constantes de 

formación del sistema Cu2+ ̶ L previamente publicados con Cu(II). 

Reación(a) L(b)(c) L8-H(c) L16-H(c) 
L8-

Me3(d) 

L16-

Me3(d) 

Cu + L ⇌ CuL 20.43(3)(e) 19.46(1) 17.60(2) 15.35(6) 14.8(4) 

CuL+ H ⇌ CuHL 3.85(3) 4.60(1) 4.27(2) 6.09(4) 5.86(6) 

CuL + H2O ⇌ CuL(OH) + 

H+ 
-11.01(3) --- --- -10.6(1) --- 

a) Se omiten las cargas; b) valores de [4]; c) Medido en agua Milli-Q. d) Medido en H2O:EtOH 

70:30 v/v; e) Los valores entre paréntesis son desviaciones típicas de la última cifra 

significativa. 

 

Figura 5.2: Diagramas de especiación para los sistemas Cu2+ ̶ L8-H, Cu2+ ̶ L8-Me3, Cu2+  ̶

L16-H y Cu2+ ̶ L16-Me3. [Cu2+]=[L]Total=10-3mol/L.  

 

Finalmente, se ha determinado el valor de la constante de formación de 

complejo hidroxilado para el ligando L8-Me3. Aunque este complejo 

hidroxilado no es relevante a pH fisiológico, ya que empieza a formarse a pH 

∼ 9, puede interpretarse como consecuencia de la hidrólisis de un ligando acuo 
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del complejo, debido al efecto polarizante del ion Cu2+ sobre el enlace O−H. 

Para los demás ligandos, no fue posible ajustar experimentalmente la 

formación de una especie hidroxilada, lo cual no implica que estas no se 

formen, sino que su presencia no pudo resolverse con los datos disponibles.  

Estructura cristalina del L8-H Cu(ClO4)2·6H2O 

La lenta evaporación de una solución que contenía L8-H y Cu(ClO4)2·6H2O 

en agua proporcionó monocristales adecuados para la difracción de rayos X. 

La unidad asimétrica contiene una sola unidad del complejo [CuL8-H]·2ClO4, 

que está dispuesta en un sistema monoclínico, el grupo espacial P21/c (Tabla 

5.3). La estructura obtenida se muestra en la Figura 5.3. El átomo de Cu1 está 

coordinado en una geometría piramidal cuadrada bastante regular (parámetro 

de Addison, τ5=0.289).16 Esta geometría de coordinación es muy similar a la 

encontrada para estructuras de L y sus derivados, lo que indica que la 

geometría de coordinación está dirigida principalmente por el macrociclo 

central mientras que las cadenas laterales ejercen poca influencia. Por 

ejemplo, una estructura publicada de CuL (número CCDC 658959)4 tiene dos 

compuestos de coordinación distintos en la unidad asimétrica con τ5=0.108 y 

0.332 respectivamente. En el caso de L8-H, la base de la pirámide cuadrada 

está formada por los átomos N1, N2, N4 y N5 mientras que el vértice axial 

corresponde a N3. Las distancias N-Cu-N se muestran en la Tabla 5.4. Los 

ángulos son bastante cercanos a los ángulos rectos, siendo el más agudo de 

81.35°, y el más ancho de 101.21°. El centro de cobre presenta una distorsión 

de Jahn-Teller, evidente en el alargamiento del enlace Cu1-N3 (2.200Å). En 

contraste, los enlaces Cu1-N2 y Cu1-N5 son ligeramente más cortos (2.108Å 

y 2.005Å respectivamente) que el resto en el plano basal, debido a una mayor 

interacción metal-ligando en dichas posiciones. El empaquetamiento 

cristalino organiza las regiones hidrofóbicas en una disposición contigua. En 
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la Figura 5.3 (A), las regiones hidrófilas están coloreadas en gris, las 

catiónicas en azul y las aniónicas se muestran en púrpura. Se observa que el 

empaquetamiento está dispuesto en capas tipo sándwich con regiones 

catiónico-aniónicas mezcladas en el centro y las regiones hidrofóbicas hacia 

los lados superior e inferior, de modo que las capas adyacentes contactan a 

través de las cadenas alifáticas. 

Tabla 5.3: Datos cristalográficos de la estructura cristalina de [CuL8-H] 

Cu(ClO4)2·6H2O.  

Composición C21H39CuN5, 2(ClO4) 

Peso molecular (g·mol−1) 

Tamaño (mm) 

Grupo espacial 

Celda unidad: 

- a (Å) 

- b (Å) 

- c (Å) 

- α (Grados) 

- β (Grados) 

- γ (Grados) 

- V (Å3) 

Densidad (g·cm−3) 

Z 

µ (mm−1) 

F000 

Límites de difracción: 

 

 

R(int) 

R(sigma) 

Reflexiones: 

- Reunido 

- Único 

Parámetros 

Constraints 

Restraints 

R1: 

- Total 

- F2 > 2σ(F2) 

wR2 

- Total 

- F2 > 2σ(F2) 

S 

624.01 

0.138×0.104×0.051 

P 21/c 

 

20.919(5) 

8.778(3) 

14.947(4) 

90 

97.900(9) 

90 

2718.7(12) 

1.53 

4 

1.05 

1308 

29 ≤ h ≤ −29 

12 ≤ k ≤ −12 

21 ≤ l ≤ −21 

0.1042 

0.0575 

 

58548 

8299 

365 

0 

1 

 

0.1138 

0.0706 

 

0.1911 

0.1661 

1.029 

CSDn. 2385466 
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Tabla 5.4: Distancias de 

enlace y ángulos de la 

estructura cristalina de 

[CuL8-H] Cu(ClO4)2·6H2O. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ángulos (en grados) 

Cu1–N1 

Cu1–N2 

Cu1–N3 

Cu1–N4 

Cu1–N5 

1.930(3) 

2.108(3) 

2.200(3) 

2.125(3) 

2.005(3) 

Distancias de enlace (Å) 

N1–Cu1–N2 

N1–Cu1–N3 

N1–Cu1–N4 

N1–Cu1–N5 

N2–Cu1–N3 

N2–Cu1–N4 

N4–Cu1–N3 

N5–Cu1–N2 

N5–Cu1–N3 

N5–Cu1–N4 

81.35(13)  

100.12(13) 

81.67(13)  

174.30(14) 

84.29(12)  

156.96(14) 

83.48(12)  

97.13(14)  

85.15(14)  

101.21(14) 
 

 

 

 

Figura 5.3: Estructura cristalina de [CuL8-

H](ClO4)2. A) Detalle del empaquetamiento en el 

que los aniones perclorato se representa en púrpura; 

la unidad macrocíclica de L8-H en azul y la cola 

hidrofóbica en gris. B) Unidad asimétrica del cristal. 

No se muestra el desorden. 

 

5.3.2 Estudio de complejación con Mn(II) 

En segundo lugar, se ha estudiado la interacción de los ligandos L8-H, L16-

H, L8-Me3 y L16-Me3 con Mn(II). L22-H y L22-Me3 no pudieron 

estudiarse debido a su baja solubilidad y a la formación de precipitado. La 

especiación de los ligandos con Mn(II) se ha determinado mediante 

potenciometría del mismo modo que sus análogos de cobre. En la Tabla 5.5 se 

presentan los valores logarítmicos de las constantes de formación 

determinadas, mientras que los correspondientes diagramas de distribución se 

muestran en la Figura 5.4. 

Al analizar las constantes de formación, se observa que la estabilidad de los 

complejos MnL²⁺ sigue tendencias similares a las de Cu(II), aunque con 

valores menores. Los complejos de L8-H y L16-H son menos estables que el 
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ligando de referencia L, esto puede atribuirse a que sus grupos amino son 

secundarios, mientras que L posee un grupo amino primario terminal con 

mayor carácter donante.11,13,15 Por su parte, los ligandos metilados L8-Me3 y 

L16-Me3 forman complejos menos estables que sus análogos no metilados, 

debido a la transformación de aminas secundarias en terciarias y al aumento 

del efecto inductivo de los grupos metilo.13 Además, L8-H y L8-Me3 generan 

complejos ligeramente más estables que L16-H y L16-Me3, siguiendo la 

misma tendencia observada para los sistemas de cobre. 

Además, para cada ligando estudiado se puede observar que los valores de las 

constantes de estabilidad de los complejos con Mn(II) son menores que las 

correspondientes a los análogos con Cu(II).  No obstante, como se muestra en 

la Figura 5.4, para una concentración total de ligando de 1 mM la fracción de 

Mn(II) libre a pH neutro es reducida, si bien no es cero. Estas menores 

constantes de formación explican que los complejos de manganeso requieran 

valores de pH más alcalinos para estabilizarse en comparación con los 

complejos de cobre. 

Tabla 5.5: Logaritmos de las constantes de estabilidad para los sistemas Mn2+  ̶

L8-H, Mn2+ ̶ L8-Me3, Mn2+ ̶ L16-H y Mn2+ ̶ L16-Me3, y de las constantes de 

formación del sistema Mn2+ ̶ L previamente informadas con Mn(II). 

Reacción(a) L(b)(c) L8-H(c) L16-H(c) L8-Me3(d) L16-Me3(d) 

Mn + L ⇌ MnL 11.43(1)(e) 10.03(1) 9.23(2) 7.53(1) 6.82(1) 

MnL+ H ⇌ MnHL 5.89(4) 6.62(4) --- 7.12(1) 6.58(4) 

MnL + H2O ⇌ 

MnL(OH) + H+ 
-10.85(1) --- -11.30(9) -10.65(4) -9.94(4) 

a) Se omiten las cargas; b) valores de [4]; c) Medido en agua Milli-Q. d) Medido en H2O:EtOH 

70:30 v/v; e) Los valores entre paréntesis son desviaciones típicas de la última cifra 

significativa. 
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Figura 5.4: Diagramas de especiación para los sistemas Mn2+ ̶ L8-H, Mn2+ ̶ L8-Me3, Mn2+  ̶

L16-H y Mn2+  ̶L16-Me3. [Mn2+]=[L]Total=10-3mol/L. 

 

Finalmente, se ha podido ajustar los valores de tres constantes de formación 

de complejos hidroxilados para los ligandos L16-H, L8-Me3 y L16-Me3. 

Aunque estas especies son poco abundantes a pH fisiológico, ya que empiezan 

a formarse alrededor de pH ∼ 9, las constantes obtenidas reflejan la tendencia 

a la hidrólisis de los complejos, atribuible al efecto polarizante del ion Mn²⁺ 

sobre los enlaces O–H del ligando coordinado. Es importante indicar que las 

constantes faltantes no se han podido determinar por ser especies muy 

minoritarias, lo cual no implica que dichos complejos no se formen en el 

equilibrio. 
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5.3.3 Estudio de complejación con Fe(II) 

Por último, se ha estudiado la complejación de los sistemas sintetizados con 

Fe(II). Mediante estudios potenciométricos, se determinaron tres constantes 

de formación de complejos de Fe(II) para los ligandos L8-H, L8-Me3, L16-

H y L16-Me3. Al igual que en los casos anteriores, los ligandos L22-H y L22-

Me3 no pudieron ser estudiados debido a su baja solubilidad en las 

condiciones experimentales utilizadas. En la Tabla 5.6 se presentan los valores 

logarítmicos de las constantes de formación, mientras que en la Figura 5.5 se 

muestran los diagramas correspondientes que ilustran la distribución de estos 

complejos. 

