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Els fluids biologics son solucions aquoses que presenten un pH
definit i que contenen compostos organics biologicament actius 1
ions metallics. En aquests medis es produeixen interaccions quimi-
ques de coordinacié que sén basiques per al desenvolupament de la
vida i que no es poden ignorar quan es desitja estudiar la bioquimi-
ca d’un sistema viu. En conseqii¢ncia, s’ha originat una nova disci-
plina que fa servir la part tedrica i experimental de la quimica inor-
ganica i de coordinacié 1 la biologia molecular: la quimica de la
biocoordinacié (1, 2).

L’activitat biologica de moltes molécules 1 ions depen directa-
mente de processos de coordinacié lligand-proté 1 lligand-16 me-
tallic, que influeixen sobre diversos factors, com poden ser la ve-
locitat de la reaccié de formacié d’una forma activa, la velocitat de
transport del producte bioactiu fins al receptor i ’afinitat del com-
post actiu pel receptor.

La coordinacié de les molecules bioactives amb determinats
ions metallics pot afectar tots els processos anteriors 1, per tant, pot
influir sobre I’activitat biologica d’un sistema. Aquest fet es va po-
sar en evidéncia amb el descobriment, a mitjan década dels seixanta,
que certs complexos metallics poden inhibir la reproduccié dels
bacteris, actuant sobre les molécules de DNA. Aquesta informacié
va portar molts cientifics a dirigir la seva atencié cap a les seves
possibles aplicacions mediques, principalment en el tractament de
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les malalties canceroses. El primer compost que va demostrar una
activitat terapeutica eficag en el tractament d’aquestes malalties va
ser un complex de plati(II): [Pt(NH,),Cl,] (cisplati) (3). El mecanis-
me pel qual aquesta substancia pot interferir la transmissié de la
informacié geneética s’atribueix a la interaccié de I'16 plati(II) amb
les posicions de guanina de les cadenes de DNA, que altera I’es-
tructura tridimensional d’aquestes cadenes, la qual cosa afecta la
possibilitat de replicacié i de divisié cellular, i el procés de creixe-
ment incontrolat s’acaba.

Encara que I'interes per la quimica de la biocoordinacié va créi-
xer a partir del descobriment de les propietats del cisplati, 'estudi
del comportament dels ions metallics en els sistemes vius és basic,
perque aquests 1ons tenen un paper molt important en molts altres
aspectes de la bioquimica molecular.

Per a poder congixer el paper que tenen els ions metallics en els
sistemes vius, ¢s necessari arribar a coneixer la composicid, estruc-
tura i estabilitat dels complexos que formen aquests ions metallics
amb les molecules biologicament actives en solucié.

El nombre de lligands possibles en un sistema biologic és molt
elevat, perque tots els compostos organics que contenen hetero-
atoms amb parells solitaris d’electrons poden ésser capagos d’inter-
accionar amb els ions metallics.

L’estudi de I'especiacié en sistemes naturals entre els ions me-
tallics i els lligands de pes molecular baix (com els aminoacids i els
anions carbonat, fosfat, salicilat, ascorbat...) s’ha intentat a partir
de calculs quantitatius basats en equilibris termodinamics multi-
ples tal com ha estat descrit en el capitol precedent d’aquest lli-
bre. Aquests calculs han d’ésser basats en les constants d’equilibri
de totes les reaccions en competencia 1 en les concentracions to-
tals de tots els metalls 1 lligands presents, i es porten a terme per
programes de simulacié amb ordinador (5, 6).

En Pestudi de P’especiacié en sistemes que contenen lligands
macromoleculars, s’ha de tenir en compte que les caracteristiques
acid-base 1 complexants d’aquests lligands poden ésser influides
per la possible presencia dels efectes secundaris segtients: efecte po-
lifuncional, efecte polielectrolitic i efecte conformacional (7).
Aquests efectes poden afectar I'estabilitat de les especies que es for-
men 1, 2 més, solen variar amb el grau de complexacié 1/0 de des-
protonacid.

L’efecte polifuncional és degut a la preséncia en la macromo-
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lecula de més d’un centre actiu diferent. Aquest efecte es pot obser-
var, per exemple, en els acids nucleics, els quals contenen diferents
grups funcionals amb propietats acid-base 1 complexants molt va-
riades.

L’efecte polielectrolitic es produeix a causa de la proximitat en-
tre diferents centres funcionals de la macromolecula; la protonacié
o desprotonaci6 d’un dels centres actius de la macromolecula mo-
difica ’entorn (densitat electronica, camp eléctric...) en que es tro-
ben els altres centres actius, i aixd pot afectar les caracteristiques
acid-base d’aquests i dificulta o afavoreix el procés acid-base. En
aquests casos, no es té un valor definit de les constants d’equilibri,
siné que aquestes varien d’acord amb el grau d’avang de la reaccié.

L’efecte conformacional esta relacionat amb els canvis de con-
formaci6 que poden presentar-se en les macromolecules quan va-
rien les condicions externes, com pot ser el pH o la concentracié
d’ions metallics. Arribar a coneixer quina és la conformacié de la
macromolecula en cada moment té un gran interes perque existeix
una relacié directa entre ’estructura tridimensional de les biomole-
cules i la seva funcié biologica. Aixi, per exemple, ’estructura del
DNA esta formada per la unié de dues cadenes de polimer, en la
qual les bases nitrogenades de cadascuna de les cadenes estan en-
llagades per ponts d’hidrogen per a formar una doble helix. La for-
macié d’aquesta doble helix fa possible una estructura regular
i estable, amb la part interna hidrofoba i la part externa hidrofila.
A temperatures superiors a la fisiologica, en medis d’acidesa su-
perior a la fisiologica, o en presencia de certs metalls pesants, es
produeix una ruptura dels enllagos per pont d’hidrogen. La mole-
cula de DNA perd aleshores la seva conformacié