Este estudio permite destacar tres aspectos. En primer lugar, para los cuatro 

ligandos estudiados se puede observar que los valores de las constantes de 

estabilidad con Fe(II) son menores que los correspondientes al Cu(II), pero 

mayores que los del Mn(II). Aunque estas constantes sugieren afinidad por el 

Fe(II), es importante señalar que este metal es susceptible a la oxidación en 

condiciones aeróbicas, lo que puede comprometer la estabilidad efectiva de 

los complejos en disolución. Además, los complejos con Fe(II) se forman a 

valores de pH mucho más alcalinos comparados con los del Cu(II). El hierro 

se encuentra cuantitativamente coordinado a pH > 10, como se puede ver en 

los diagramas de distribución de especies de la Figura 5.5. Segundo, se 

observa que los ligandos L8-H, L16-H y L16-Me3 no muestran la presencia 

de metal libre a pH fisiológico (Figura 5.5), a diferencia de L8-Me3 que sí 

tiene metal libre, aunque en cantidad reducida.  
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Tabla 5.6: Logaritmos de las constantes de estabilidad para los sistemas Fe2+  ̶

L8-H, Fe2+ ̶ L8-Me3, Fe2+ ̶ L16-H y Fe2+ ̶ L16-Me3. 

Reacción(a) L8-H(b) L16-H(b) L8-Me3(c) L16-Me3(c) 

Fe + L ⇌ FeL 10.65(4)(e) 9.75(3) 7.79(4) 8.65(6) 

FeL+ H ⇌ FeHL 8.13(8) 7.06(9) 7.97(8) 7.13(6) 

FeL + H2O ⇌ FeL(OH) + H+ -9.40(9) -8.22(8) -8.53(9) -7.61(9) 

a) Se omiten las cargas; b) Medido en agua Milli-Q. c) Medido en H2O:EtOH 70:30 v/v; e) Los 

valores entre paréntesis son desviaciones típicas de la última cifra significativa. 

 

 
Figura 5.5: Diagramas de especiación para los sistemas Fe2+ ̶ L8-H, Fe2+ ̶ L8-Me3, Fe2+ ̶ 

L16-H y Fe2+ ̶ L16-Me3. [Fe2+]=[L]Total=10-3mol/L. 
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L8-H y L16-H se observa que la constante de estabilidad disminuye para L16-
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hidrofóbico como al incremento del impedimento estérico, que limitarían la 

participación del grupo amino secundario de la cadena lateral en la 

coordinación. De manera análoga, los ligandos metilados forman complejos 

menos estables que sus correspondientes no metilados para los metales 

estudiados.13-15 
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5.4 Bibliografía 

 

[1] Clares M. P.; Serena C.; Blasco S.; Nebot A.; del Castillo L.; Soriano C.; 

Domènech A.; Sánchez-Sánchez A. V.; Soler-Calero L.; Mullor J. L.; 

García-España A.; García-España E.; J. Inorg. Biochem.; 2015, 143, 1–8.  

[2] Steed J. W.; Turner D. R.; Wallace K. J.; Core Concepts in Supramolecular 

Chemistry and Nanochemistry; John Wiley & Sons, 2007. 

[3] Clares M.P, Blasco S., García-España E., et al.; Chem. Commun.; 2011, 47, 

5988–5990. 

[4] Verdejo B.; Ferrer A.; Blasco S.; Castillo C. E.; González J.; Latorre J.; 

Máñez M. A.; Basallote M. G.; Soriano C.; García-España E.; Inorg. Chem.; 

2007, 46, 5707–5719. 

[5] Bencini A.; Bernardo M. A.; Bianchi A.; Fusi V.; Giorgi C.; Pina F.; 

Valtancoli B.; Eur. J. Inorg. Chem.; 1999, 11, 1911–1918.  

[6] Albelda M. T.; García-España E.; Jiménez H. R.; Llinares J. M.; Soriano C.; 

Sornosa-Ten A.; Verdejo B.; Dalton Trans.; 2006, 37, 4474–4481.  

[7] Blasco S.; Verdejo B.; Bazzicalupi C.; Bianchi A.; Giorgi C.; Soriano C.; 

García-España E.; Org. Biomol. Chem.; 2014, 13, 843–850.  

[8] Sarneski J. E.; Surprenant H. L.; Molen F. K.; Reilley C. N.; Sarneski J. E.; 

Surprenant H. L.; Molen F. K.; Reilley C. N.; Anal. Chem.; 1975, 47 (13), 

2116–2124. 

[9] Hague D. N.; Moreton A. D.; J. Chem. Soc.; 1994, 2, 265–270.  

[10] Frassineti C.; Ghelli S.; Gans P.; Sabatini A.; Moruzzi M. S.; Vacca A.; Anal. 

Biochem.; 1995, 231, 374–382.  

[11] Golub G.; Lashaz A.; Cohen H.; Paoletti P.; Andrea Bencini; Valtancoli B.; 

Meyerstein D.; Inorg. Chim. Acta; 1997, 255 (1), 111–115.  
[12] Loudon G. M. Organic Chemistry; Roberts and Company, 2009. 

[13] Nebot-Guinot A.; Liberato A.; Máñez M. A.; Clares M. P.; Doménech A.; 

Pitarch-Jarque J.; Martínez-Camarena A.; Basallote M. G.; García-España 

E.; Inorg. Chim. Acta; 2018, 472, 139–148.  

[14] Golub G.; Cohen H.; Paoletti P.; Bencini A.; Messori L.; Bertini I.; 

Meyerstein D.; J. Am. Chem. Soc.; 1995, 117, 8353–8361.  

[15] Bazzicalupi C.; Bencini A.; Ciattini S.; Giorgi C.; Masotti A.; Paoletti P.; 

Valtancoli B.; Navon N.; Meyerstein D.; J. Chem. Soc., Dalton Trans.; 2000, 

14, 2383–2391.  

[16] Addison A. W.; Rao T. N.; Reedijk J.; van Rijn A.; Verschoor G. C.; J. Chem. 

Soc., Dalton Trans.; 1984, 7, 1349–1356. 

  



 

 

 

 

 

Capítulo 6 

Ensamblajes      

Supramoleculares 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

“La autoorganización molecular no es azar: 

es la expresión más pura 

de la inteligencia química.” 
— Mercy  Arteaga —

 

 

 

 

 

 

 

 



_____________________________________________________________ 
 

175 

 

Capítulo 6 

6.1 Introducción 

El presente capítulo de resultados está dedicado al estudio de las propiedades 

de los ensamblajes supramoleculares formados por los ligandos sintetizados. 

La investigación se centró en evaluar la capacidad de estos compuestos para 

autoensamblarse en medio acuoso, con especial interés en su comportamiento 

en condiciones similares a las de los sistemas biológicos. Aunque los sistemas 

estudiados forman ensamblajes supramoleculares en disolución, su 

organización interna no puede establecerse con total certeza a partir de los 

datos disponibles. No obstante, los tamaños determinados mediante DLS y 

TEM se aproximan más a los valores característicos de vesículas que de 

micelas, por lo que en esta tesis se empleará el término vesículas al describir 

dichos autoensamblajes.  

Una de las primeras propiedades analizadas fue la concentración micelar 

crítica (CMC), definida como la concentración mínima a la que comienzan a 

formarse ensamblajes supramoleculares.1-3 La CMC se determinó mediante 

espectroscopía de fluorescencia (Capítulo 3, pg. 114), técnica que permite 

detectar la formación de vesículas a partir de los cambios en la intensidad 

relativa de las bandas correspondientes a distintos estados vibracionales del 

monómero del pireno, cuya fluorescencia es altamente sensible a la polaridad 

del entorno.4,5 

Además de la CMC, se caracterizaron otros aspectos fundamentales de los 

sistemas vesiculares, como su tamaño y morfología. Para ello, se utilizaron 

técnicas complementarias: dispersión dinámica de luz (DLS), microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) y microscopía de fuerza atómica (AFM), 

que proporcionan información estructural a escala nanométrica. 
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Asimismo, se evaluó el potencial zeta (ζ) con el objetivo de analizar la 

estabilidad coloidal de las vesículas en disolución acuosa. Este parámetro 

proporciona información sobre las interacciones electrostáticas entre 

partículas, lo que permite anticipar su comportamiento en distintos entornos 

de pH. 

A continuación, se presentan y analizan los resultados obtenidos, destacando 

las características estructurales y fisicoquímicas de los ensamblajes 

supramoleculares y su relevancia en aplicaciones potenciales. 

 

6.2 Determinación de la Concentración micelar 

crítica 

Para la determinación de la CMC de los ligandos sintetizados, se utilizó la 

técnica de espectroscopía de fluorescencia con pireno como sonda.6 Los 

experimentos se realizaron en disolución acuosa, con pequeñas cantidades de 

metanol residual provenientes de la disolución madre del pireno y se 

prepararon soluciones a distintos valores de pH de entre 4 y 12. Para simular 

condiciones fisiológicas, se empleó una medida adicional en condiciones de 

pH 7.4 utilizando tampón Tris.  

Los espectros de fluorescencia mostraron cambios característicos en la 

relación de intensidades de las bandas típicas del pireno conforme aumentaba 

la concentración del ligando, lo que evidenció la formación de vesículas. Para 

cuantificar la CMC, se aplicó un ajuste no lineal a los datos experimentales 

mediante el modelo sigmoidal descrito en la Ecuación 3.29 del Capítulo 3. 

Este enfoque permitió identificar con mayor precisión el punto de inflexión 

de la curva, correspondiente a la CMC, en comparación con métodos visuales 

o lineales.4 Los datos se ajustaron por mínimos cuadrados a un modelo para la 
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intensidad de fluorescencia en estado estacionario (Figura 6.1), y los valores 

obtenidos se resumen en las Tablas 6.1 y 6.2. Para validar el proceso de 

medida, éste se aplicó al dodecilsulfato sódico (SDS), un surfactante de CMC 

conocida.7 

 
Figura 6.1: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [ligando]. 

Datos de CMC medidos con el método de pireno en tampón Tris 20 mM a pH 7.4. La línea 

punteada representa el valor de CMC calculado. 

 

Los valores de CMC obtenidos para los ligandos estudiados a pH fisiológico 

se encuentran en el rango de 0.13 a 6.40 mM. El ligando L8-H, que mostró la 
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mayor solubilidad en agua, presentó también el valor más alto de CMC 

(6.40(2) mM). La metilación tuvo un efecto importante sobre la CMC, aunque 

su impacto varió según la longitud de la cadena hidrocarbonada. En L8-H, la 

metilación provocó una disminución significativa de la CMC a 0.13(2) mM 

en su análogo L8-Me3, lo que indica que los grupos metilo en la cabeza polar 

incrementan la hidrofobicidad local y favorecen el empaquetamiento 

vesicular. En cambio, en ligandos de cadenas más largas, como L16-H y L22-

H, la metilación generó un cambio mínimo en la CMC: L16-H mostró un 

valor de 0.30(2) mM frente a 1.10(2) mM en L16-Me3, y L22-H pasó de 

0.18(1) mM a 0.63(4) mM en L22-Me3. Estos resultados indican que el efecto 

de la metilación no es uniforme, sino que depende de una interacción compleja 

entre la cabeza polar y la cadena hidrocarbonada. 

Tabla 6.1: Concentración micelar crítica (CMC) en mM, medida por el método de 

fluorescencia de pireno en tampón Tris a pH 7.4 a temperatura ambiente. Los valores 

entre paréntesis corresponden a la desviación estándar en la última cifra significativa. 

Compuesto L8-H L8-Me3 L16-H L16-Me3 L22-H L22-Me3 

CMC (mM) 6.40(2) 0.13(2) 0.30(2) 1.10(2) 0.18(1) 0.63(4) 

 

Tabla 6.2: Concentración micelar crítica (CMC) en medio acuoso, expresada en mM. 

Los valores entre paréntesis corresponden a la desviación estándar en la última cifra 

significativa. 

 Compuesto/ CMC (mM) 

pH 
L8-H L8-Me3 L16-H 

L16-

Me3 
L22-H L22-Me3 

4 9.85(1) 0.37(2) 0.19(3) 0.90(2) 2.40(1) 2.70(3) 

6 6.30(6) 1.34(8) 0.41(2) 0.62(6) 0.64(1) 0.30(2) 

7 6.47(4) 2.29(1) 0.55(2) 1.30(1) 0.47(6) 0.69(6) 

8 8.43(8) 2.60(2) 0.31(1) 0.97(8) 0.69(1) 1.30(2) 

9 15.85(2) 3.34(9) 0.13(5) 1.18(9) 1.25(6) 1.10(2) 

10 7.26(7) 2.17(1) 3.90(6) 1.26(9) 0.20(1) 1.00(2) 
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Al comparar los ligandos no metilados entre sí, se observa una clara tendencia 

a la disminución de la CMC al aumentar la longitud de la cadena de L8-H a 

L16-H, pasando de 6.40(2) mM a 0.30(2) mM. En cambio, entre L16-H y 

L22-H, la variación es mínima, con valores de 0.30(2) mM y 0.18(1) mM. 

Este comportamiento es coherente con lo descrito en la literatura, ya que las 

cadenas hidrocarbonadas más largas refuerzan las interacciones hidrofóbicas, 

favoreciendo el autoensamblaje a concentraciones más bajas. En los ligandos 

metilados, los valores de CMC son relativamente similares: L8-Me3 presenta 

0.13(2) mM, mientras que L16-Me3 y L22-Me3 muestran valores de 1.10(2) 

mM y 0.63(4) mM, respectivamente. Aunque la CMC es parecida entre los 

ligandos metilados, esto podría deberse a impedimentos estéricos introducidos 

por los grupos metilo o a cambios en la hidratación de la cabeza polar.  

Adicionalmente, las diferencias de CMC observadas podrían estar 

influenciadas por la naturaleza de los contraiones presentes en solución (Cl-, 

Br-, OH-, entre otros). La metilación modifica la distribución de carga en la 

cabeza polar, lo que altera las interacciones electrostáticas con el medio. En 

sistemas iónicos, la capacidad del contraión para estabilizar la región polar de 

la vesícula influye de manera directa en el proceso de autoensamblaje y podría 

explicar la variación de CMC. En conjunto, estos resultados muestran que la 

formación de vesículas depende de varios factores: longitud de la cadena 

hidrocarbonada, distribución de carga en la cabeza polar, el grado de 

hidratación y la interacción con los contraiones en solución. 

Finalmente, al evaluar la CMC en función del pH (ácido, neutro y básico) de 

cada ligando, se observaron variaciones en algunos casos, sin una tendencia 

clara ni sistemática (Tabla 6.2). Aun cuando el pH modifica la CMC de un 

mismo ligando, la tendencia relativa entre L8-H, L16-H y L22-H y sus 

homólogos metilados se mantiene. Estas variaciones podrían deberse a 
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dificultades experimentales asociadas al control de la fuerza iónica en 

condiciones ácidas o básicas, o a la presencia de precipitado, especialmente 

en condiciones básicas.  

 

6.3 Medidas de DLS  

Para garantizar la formación efectiva de las vesículas, se prepararon 

disoluciones con concentraciones ligeramente superiores a los valores de 

CMC determinados previamente (Tabla 6.1). Una vez formadas, las 

disoluciones fueron filtradas con el fin de reducir interferencias debidas a 

polvo o agregados de gran tamaño, lo que favorece un mejor ajuste de los 

correlogramas en el análisis por dispersión dinámica de luz (DLS, por sus 

siglas en inglés). Posteriormente, las vesículas fueron caracterizadas mediante 

DLS, una técnica ampliamente utilizada para determinar el tamaño de 

partículas coloidales en suspensión. El principio de esta técnica se basa en la 

interacción de un haz láser con las partículas en movimiento browniano dentro 

de la disolución. La variación en la intensidad de la luz dispersada, provocada 

por estos desplazamientos aleatorios, permite calcular la velocidad de difusión 

de las partículas. Estos datos permiten obtener la distribución de tamaños y 

estimar el diámetro hidrodinámico promedio. 

Antes de la medición, las muestras se dejaron en reposo durante 12 horas con 

el fin de asegurar que alcanzaran el equilibrio vesicular. Esta decisión se tomó 

tras observar que, dos horas después de preparar las disoluciones, los 

correlogramas obtenidos en la medición del tamaño vesicular no se ajustaban 

adecuadamente al modelo esperado, lo que indicaba que las vesículas aún no 

se habían estabilizado completamente. 
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Los resultados de tamaño promedio y del índice de polidispersión (PDI) se 

presentan en la Tabla 6.3 y se ilustran gráficamente en la Figura 6.2. Se 

observó que los ligandos con cadenas hidrocarbonadas más largas formaron 

vesículas de mayor tamaño. En particular, L22-H y L22-Me3 generaron los 

ensamblajes más grandes, seguidos por L16-H y L16-Me3, mientras que L8-

H y L8-Me3 formaron vesículas considerablemente más pequeñas. Este 

comportamiento concuerda con el aumento del volumen molecular y la 

superficie hidrofóbica al incrementarse la longitud de la cadena 

hidrocarbonada, aunque no puede descartarse la influencia de otros factores 

como la hidratación de la cabeza polar o la organización supramolecular 

específica de cada ligando. 

En cuanto al índice de polidispersión (PDI), este parámetro proporciona una 

medida cuantitativa de la heterogeneidad del sistema y se define como el 

cociente entre la varianza y el cuadrado de la media del tamaño de partícula. 

De acuerdo con las normativas ISO 13321:1996 E e ISO 22412:2008,8,9 un 

PDI cercano a 0.05 indica un sistema altamente monodisperso, mientras que 

valores cercanos a 0.7 reflejan una elevada heterogeneidad en la distribución 

de tamaños. Los sistemas estudiados, mostraron valores de PDI entre 0.17 y 

0.54, lo que indica una dispersión de tamaño moderada. Esto sugiere que, si 

bien las vesículas no son completamente uniformes en tamaño, tampoco 

presentan una gran variabilidad. 

Cabe destacar que el tamaño de las vesículas es un proceso dinámico y 

multifactorial, influido no solo por la longitud de la cadena, sino también por 

la concentración del tensioactivo, la temperatura del medio y la presencia de 

iones en solución. Aunque controlar con precisión la fuerza iónica es complejo 

debido a la naturaleza de los sistemas acuosos y a las múltiples interacciones 

presentes en disolución, en este estudio se procuró mantener constantes las 
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condiciones experimentales en la medida de lo posible. Esto permitió 

distinguir el efecto estructural de los ligandos y confirmar que la longitud de 

la cadena es un factor determinante en el tamaño de las vesículas. 

Tabla 6.3: Tamaño promedio de las vesículas obtenidas por DLS. 

Compuesto Tamaño (nm) PDI* 

L8-H 181.6 0.344 

L8-Me3 246.6 0.541 

L16-H 290.5 0.546 

L16-Me3 379.3 0.349 

L22-H 369.1 0.248 

L22-Me3 554.2 0.178 
*Índice de polidispersión (PDI). Disoluciones 

preparadas en agua a pH 7.4 y Temperatura 

ambiente. 

 

 
Figura 6.2: Datos de dispersión dinámica de luz (DLS) para soluciones vesiculares de L8-

H, L8-Me3, L16-H, L16-Me3, L22-H y L22-Me3. Soluciones preparadas en agua a pH 7.4 

y medidas a temperatura ambiente. 

 

Además, se midió el tamaño de las vesículas en disolución acuosa bajo 

condiciones ácidas y básicas, con el objetivo de evaluar si en estos entornos 

también se forman estructuras ensambladas. Sin embargo, los correlogramas 
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obtenidos mediante DLS no se ajustaron correctamente. Este tipo de 

resultados suele asociarse con sistemas que no han alcanzado el equilibrio, en 

los que las partículas aún se encuentran en proceso de agregación o 

desagregación. Asimismo, una elevada polidispersidad, la presencia de 

agregados transitorios o la formación de ensamblajes muy grandes pueden 

afectar la calidad del ajuste.  

Por otra parte, se determinó el potencial ζ en condiciones ácidas, neutras y 

básicas, ya que el pH influye directamente en el grado de protonación de la 

molécula y, por tanto, en la carga neta de los ensamblajes formados. Por ende, 

se espera que el potencial ζ varíe significativamente con el pH. 

Adicionalmente, se calculó el grado promedio de protonación a pH 7.4 a partir 

de los diagramas de especies construidos con las constantes de protonación de 

cada ligando (Capítulo 5). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 

6.4. 

Tabla 6.4: Potencial ζ de los sistemas sintetizados a diferentes condiciones de 

pH y temperatura ambiente. 

Compuesto 

Grado de 

protonación 

promedio.  

(pH 7.4) 

Potencial ζ (mV) 

Ácido 

(pH 4) 

Neutro 

(pH 7.4) 

Básico 

(pH 10) 

L8-H 2.63 + 54.20 + 12.50 --- 

L8-Me3 2.4 + 37.30 + 23.80 + 1.84 

L16-H 2.40 + 56.00 + 39.90 - 7.74 

L16-Me3 1.5 + 67.70 + 50.60 + 30.30 

L22-H 1.7 + 79.70 + 52.00 - 46.20 

L22-Me3 1.5 + 41.00 + 36.80 + 26.50 

A pH ácido, todos los ligandos presentan un grado de protonación cercano a 

3, lo que indica que la cabeza polar está protonada, como se observa en los 

diagramas de distribución de especies (Figura 5.1, pg. 160). Este alto grado de 



_____________________________________________________________ 
 

184 

 

Ensamblajes Supramoleculares 

protonación se refleja en valores elevados del potencial ζ, que oscilan entre 

+37 y +80 mV, indicando una alta densidad de carga positiva en la superficie 

de las vesículas. Esta carga contribuye a la estabilidad coloidal mediante la 

repulsión electrostática entre las partículas. En condiciones básicas, los 

ligandos no metilados están casi completamente desprotonados, con un grado 

de protonación cercano a cero, lo que conlleva una notable disminución del 

potencial ζ. En particular, los ligandos L16-H y L22-H muestran incluso una 

inversión de la carga superficial, presentando valores negativos de potencial ζ 

(-7.74 mV y -46.20 mV respectivamente). Esta inversión podría explicarse por 

la adsorción selectiva de aniones en la corona vesicular. En el caso de L8-H, 

el potencial ζ no pudo medirse en medio básico, probablemente debido a la 

alta concentración iónica y a la inestabilidad del sistema bajo estas 

condiciones. Además, en este entorno se observó la formación de precipitado, 

lo que refleja la menor estabilidad de las vesículas. 

A pH neutro, donde los grados de protonación son intermedios, el potencial 

electrocinético de las vesículas muestra diferencias notables entre los 

ligandos. Por ejemplo, L8-H, con un grado de protonación promedio de 2.63, 

presenta un potencial ζ de +12.50 mV, considerablemente menor que el 

observado a pH ácido, lo que refleja la pérdida parcial de protonación en las 

cabezas polares y la consecuente disminución de la carga positiva en la 

superficie vesicular. Por otro lado, L8-Me3, cuya cabeza polar está 

modificada con grupos metilo que bloquean parcialmente la protonación de la 

amina, exhibe un potencial ζ mayor (+23.80 mV), a pesar de tener un grado 

de protonación ligeramente inferior (2.4). Este aumento podría deberse a que 

la modificación estructural con grupos metilo favorece una orientación más 

expuesta a las aminas protonadas hacia el medio acuoso. Aunque la carga neta 

es menor, la accesibilidad y disposición espacial de las cargas positivas en la 

superficie vesicular pueden contribuir a un mayor potencial electrocinético. 
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En sistemas con cadenas hidrocarbonadas más largas, como L22-H y L22-

Me3, ambos con grados de protonación similares (1.7 y 1.5), se observa que 

L22-H presenta un potencial ζ mayor. Esta diferencia podría estar relacionada 

con la conformación y la densidad de empaquetamiento en la corona vesicular, 

lo que afecta a cómo se distribuyen las cargar superficiales y su interacción 

con el entorno.   

Es importante señalar que algunos ligandos metilados presentan valores de 

potencial ζ más elevados que los no metilados análogos en condiciones neutras 

y básicas, a pesar de presentar un grado de protonación ligeramente inferior. 

Esta observación plantea que la metilación puede influir en el potencial 

electrocinético, aunque su efecto no es uniforme en todos los medios, ya que 

esta tendencia no se mantiene de forma consistente en medio ácido. Esto 

indica que el impacto de los grupos metilo sobre el potencial ζ depende tanto 

del entorno químico como de la estructura específica del ligando. La inclusión 

de grupos metilo puede aportar rigidez y volumen a la cabeza polar, facilitando 

esta orientación y contribuyendo así al incremento del potencial 

electrocinético. Además, la longitud de la cadena hidrocarbonada también 

influye en el potencial ζ, ya que en condiciones ácidas los ligandos con 

cadenas más largas, como L22-H, tienden a formar vesículas con potenciales 

más elevados, posiblemente debido a un mayor empaquetamiento superficial 

que intensifica la repulsión electrostática entre partículas. Sin embargo, en 

medio básico, la inversión de carga observada en L22-H indica que la 

distribución de protones y la conformación tridimensional de los ligandos 

juegan un papel importante en la interacción con el entorno y en la estabilidad 

coloidal de las vesículas. 

En conjunto, estos resultados demuestran que el potencial ζ no depende solo 

del número de grupos protonados, sino también de la distribución y 
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orientación espacial de las cargas en la superficie vesicular, la estructura 

química de los ligandos (incluyendo la presencia de sustituyentes como 

grupos metilo), la longitud de la cadena hidrocarbonada y las condiciones del 

medio, como el pH y la fuerza iónica. La comparación de los datos 

experimentales con los diagramas de protonación indica que el estado ácido-

base de las cabezas polares es un factor clave que influye tanto en la 

estabilidad como en las propiedades electrocinéticas de las vesículas, 

proporcionando así una comprensión más completa del comportamiento 

coloidal de estos sistemas en distintos entornos. 

Estos resultados son coherentes con la teoría DLVO (Deryaguin-Landau-

Verwey-Overbeek),10-12 que describe la estabilidad de dispersiones coloidales 

como el resultado del equilibrio entre dos fuerzas: la repulsión electrostática, 

generada por las cargas superficiales de las partículas, y la atracción de Van 

der Waals. La repulsión electrostática da lugar a una doble capa eléctrica que 

actúa como barrera contra la agregación, mientras que las fuerzas de Van der 

Waals promueven la atracción entre partículas a distancias cortas. Según esta 

teoría, un sistema coloidal se considera estable cuando el potencial ζ alcanza 

o supera ±30 mV,10 lo que indica una repulsión suficiente para evitar la 

agregación.11 

Finalmente, la estabilidad a largo plazo de las vesículas se evaluó en 

dispersión acuosa a pH 7.4, monitoreando su tamaño durante 30 días a 

temperatura ambiente. Las mediciones semanales revelaron un ligero aumento 

en el tamaño vesicular, sin evidencia de agregación significativa. Estos 

resultados indican que los sistemas son estables bajo condiciones fisiológicas, 

lo que es relevante para su potencial uso en transporte de fármacos. 
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6.4 Microscopía TEM y AFM 

Para comprender con mayor profundidad la morfología de las estructuras 

formadas por los distintos ligandos, se obtuvieron imágenes mediante TEM 

(Figura 6.3). En todos los casos estudiados, las vesículas presentan una 

morfología casi esférica. No obstante, se observan diferencias notables en su 

tamaño según la estructura del ligando. En particular, las vesículas formadas 

por el ligando con una cadena hidrocarbonada de 22 átomos de carbono (L22-

H) resultan significativamente más grandes que las formadas por los demás 

compuestos estudiados. Esto indica que la longitud de la cadena alifática 

influye directamente en el tamaño del ensamblaje vesicular. 

Además del tamaño promedio, las imágenes muestran cierta dispersión en el 

tamaño de las vesículas, lo que indica una variabilidad moderada entre ellas. 

Esta dispersión podría estar relacionada con factores estructurales intrínsecos, 

como diferencias conformacionales entre las vesículas o en el 

empaquetamiento de los ligandos. Asimismo, la concentración del 

tensioactivo desempeña un papel decisivo en el comportamiento vesicular. 

Como se ha indicado en la literatura,13 cerca de la concentración micelar 

crítica (CMC), las micelas tienden a adoptar formas esféricas y de menor 

tamaño; al aumentar la concentración, estas estructuras pueden crecer o 

reorganizarse en formas más complejas, como vesículas, bastones o láminas, 

lo que refleja la naturaleza dinámica del proceso de autoensamblaje. 
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Figura 6.3: Imágenes seleccionadas de TEM. A) L8-H, B) L8-Me3, C) L16-H, D) L16-

Me3, E) L22-H y F) L22-Me3. Muestras preparadas a agua a pH 7.4 y concentraciones 

superiores a sus respectivas CMC.  

 

Con el fin de complementar las observaciones obtenidas por TEM y de 

profundizar en la caracterización morfológica, se llevaron a cabo análisis 

mediante AFM para los ligandos L8-H y L8-Me3. La Figura 6.4 presenta 

representaciones tridimensionales de ambos ligandos, confirmando la 

morfología esférica observada previamente y proporcionando información 

adicional sobre la topografía superficial de las vesículas. 
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Los resultados obtenidos mediante TEM y AFM permiten concluir que tanto 

la morfología como el tamaño de las vesículas dependen de combinación de 

factores, entre los que destacan la longitud de la cadena hidrocarbonada del 

ligando, su estructura química y la concentración del mismo. Comprender la 

interacción entre estas variables resulta esencial para el estudio de la 

estabilidad y el comportamiento coloidal de estos ensamblajes 

supramoleculares. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 6.4: Esquema de imágenes obtenidas mediante AFM. (A) L8-H, (B-C) L8-Me3. 

Muestras preparadas en agua a pH 7.4. 

 

A) 

B) C) 
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6.5 Dinámica molecular  

Para profundizar en las propiedades vesiculares de los ligandos L8-H y L8-

Me3, se llevó a cabo una simulación de dinámica molecular. En esta 

simulación, se modelaron 100 moléculas de cada ligando en configuraciones 

iniciales que representan un ensamblaje micelar, para observar cómo 

interactúan y se organizan en un entorno que simula las condiciones 

experimentales. Durante la simulación, las moléculas se agruparon para 

formar una sola micela, que se mantuvo estable a lo largo del experimento 

(Figura 6.5). A partir de esta simulación, se recopilaron datos sobre el 

momento de inercia del sistema, que permiten calcular la excentricidad media 

de la micela mediante la Ecuación 6.1.14 

e = 1-
Imin

Iavg

 

Donde Imin es el momento de inercia más pequeño a lo largo del eje x, y o z y 

Iavg es el promedio de los tres momentos de inercia. 

De manera similar, se estimó el radio micelar promedio (Rs) a partir del radio 

de giro (Rg) utilizando la siguiente ecuación.14 

Rs=√
5

3
Rg 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.5. En ambos casos, las 

simulaciones muestran partículas con alta esfericidad, reflejada en valores de 

excentricidad cercanos a cero, lo que indica una estructura bien definida bajo 

las condiciones modeladas. Aunque el tamaño de las estructuras simuladas es 

notablemente menor que el de los resultados experimentales, esta diferencia 

se debe a que en las simulaciones se formaron micelas, mientras que 

experimentalmente se observaron vesículas, que son ensamblajes de mayor 

tamaño. No obstante, la forma esférica predicha por las simulaciones 

6.1 

6.2 
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concuerda con las observaciones mediante microscopía electrónica, lo que 

valida la consistencia general entre ambos enfoques y muestra que el modelo 

reproduce adecuadamente la morfología básica del sistema bajo condiciones 

controladas. 

Tabla 6.5: Datos obtenidos de la simulación de ligandos con cadena de 8 

átomos de carbono. 

 L8-H L8-Me3 

Excentricidad, e 

Radio micelar, Rs / Å 

0.072 

24.70 

0.090 

26.54 

 

 
Figura 6.5: Esquema de simulación mediante dinámica molecular de una micela 

ensamblada con el ligando L8-H. La cabeza hidrofílica se representa en color azul (Ubicada 

en el exterior de la micela) * y la cola hidrófoba en color beige o gris (Ubicada en el interior 

de la micela). * 
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Además, se calculó la función de distribución radial (g(r)) de las moléculas de 

agua con respecto al centro de masa (COM) de la micela, lo que permitió 

obtener una visión más detallada de la estructura interna del ensamblaje.  La 

Figura 6.6 ilustra claramente la distribución radial y la disposición espacial 

tanto de las moléculas de surfactante como del disolvente, destacando 

diferencias significativas en la densidad de moléculas de agua dentro y fuera 

de las micelas formadas por los ligandos L8-H y L8-Me3. En el caso de L8-

H, se detecta una presencia leve de moléculas de agua en el interior de la 

micela; sin embargo, la señal débil indica que el núcleo permanece 

hidrofóbico, excluyendo eficazmente las moléculas de agua. 

En el caso del ligando L8-Me3 (Figura 6.6, B), se observa una ausencia total 

de señal de moléculas de agua en el interior de la micela, lo que indica una 

exclusión aún más efectiva del agua y, por ende, una mayor consistencia 

estructural. Estos resultados confirman que las micelas formadas por ambos 

ligandos presentan una estructura coherente y bien definida, con una 

organización interna que protege el núcleo hidrofóbico del entorno acuoso 

exterior. La exclusión de agua es esencial para la estabilidad de las micelas y 

sugiere que ambos ligandos forman micelas robustas, aunque L8-Me3 parece 

proporcionar una estructura más compacta y uniforme. 
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Figura 6.6: Distribución radial de las moléculas de agua con respecto al centro de masa de 

la micela (COM). L8-H (A) y L8-Me3 (B). Las líneas punteadas verticales representan los 

radios micelares calculados. 
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Actividad catalítica  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Donde la química se ralentiza, 

el catalizador encuentra 

caminos invisibles.” 

— Mercy  Arteaga —
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7.1 Introducción  

En capítulos anteriores se abordó la síntesis y caracterización de ensamblajes 

supramoleculares obtenidos, así como las propiedades ácido-base de los 

compuestos y su modo de complejación con metales como Cu(II), Mn(II) y 

Fe(II). Tal como se mencionó en el Capítulo 1 (Introducción), estos metales 

se encuentran presentes en organismos vivos y desempeñan un papel 

fundamental contra el estrés oxidativo, lo que justifica nuestro interés en 

estudiar sus complejos con los ligandos sintetizados. Además, el ligando 

pytren (L) y sus derivados han mostrado una actividad SOD significativa,1 

razón por la cual hemos modificado estructuralmente este ligando con la 

finalidad de mejorar sus propiedades de dismutación e imitar la actividad SOD 

de la enzima nativa, es decir, su capacidad para catalizar la reacción de 

dismutación del radical superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno 

molecular.  

A lo largo de este capítulo, profundizaremos en el estudio de los miméticos de 

SOD con Cu(II), Mn(II) y/o Fe(II) y discutiremos la relación entre los 

complejos metálicos de los sistemas sintetizados y la estructura del centro 

activo de la SOD nativa. Para ello, el capítulo se ha organizado en tres 

secciones principales, de acuerdo con el metal empleado en la formación de 

complejos capaces de catalizar la dismutación del radical superóxido. 

De manera complementaria, se ha explorado una segunda reacción catalítica: 

la cicloadición azida-alquino [3 + 2] de tipo “clic”, catalizada por surfactantes 

de cobre en medio acuoso, con el objetivo de evaluar la versatilidad catalítica 

de los sistemas desarrollados.  

Cada sección presenta los resultados obtenidos y su interpretación en el 

contexto de la actividad SOD como en el de la química “clic”, destacando las 



_____________________________________________________________ 
 

198 

 

Capítulo 7 

modificaciones estructurales implementadas en los ligandos para optimizar su 

función catalítica. Cabe señalar que, de los seis ligandos sintetizados, aquellos 

con una cadena de 22 átomos de carbono (L22-H y L22-Me3) no pudieron 

ser estudiados debido a su baja solubilidad en agua.  

 

7.2 Actividad de los complejos de Cu(II) 

Los valores de la constante catalítica e IC50 de los cuatro sistemas estudiados 

se muestran en la Tabla 7.1, determinados mediante el método McCord-

Fridovich. Esta tabla incluye también los datos del cobre libre, CuL y la 

enzima Cu2Zn2-SOD nativa de eritrocito bovino, a modo de comparación. A 

excepción del complejo CuL16-H para el cual la actividad registrada es 

insignificante, todos ellos exhiben una actividad catalítica igual o mejor que 

la del ligando L en la dismutación del superóxido. La influencia de la longitud 

de la cadena alifática en los valores de actividad medidos parece ir en sentido 

contrario cuando se comparan los complejos CuL/CuL8-H/CuL16-H. De 

CuL a CuL8-H hay una ligera disminución de la actividad y de CuL8-H a 

CuL16-H hay una fuerte disminución de la actividad. Esta tendencia se 

interpreta como un aumento de la lipofilicidad que conlleva el alargamiento 

de la cadena, lo que afecta negativamente la actividad catalítica. Se ha 

demostrado que la presencia de una molécula de agua en la esfera de 

coordinación metálica desempeña un papel relevante en el mecanismo 

catalítico.2 Por lo tanto, un entorno más hidrofóbico alrededor del centro 

metálico en los complejos de cadena más larga podría impedir las 

interacciones necesarias con el disolvente, reduciendo así su actividad 

catalítica. La presencia de grupos amino metilados da como resultado una 

mejor actividad en comparación con el análogo no metilado. Este efecto de 

los grupos N-alquilo ya ha sido observado por otros autores para complejos 
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similares.2 Esto sugiere que, aunque el entorno hidrofóbico es un factor muy 

importante, no es el único. También intervienen la energía de hidratación y la 

formación de puentes de hidrógeno, los cuales influyen significativamente en 

la eficacia catalítica del sistema. En cuanto a los sistemas metilados, CuL8-

Me3 y CuL16-Me3 muestran actividades prácticamente comparables.  

Finalmente, los complejos metilados tienen una actividad mucho mayor que 

la del cobre libre, lo cual indica que el ligando tiene una influencia positiva en 

el ciclo catalítico. No obstante, los complejos de CuL8-H y CuL16-H 

presentan una actividad próxima a la de cobre libre, o incluso inferior, en el 

caso del CuL16-H. Este comportamiento podría estar relacionado con una 

menor energía de hidratación del sistema, asociada a la presencia de cadenas 

hidrocarbonadas más largas, o con posibles variaciones en el mecanismo 

catalítico influenciadas por el entorno acuoso.  

Tabla 7.1: Actividad SOD de los complejos Cu(II) a pH 7.4 determinada 

mediante el método de McCord-Fridovich con NBT como detector. 

Complejo IC50 / µM kcat / (M-1 s-1) 

CuLb 1.4(2) 2.14(2) 106 

CuL8-H 1.69(1)a 1.7(1) 106 

CuL8-Me3 0.489(1)a 6.1(5) 106 

CuL16-H >10 n/d* 

CuL16-Me3 0.41(1)a 7.1(6) 106 

Cu(ClO4)2 b  1.1(1) 2.7 106 

Cu2Zn2-SODb 0.010(2) 430 106 
aLos valores en paréntesis indican el valor de la desviación 

estándar sobre la última cifra significativa. bDatos tomados de la 

bibliografía.3 *Irrelevante. 
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7.3 Actividad de los complejos de Mn(II) 

A continuación, se evalúa el potencial de los complejos de Mn(II) como 

miméticos de la SOD. Los resultados se presentan en la Tabla 7.2, que incluye, 

con fines comparativos, los datos correspondientes a MnL, MnSO4 y MnSOD.  

En general, los complejos de Mn(II) presentan una actividad similar a la del 

manganeso libre o, en algunos casos, prácticamente nula, como es el caso de 

MnL16-H. Este comportamiento sugiere que la coordinación del metal por 

parte del ligando origina complejos poco estables, lo que concuerda con los 

valores obtenidos en los estudios de equilibrio ácido-base y complejación 

(Figura 5.4, pg. 168).  

Tabla 7.2: Actividad SOD de los complejos de Mn(II) a pH 7.4, determinada 

mediante el método de McCord-Fridovich con NBT como detector. 

Complejo IC50 / µM kcat / (M-1 s-1) 

MnLb 1.4(1)a 2.05 106 

MnL8-H 6.1(1)a 4.9(4) 104 

MnL8-Me3 2.66(5)a 1.11(9) 106 

MnL16-H >10 n/d* 

MnL16-Me3 3.6(1)a 8.2(7) 105 

MnSO4b 3.6(5)a 0.80 106 

MnSODb ---- 100 106 
aLos valores en paréntesis indican el valor de la desviación 

estándar sobre la última cifra significativa. bDatos tomados de la 

bibliografía.3 *Irrelevante. 

 

La presencia de grupos amino metilados en la estructura del ligando mejora 

notablemente su actividad catalítica frente a los análogos no metilados.2 Sin 

embargo, la longitud de la cadena alifática tiene un efecto inverso: al comparar 

la serie MnL, MnL8-H y MnL16-H, se observa una leve disminución de la 

actividad de MnL a MnL8-H, seguida de una caída más pronunciada en 

MnL16-H. Esta tendencia, también observada en los complejos de Cu(II), 
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puede atribuirse al aumento de la lipofilicidad y a la consiguiente reducción 

en la energía de hidratación. Este entorno más hidrofóbico puede dificultar la 

transferencia de protones implicada en el ciclo catalítico, ralentizando la 

catálisis. 

Por último, al comparar los complejos de Mn(II) con sus análogos de Cu(II), 

se observa que los primeros presentan valores de kcat considerablemente más 

bajos.  Este resultado se correlaciona con las constantes de complejación 

determinadas experimentalmente: los complejos con Cu(II) exhiben 

constantes significativamente mayores que los formados con Mn(II), lo que 

indica una mayor estabilidad de coordinación entre el metal y el ligando. En 

consecuencia, la menor estabilidad de los complejos de Mn(II) podría limitar 

su eficacia en los procesos redox implicados en la actividad tipo SOD. 

 

7.4 Actividad de los complejos de Fe(II) 

También se evaluó la actividad SOD de los complejos con Fe(II). En este caso, 

ninguno de ellos mostró una actividad catalítica destacada, con la excepción 

de FeL8-H, que presentó un valor de IC₅₀ de 4.50(9) µM y una constante 

catalítica de 6.6(5) × 10⁵ M⁻¹·s⁻¹. Sin embargo, incluso este valor es 

considerablemente inferior en comparación con los complejos análogos de 

cobre, por lo que no puede considerarse catalíticamente relevante. 

La escasa actividad observada podría estar relacionada con la presencia de la 

cadena hidrocarbonada en la estructura del ligando. Al igual que en los 

sistemas basados en Cu(II) y Mn(II), se identifica una tendencia clara: el 

aumento en la longitud de la cadena alifática reduce la eficiencia catalítica del 

complejo, probablemente debido a un entorno más hidrofóbico que dificulta 

las interacciones con el disolvente o con especies reactivas del medio. 
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Además, diversos estudios han demostrado que el ion Fe(II) puede catalizar la 

deshidrogenación de aminas primarias y secundarias en condiciones 

oxidantes.4-6 En compuestos con estructuras químicas similares a los aquí 

estudiados, se ha descrito que este proceso puede conducir a la formación de 

iminas a partir de las aminas secundarias presentes en los ligandos.7 Esta 

transformación altera la naturaleza electrónica y estérica del entorno del metal, 

modificando potencialmente la geometría de coordinación y la estabilidad del 

complejo. 

En el contexto de los complejos de hierro, la formación de estas especies 

oxidadas podría tener implicaciones importantes. El paso de Fe(II) a Fe(III), 

junto con la aparición de funciones imina, puede inducir una reorganización 

estructural que compromete la estabilidad del complejo o reduce su capacidad 

para participar eficientemente en el ciclo redox implicado en la dismutación 

del superóxido. Aunque se requieren estudios adicionales para confirmar este 

comportamiento, estos hallazgos sugieren que tanto la oxidación del metal 

como la transformación del ligando podrían afectar negativamente en la 

actividad tipo SOD. 

 

 

*** 
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7.5 Actividad catalítica de la reacción química de 

clic de cicloadición catalizada por surfactantes 

de cobre azida-alquino [3   2] en agua.  

Tras analizar la actividad SOD de los ligandos con Cu(II), Mn(II) y Fe(II), y 

confirmar que los complejos Cu(II)L8-Me3 y Cu(II)L16-Me3 presentan una 

actividad catalítica destacada, se decidió explorar otras aplicaciones de estos 

sistemas. En este contexto, se estableció una colaboración con el grupo del 

Profesor Lahoucine Bahsis, Universidad Cadi Ayyad, para estudiar su 

desempeño en la reacción de cicloadición azida-alquino [3 + 2], catalizada por 

surfactantes de cobre en medio acuoso, una transformación clave dentro de la 

denominada química de “clic”. 

7.5.1 Preparación in situ del tensioactivo Cu(II) 

Una solución acuosa del ligando Lx se mezcló con una cantidad 

equimolar de iones Cu(II) a pH neutro. La formación del complejo fue 

instantánea, evidenciado por el cambio de color de azul claro (Cu2+ 

acuoso) a un azul más oscuro correspondiente al complejo macrocíclico 

cobre-piridina (Figura 7.1). Este procedimiento produce resultados 

óptimos dentro del rango de pH de 4 a 9. Si el pH es excesivamente 

ácido, los grupos amino se protonan, lo que impide la formación de 

complejos. Por el contrario, si el pH demasiado básico, el cobre puede 

precipitar en forma de hidróxido, evitando la formación de complejos. 

A pH neutro, la formación del complejo es instantánea y cuantitativa.  
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Figura 7.1: Estructura e imágenes de soluciones preparadas de tensioactivos Cu(II)L8-Me3 

(A) y Cu(II)L16-Me3 (B). 

 

7.5.2 Reacción de clic de cicloadición de azida-alquino 

catalizada por Cu(II) utilizando tensioactivos 

preparados con Cu(II)L8-Me3 y Cu(II)L16-Me3 

Una mezcla de bencilazida (1a, 0.6 mmol), fenilacetileno (2a, 0.5 mmol) y la 

cantidad correspondiente de catalizadores de Cu(II)Lx en 3 mL de agua se 

colocó bajo una agitación magnética a temperatura ambiente y la reacción se 

monitoreó mediante TLC. Una vez completada la reacción, la mezcla se 

diluyó en acetato de etilo y la fase orgánica resultante se evaporó al vacío para 

obtener el 1,2,3-triazol (3a) puro.  

 
Figura 7.2: Reacción de cicloadición azida-alquino [3 + 2] catalizada por tensioactivos que 

contienen Cu(II) (CuAAC). 
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7.5.3 Estudios catalíticos de la reacción química de clic de 

cicloadición de azida-alquino [3 2] catalizada por 

tensioactivos de cobre en agua 

Se evaluó la actividad catalítica del complejo de Cu(II)-LX que contiene 

tensioactivos, en la reacción de cicloadición [3+2] de fenilacetileno (1a) y 

bencilazida (2a) catalizada por cobre (Figura 7.2), estrictamente en 

condiciones de reacción de “clic” en medio acuoso y teniendo en cuenta el 

efecto de la concentración micelar crítica (CMC) sobre la actividad catalítica 

del tensioactivo Cu(II). Los valores de CMC a pH de 7.4 (Capítulo 6) se 

utilizaron como referencia para preparar los sistemas tanto por encima como 

por debajo de la CMC, en el caso de Cu(II)L8-Me3 y Cu(II)L16-Me3, 

respectivamente. Se observó que el uso de CuSO4 solo resultó en un bajo 

rendimiento del producto deseado (3a) a temperatura ambiente (Tabla 7.3). 

Las reacciones de CuAAC muestran que la ausencia de ácido ascórbico como 

agente reductor de los iones de Cu(II), para generar las especies de Cu(I) 

catalíticamente activas, conduce a bajos rendimientos, lo que indica la 

presencia de fuertes interacciones entre los iones de Cu(II) y los ligandos 

utilizados. No se observó la reducción de los iones Cu(II) a Cu(I) en presencia 

de alquinos terminales mediante el homoacoplamiento de alquinos terminales, 

conocida como reacción de Glaser, lo cual sugiere que los tensioactivos que 

contienen Cu(II) tienen un potencial redox elevado.8,9 En presencia del ácido 

ascórbico y trabajando a una concentración inferior a la CMC, los 

tensioactivos de Cu(II) dan como resultado la síntesis regioselectiva de 1,4-

disustituido 1,2,3-triazol en agua a temperatura ambiente, pero con bajos 

rendimientos (10 a 40%). Estos resultados pueden explicarse por dos factores, 

el primero es la baja carga de iones de Cu(II) y el segundo es la parte lipofílica 

de estos metalo-surfactantes, que tienden a aíslar los reactivos orgánicos 
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(bencilazida y fenilacetileno) y limitar su accesibilidad al centro metálico. En 

condiciones superiores a la CMC, se obtuvo un excelente rendimiento (40 a 

90%) del triazol correspondiente tras 24 horas de reacción a temperatura 

ambiente en agua (Figura 7.3). Asimismo, se investigó el efecto de la cantidad 

de catalizador en la eficiencia de la reacción de CuAAC (Tabla 7.3). 

 

Tabla 7.3: Resultados de la reacción de CuAAC catalizada por 

surfactante de Cu(II) a. 

Entrada Catalizador 
Carga 

(mol%) 
 

Rendimiento 

(%)b 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8c 

9c 

10c 

11c 

Blanco 

CuSO4 

Lx 

Cu(II)L8-Me3 

Cu(II)L8-Me3 

Cu(II)L16-Me3 

Cu(II)L16-Me3 

Cu(II)L8-Me3 

Cu(II)L8-Me3 

Cu(II)L16-Me3 

Cu(II)L16-Me3 

--- 

5 

20 

0.08 

0.16 

0.30 

0.60 

0.08 

0.16 

0.30 

0.60 

 

 

 

CMC < 

CMC > 

CMC < 

CMC > 

CMC < 

CMC > 

CMC < 

CMC > 

0 

52 

0 

10 

18 

26 

40 

42 

58 

76 

90 

a. Condiciones: fenilacetileno (0,5 mmol); benzil azida (0,6 mmol); agua (3 mL); catalizador a 

temperatura ambiente durante 24h. b. Rendimientos aislados. c Usando 10 eq. de ácido 

ascórbico. 
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Antes  

Adición de ácido ascórbico 

 
Después 

Adición de ácido 

ascórbico 

 
Compilación después de la 

reacción 

Figura 7.3: La reacción de CuAAC catalizada por Cu(II)L16-Me3 

 

La concentración mínima de micelas, determinada por la CMC, desempeña 

un papel fundamental en la reacción de cicloadición azida-alquino catalizada 

por cobre (CuAAC). En concentraciones que superan la CMC, las moléculas 

de surfactante se agregan para formar micelas, creando así nanorreactores que 

concentran localmente tanto los reactivos hidrofóbicos, como los alquinos, 

como el catalizador de cobre. Se ha demostrado que esta mayor concentración 

dentro del núcleo hidrofóbico de la micela mejora la concentración efectiva 

de reactivos, lo que acelera la velocidad de reacción al facilitar una mayor 

interacción entre la azida y el alquino en las proximidades del catalizador de 

cobre. Además, se ha observado que las micelas estabilizan las especies de 

Cu(II), que a menudo son susceptibles a la oxidación o la precipitación. Esta 

estabilización mantiene la actividad catalítica y favorece la reacción. Por el 

contrario, en la región por debajo de la CMC, la presencia de micelas 

disminuye, lo que conduce a un entorno menos concentrado para los reactivos 

y el catalizador. Esto puede dar lugar a una velocidad de reacción reducida y 
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a una menor eficiencia general. Por lo tanto, la existencia de micelas en o por 

encima de la CMC es fundamental para establecer un entorno más propicio 

para la reacción de CuAAC, optimizando así tanto la cinética de la reacción 

como el rendimiento. 
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sino a dónde puede llegar.” 
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8.1 Introducción 

El último capítulo de resultados de esta tesis se centra en el estudio preliminar 

del comportamiento de los compuestos sintetizados mediante dos enfoques 

complementarios: un modelo de Permeabilidad de Membrana Artificial 

Paralela (PAMPA) y un ensayo biológico HET-CAM (Hen's Egg Test on 

Chorioallantoic Membrane), con el objetivo de valorar su potencial en 

aplicaciones biomédicas. Hasta este punto, se ha descrito la síntesis de los 

ligandos y la obtención de los ensamblajes supramoleculares; se ha analizado 

su comportamiento ácido-base en disolución y se ha determinado su capacidad 

de coordinación con metales como Cu(II), Mn(II) y/o Fe(II). Estos estudios 

han permitido caracterizar con detalle las propiedades fisicoquímicas de los 

compuestos, estableciendo una base sólida para abordar su evaluación en 

condiciones más cercanas a entornos biológicos. 

Dado el enfoque biomédico de la tesis, centrado en el desarrollo de sistemas 

con posible aplicación en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas 

como Huntington,1 en esta etapa se ha puesto el foco en dos aspectos 

fundamentales: por un lado, la capacidad de los compuestos para atravesar la 

barrera hematoencefálica (BHE), y por otro, su toxicidad in vivo. Estos dos 

factores resultan esenciales para determinar la viabilidad de cualquier 

compuesto con posibles efectos terapéuticos sobre el sistema nervioso central. 

Para estudiar la permeabilidad a través de la BHE se ha empleado el método 

PAMPA, un modelo in vitro ampliamente utilizado para estimar la difusión 

pasiva de compuestos a través de membranas lipídicas.2,3 Esta metodología 

permite anticipar si una sustancia puede alcanzar su diana terapéutica en el 

cerebro, lo cual resulta imprescindible en el contexto de enfermedades 

neurodegenerativas. Desarrollar un compuesto con propiedades beneficiosas 
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carece de utilidad si no es capaz de cruzar la BHE y ejercer su acción en el 

tejido cerebral. 

En paralelo, se ha evaluado la toxicidad de los sistemas sintetizados mediante 

el ensayo HET-CAM. Este método alternativo a la experimentación con 

animales permite evaluar el potencial irritante (o dañino) de una sustancia 

sobre una membrana biológica viva.4,5 A través de este ensayo se obtuvieron 

datos preliminares sobre la biocompatibilidad de los compuestos, un aspecto 

indispensable en el diseño de materiales con aplicaciones biomédicas. 

En conjunto, estos estudios no constituyen un análisis biológico exhaustivo, 

pero sí aportan información preliminar relevante y necesaria para valorar el 

comportamiento de los compuestos en sistemas biológicos, y así sentar las 

bases para futuras investigaciones orientadas al desarrollo de aplicaciones 

terapéuticas en el ámbito de la nanomedicina y la neuroprotección. 

 

8.2 Ensayo de permeabilidad de membranas. 

El modelo PAMPA permitió obtener valores estimados de permeabilidad (Pe) 

para los seis sistemas sintetizados. Estos valores se evaluaron a distintos pH, 

ya que la carga neta del ligando, determinada por su grado de protonación, 

incluye significativamente su capacidad de atravesar la membrana. En 

general, una carga neta neutra o cercana a cero favorece la difusión pasiva, al 

reducir las interacciones con el entorno acuoso y facilitar la integración del 

compuesto en la membrana lipofílica del modelo PAMPA-BHE. En la 

literatura científica se acepta que un compuesto se considera de “alta 

penetración cerebral” (CNS+) si presenta valores de Pe superiores a 4 × 10⁻⁶ 

cm·s⁻¹, lo que indica un alto potencial de permeación a través de la BHE.6-8 
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Los resultados de permeabilidad se muestran en la Figura 8.1, junto con la 

distribución de especies. Para los ligandos con cadenas de 8 átomos de 

carbono (L8-H y L8-Me3), se observa un incremento progresivo de la 

permeabilidad con el aumento del pH. Esta tendencia se puede explicar 

considerando que, a medida que el pH aumenta, disminuye el grado de 

protonación del ligando, reduciéndose su carga eléctrica positiva. Una carga 

menor favorece la difusión pasiva a través de una membrana lipofílica como 

la simulada en el modelo PAMPA-BHE. Además, estos ligandos presentan la 

mayor hidrosolubilidad del conjunto, lo que podría justificar su 

comportamiento ascendente y continuo: su solubilidad les permite alcanzar la 

membrana con facilidad y, al reducir su carga, logran atravesarla más 

eficientemente. 

En el caso del ligando L16-H, se observa una permeabilidad máxima en torno 

a pH neutro, seguida de una disminución en condiciones más básicas. Este 

comportamiento puede explicarse por el equilibrio necesario entre 

hidrosolubilidad y lipofilia: para que un compuesto atraviese eficazmente una 

membrana, debe presentar una solubilidad intermedia. Si es demasiado 

hidrosoluble, tiende a permanecer en el medio acuoso y no interactúa con la 

membrana; si es muy poco soluble, puede precipitar en el medio antes de 

alcanzarla. En este contexto, el ligando L16-H parece alcanzar un equilibrio 

óptimo a pH fisiológico, lo que justificaría los valores máximos de 

permeabilidad observados. La disminución a pH más básico podría deberse a 

una pérdida de solubilidad, que limita su disponibilidad para interactuar con 

la membrana y, por tanto, reduce su permeabilidad.  

En contraste, el ligando L16-Me3 apenas muestra variaciones en su 

permeabilidad con el aumento de pH, este comportamiento podría explicarse 

por la escasa variación de su carga con el pH o por la formación de 
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precipitados, los cuales no contribuyen al proceso de permeabilidad al impedir 

que el compuesto interactúe eficazmente con la membrana.  

Por otro lado, el ligando L22-Me3 presenta un ligero aumento de 

permeabilidad al pasar de pH ácido a neutro, alcanzando valores más elevados 

en medio básico. En cambio, el ligando L22-H muestra solo una variación 

mínima a lo largo del intervalo de pH estudiado, lo que puede atribuirse tanto 

a su baja solubilidad global como a su escasa variación de carga con el pH. 

Este comportamiento resulta similar al observado para L16-Me3. 

 
Figura 8.1: Diagramas de distribución de especies para la protonación de L8-H (A), L8-

Me3 (B), L16-H (C), L16-Me3 (D), L22-H (E) y L22-Me3 (F) simulados para [L] = 1mM 

(líneas azules continuas) y resultados de permeabilidad PAMPA (diagrama de dispersión 

negra con barras de error). 
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Finalmente, estos resultados refuerzan la idea de que existe un rango óptimo 

de equilibrio entre hidrosolubilidad y lipofilia que favorece la permeabilidad 

a través de membranas biológicas. Este equilibrio se alcanza de forma más 

efectiva en compuestos con cadenas hidrocarbonadas intermedias, como el 

ligando L16-H, que muestran una permeabilidad máxima en condiciones 

cercanas al pH fisiológico. Así, los datos obtenidos apoyan la sugerencia de 

que no es únicamente la longitud de la cadena hidrocarbonada la que 

determina la capacidad de los compuestos para atravesar la BHE, sino más 

bien una combinación de factores, entre los que destacan la solubilidad, la 

carga neta y el estado de protonación. Cabe señalar, no obstante, que estas 

mediciones consideran únicamente el transporte pasivo a través de 

membranas, por lo que no deben interpretarse como una evaluación completa 

del comportamiento in vivo. Aun así, este tipo de análisis resulta fundamental 

para comprender el comportamiento de los sistemas sintetizados en entornos 

biológicos y, en consecuencia, valorar su potencial como agentes terapéuticos 

con actividad en el sistema nervioso central. 

 

8.3 Estudio de toxicidad  

La toxicidad de los ligandos sintetizados se evaluó mediante el método HET-

CAM, realizado en colaboración con el profesor Juan Frías de la Universidad 

CEU Cardenal Herrera. Esta técnica in vitro es ampliamente reconocida para 

estimar el potencial irritante y tóxico de diversas sustancias, como compuestos 

químicos, farmacéuticos y cosméticos.9,10 El ensayo consiste en aplicar 

directamente la sustancia en estudio sobre la membrana corioalantoidea de 

huevos de gallina fecundados, la cual constituye un modelo altamente 

vascularizado y sensible. En este trabajo, se empleó el método HET-CAM para 

evaluar la seguridad y el posible efecto irritante de los ligandos sintetizados, 
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mediante la observación directa de alteraciones en la membrana tras la 

exposición. 

 

CONTROL + (NaOH 0.1 N) CONTROL – (NaCl 0.9%) 

 
IS*=18.76 

Irritante fuerte 

 
IS*= 0 

No irritante 

L8-H CuL8-H L8-Me3 CuL8-Me3 

 
IS*= 0 

No irritante 

 

 
IS*= 0 

No irritante 

 

 
IS*= 0 

No irritante 

 

 
IS*= 7.23 

Irritante moderado 

L16-H CuL16-H L16-Me3 CuL16-Me3 

 
IS*= 0 

No irritante 

 
IS*= 7.77 

Irritante 

moderado 

 
IS*= 1.25 

Irritante leve 

 
IS*= 0 

No irritante 

Figura 8.2: Esquema del estudio de toxicidad de los sistemas sintetizados mediante el 

ensayo HET-CAM (Hen's Egg Test on Chorioallantoic Membrane). Se utilizó una 

concentración de ligando (L) de 1 mM, con un volumen de adición de 300 μL por 

experimento. Tiempo de observación: 5 min. *Clasificación del efecto tóxico según el índice 

de irritación (IS): No irritante (IS < 1), irritante débil o leve (1 ≤ IS < 5), irritante moderado 

(5 ≤ IS < 10) o irritante fuerte o severo (IS > 10).  
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La Figura 8.2 muestra imágenes representativas de los efectos inducidos por 

los diferentes ligandos sobre la membrana corioalantoidea. Tras la aplicación 

de cada compuesto, se monitorizó la membrana durante un periodo de cinco 

minutos, registrando signos de toxicidad como hemorragias, lisis vascular o 

coagulación. A partir de estas observaciones, se calculó el índice de irritación 

(IS, por sus siglas en inglés). 

Los resultados indicaron una respuesta no tóxica o de baja toxicidad para los 

compuestos L8-H, CuL8-H, L8-Me3, L16-H y CuL16-Me3. En cambio, el 

ligando L16-Me3 mostró un efecto de toxicidad leve, mientras que los 

compuestos CuL8-Me3 y CuL16-H presentaron una toxicidad moderada. La 

mayor citotoxicidad observada en los complejos metálicos CuL8-Me3 y 

CuL16-H parece deberse a la coordinación del catión Cu(II), ya que los 

ligandos libres no mostraron efectos similares en ausencia del metal. Por el 

contrario, en el caso de CuL16-Me3, la formación del complejo con Cu(II) 

parece reducir su toxicidad respecto al ligando libre. 
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"Cada hallazgo científico 

 no marca un final,  

sino un punto de partida más alto  

hacia horizontes aún por explorar". 

— Mercy  Arteaga —
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Conclusión 1. Diseño, síntesis y caracterización de los ligandos  

El principal logro alcanzado en la síntesis y caracterización de los ligandos 

fue el diseño y obtención de una nueva familia de seis compuestos 

escorpiandos (L8-H, L8-Me3, L16-H, L16-Me3, L22-H, L22-Me3) con 

propiedades anfifílicas, una característica que no había sido estudiada 

previamente en el grupo de Química Supramolecular de la Universidad de 

Valencia (QSM-UV). Este avance ha permitido abrir una nueva línea de 

investigación dentro del grupo, ampliando significativamente las 

posibilidades de estudio y aplicación de estos ligandos. 

Finalmente, todos los compuestos fueron caracterizados exhaustivamente 

mediante técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometría 

de masas y análisis elemental, lo que garantiza la calidad de los resultados y 

establece una base sólida para futuras investigaciones. 

 

Conclusión 2. Caracterización del comportamiento ácido-base en disolución 

acuosa de los ligandos sintetizados. 

Este estudio ha proporcionado una caracterización detallada del 

comportamiento ácido-base de los ligandos derivados del pytren (L), 

destacando el impacto de modificaciones estructurales, como la introducción 

de cadenas hidrocarbonadas y la metilación de grupos amino, sobre sus 

constantes de protonación. La introducción de cadenas hidrocarbonadas más 

largas reduce progresivamente la basicidad global de los ligandos, una 

tendencia atribuida a la disminución de la energía de hidratación causada por 

el carácter hidrofóbico de estas cadenas. 

Por otro lado, la metilación de los grupos amino genera un efecto inductivo 

que modifica las constantes de protonación, disminuyendo la basicidad global. 
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En conjunto, este análisis muestra cómo la combinación de efectos 

electrónicos e hidrofóbicos se refleja directamente en las propiedades ácido-

base de estos sistemas. Cabe señalar que, si bien se determinaron las 

constantes de protonación de L22-H y L22-Me3, su baja solubilidad y la 

tendencia a formar precipitados limitaron su inclusión en la comparación con 

el resto de los ligandos y restringen tanto su análisis como sus posibles 

aplicaciones.  

 

Conclusión 3. Estudio de la capacidad de coordinación de los ligandos 

sintetizados con iones metálicos de transición de interés biológico. 

Los complejos con Cu(II) presentan la mayor estabilidad entre los ligandos 

estudiados, debido a la elevada compatibilidad electrónica y geométrica entre 

este catión y los grupos amino.  Les siguen en estabilidad los complejos con 

Fe(II) y Mn(II), lo que refleja las diferencias en la afinidad de estos metales 

por los grupos amino de los ligandos. La incorporación de cadenas 

hidrocarbonadas más largas, como en L16-H, reduce el valor de la constante 

de formación de los complejos con los tres metales. Por su parte, la metilación 

de los grupos amino disminuye aún más la estabilidad de los complejos, ya 

que transformar aminas secundarias en terciarias.  

Así mismo, se observa que los complejos con Cu(II) y Mn(II) se forman desde 

pH acido, mientras que los de Fe(II) requieren un pH superior a 10 para lograr 

una coordinación cuantitativa. Sin embargo, la formación de óxidos de hierro 

a pH >8 afecta la estabilidad de los complejos, lo que limita su potencial para 

aplicaciones relacionadas con la actividad SOD. En conjunto, estos resultados 

subrayan la importancia de las modificaciones estructurales en los ligandos 

para optimizar su estabilidad, solubilidad y afinidad por metales específicos, 
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abriendo oportunidades para un diseño más racional en función de las 

necesidades de aplicaciones químicas y biológicas. 

 

Conclusión 4. Estudio de propiedades fisicoquímicas de los compuestos 

anfifílicos. 

Este estudio permitió caracterizar sistemas vesiculares formados por 

compuestos anfifílicos mediante una combinación de técnicas experimentales 

(pireno para la determinación de la CMC, TEM, DLS y AFM) 

complementadas con cálculos teóricos, lo que proporcionó una visión integral 

de sus propiedades fisicoquímicas y estructurales. Los resultados mostraron 

que la CMC presenta variaciones leves bajo diferentes condiciones de pH: en 

medio muy ácido, el exceso de protones genera repulsión entre las moléculas, 

mientras que en medio básico la ausencia de protones no favorece el equilibrio 

de los ensamblajes, lo que podría conducir a la formación de agregados.  

Asimismo, se observó que la longitud de la cadena hidrocarbonada influye 

significativamente en el tamaño de las vesículas, siendo los ligandos con 

cadenas más largas los que originan estructuras de mayor tamaño (como en el 

caso de L22-H y L22-Me3). Los índices de polidispersión reflejaron una 

relativa uniformidad, aunque sin alcanzar una distribución completamente 

monodispersa, y el análisis del potencial ζ confirmó que, bajo condiciones 

ácidas, el exceso de protones en el entorno induce mayor polidispersidad, 

mientras que a pH básico un potencial ζ cercano a cero o negativo puede 

favorecer la agregación y reducir la estabilidad del sistema. 

Las imágenes de microscopía revelaron que las vesículas presentan una forma 

casi esférica, siendo de mayor tamaño aquellas asociadas a ligandos de cadena 

larga (L22-H y L22-Me3).  La estabilidad a largo plazo se evaluó 
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manteniendo las vesículas a pH 7.4 durante 30 días, observándose únicamente 

un leve aumento en su tamaño y sin indicios de agregación significativa, lo 

que indica estabilidad estructural bajo las condiciones experimentales. 

Por otra parte, las simulaciones de dinámica molecular realizadas a los 

ligandos L8-H y L8-Me3 respaldaron los resultados experimentales, 

mostrando la formación de vesículas estables, altamente esféricas y con 

exclusión eficiente del agua en su núcleo hidrofóbico. Estos resultados 

corroboran la utilidad de las simulaciones para comprender y predecir el 

comportamiento de los sistemas vesiculares, proporcionando una visión 

complementaria y precisa de sus propiedades estructurales y dinámicas. 

 

Conclusión 5. Determinación y estudio de la actividad superóxido dismutasa 

de los complejos miméticos estudiados. 

Los complejos de cobre con grupos amino metilados, como CuL8-Me3 y 

CuL16-Me3, presentaron una actividad SOD significativa, destacándose el 

efecto positivo de la metilación sobre la actividad catalítica. Esto puede 

atribuirse a que los grupos amino terciario tienen una menor capacidad dadora, 

lo que reduce la estabilidad de complejación y favorece la actividad SOD. En 

contraste, los complejos con ligandos no metilados, como CuL16-H, 

mostraron una actividad insignificante. Además, se observó que el aumento 

en la longitud de las cadenas alifáticas afecta negativamente la actividad, 

como lo evidencia la serie CuL > CuL8-H > CuL16-H. 

En el caso de los complejos de manganeso, su actividad fue similar o incluso 

inferior a la del manganeso libre, y en particular, MnL16-H presentó una 

actividad insignificante. Al igual que en los complejos de cobre, la longitud 

de las cadenas alifáticas influye negativamente en la actividad SOD, 
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disminuyendo la eficiencia catalítica a medida que aumenta la lipofilia o 

hidrofobicidad. Por su parte, los complejos de hierro mostraron en general una 

actividad SOD insignificante, con la excepción de FeL8-H, que presentó 

valores moderados pero inferiores a los de los complejos cúpricos. Este 

comportamiento podría deberse a que el Fe(II) cataliza la conversión de 

aminas en iminas bajo condiciones oxidantes, alterando la naturaleza del 

ligando y afectando negativamente su capacidad para participar en el ciclo 

redox. 

En conclusión, la metilación de los ligandos, como regla general, mejora 

consistentemente la actividad SOD, mientras que el aumento en la longitud de 

las cadenas alifáticas tiene un impacto negativo sobre esta. Los complejos de 

cobre se destacan como los más prometedores entre los sistemas estudiados 

debido a su mayor actividad, y estabilidad, mostrando una actividad SOD 

superior en comparación con los complejos de manganeso y hierro. En 

particular, los complejos CuL8-Me3 y CuL16-Me3 se presentan como los 

mejores candidatos miméticos de SOD.  

 

Conclusión 6. Análisis del transporte pasivo mediante el ensayo PAMPA. 

El estudio del transporte pasivo transmembrana de los compuestos 

sintetizados a través del modelo PAMPA-BHE permitió evaluar su capacidad 

para atravesar una barrera simulada hematoencefálica. Los resultados 

indicaron que los valores de permeabilidad de los compuestos fueron 

inferiores a los umbrales establecidos para ser considerados de "alta 

penetración cerebral" (CNS+). Sin embargo, la permeabilidad es cuantificable 

y permite observar tendencias específicas relacionadas con las propiedades 

fisicoquímicas de los compuestos, como el peso molecular, la lipofilia y la 
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solubilidad, que condicionaron su capacidad de penetración en diferentes 

condiciones de pH. 

En general, los compuestos con menor peso molecular, como L8-H y L8-

Me3, presentaron mayor hidrosolubilidad, lo que dificultó su paso a través de 

la membrana lipofílica del modelo, incluso a pH fisiológico. En contraste, 

L16-H, con un peso molecular intermedio y una cadena hidrocarbonada más 

lipofílica, presentó la mejor permeabilidad en estas condiciones, posiblemente 

debido a un equilibrio favorable entre lipofilia y polaridad. Por su parte, los 

ligandos con cadenas más largas, como L22-H y L22-Me3, mostraron una 

menor permeabilidad, atribuida a su mayor peso molecular e insolubilidad, 

factores que dificultan su tránsito por la membrana. Además, la influencia del 

pH sobre la permeabilidad fue notable en algunos compuestos, donde un 

menor grado de protonación favoreció su paso a través de la membrana 

lipofílica, mientras que en otros, problemas de solubilidad bajo condiciones 

básicas limitaron su permeabilidad. 

El análisis de parámetros moleculares, como comportamiento ácido-base, el 

peso molecular y la estructura, permitió explicar estas tendencias, destacando 

la importancia de un equilibrio adecuado entre solubilidad e interacción 

lipofílica para maximizar la permeabilidad. Estos resultados proporcionan 

información clave para el diseño de nuevos ligandos con propiedades 

optimizadas para atravesar la BHE y contribuyen una base sólida para explorar 

aplicaciones futuras en el desarrollo de moléculas neuroterapéuticas. 

 

Conclusión 7. Ensayos de toxicidad. 

El estudio de toxicidad mediante el método HET-CAM permitió evaluar los 

efectos de los compuestos sintetizados sobre la membrana corioalantoidea, 
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mostrando resultados variados en función de la estructura y la complejación 

de los ligandos con Cu(II). Los compuestos, como L8-H, CuL8-H, L8-Me3, 

L16-H y CuL16-Me3, demostraron ser inocuos o presentar baja toxicidad. 

Sin embargo, se identificó un efecto de toxicidad leve para el compuesto L16-

Me3 y toxicidad moderada en CuL8-Me3 y CuL16-H. 

La toxicidad moderada observada en estos compuestos parece estar asociada 

con la complejación con Cu(II), lo que indica que la interacción ligando-metal 

influye en su comportamiento biológico. Por otro lado, el compuesto CuL16-

Me3 mostró una reducción de la toxicidad tras la complejación, evidenciando 

que las propiedades tóxicas de estos sistemas son sensibles tanto a la estructura 

del ligando como a su interacción con el metal.
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Espectros RMN  

Caracterización por RMN de los ligandos sintetizados y funcionalizados

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Aquí descansan los datos 

que no entraron en la historia principal, 

pero sin los cuales 

no habría historia que contar.” 

— Mercy  Arteaga —
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Figura A.1: Espectro de 1H-NMR de L8Ts en CDCl3 a 298 K. 

 

 

 
Figura A.2: Espectro de 13C-NMR de L8Ts en CDCl3 a 298 K. 
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Figura A.3: Espectro de 1H-NMR de L8-H en D2O a 298 K.  

 

 
Figura A.4: Espectro de 13C-NMR de L8-H en D2O a 298 K. 
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Figura A.5: Espectro de 1H-NMR de L8-Me3 en CDCl3 a 298 K.   

 

 
Figura A.6: Espectro de 13C-NMR de L8-Me3 en CDCl3 a 298 K. 
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Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A.7: Espectro de 1H-NMR de L16Ts en CDCl3 a 298 K. 

 

 
Figura A.8: Espectro de 13C-NMR de L16Ts en CDCl3 a 298 K. 
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Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A.9: Espectro de 1H-NMR de L16-H en D2O a 298 K.  

 

 
Figura A.10: Espectro de 13C-NMR de L16-H en D2O a 298 K. 
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Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A.11: Espectro de 1H-NMR de L16-Me3 en CDCl3 a 298 K.  

 

 
Figura A.12: Espectro de 13C-NMR de L16-Me3 en CDCl3 a 298 K. 

 

                                             
        

 
  
 

 
 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 
  
 
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 
  
 
 
  

 
  
 

 
  
 

 
  
 

 
  
 

                                       

        

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 
  
 
 
  

 
 
  
 
 
  
 
 
  

 
 
  
 
 

 
 
  
 
 
  
 
 
  

 
 
 
  
 
 

 
 
 
  
 
 

 
 
 
  
 
 

α 

α 
α 

N

N N

N

N

α 



_____________________________________________________________ 
 

238 

 

Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A.13: Espectro de 1H-NMR de L22Ts en CDCl3 a 298 K. 

 

 
Figura A.14: Espectro de 13C-NMR de L22Ts en CDCl3 a 298 K. 
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Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A. 15: Espectro de 1H-NMR de L22-H en CDCl3 a 298 K.  

 

 
Figura A.16: Espectro de 13C-NMR de L22-H en CDCl3 a 298 K. 
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Anexo A. Espectros RMN 

 
Figura A. 17: Espectro de 1H-NMR de L22-Me3 en CDCl3 a 298 K.   

 

 
Figura A.18: Espectro de 13C-NMR de L22-Me3 en CDCl3 a 298 K. 
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Anexo B  

 

Ensamblajes 

Supramoleculares 
Concentración micelar critica (CMC) de los ligandos funcionalizados. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.1: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L8-

H]. Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de 

pH. La línea punteada representa el valor de CMC calculado. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.2: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L8-Me3]. 

Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de pH. La 

línea punteada representa el valor de CMC calculado. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.3: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L16-H]. 

Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de pH. La 

línea punteada representa el valor de CMC calculado. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.4: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L16-

Me3]. Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de pH. 

La línea punteada representa el valor de CMC calculado. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.5: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L22-H]. 

Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de pH. La 

línea punteada representa el valor de CMC calculado. 
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Anexo B. Concentración micelar crítica (CMC) 

 
Figura B.6: Cociente de intensidades de bandas vibratorias (II/IIII) en función de [L22-

Me3]. Datos de CMC medidos con el método de pireno en agua a diferentes valores de pH. 

La línea punteada representa el valor de CMC calculado. 



 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Somos como la paja de páramo, 

que se la arranca y vuelve a crecer… 

y de paja de páramo 

sembraremos al mundo". 

— Dolores Cacuango, líder indígena y defensora de los derechos de las 

mujeres ecuatorianas. 
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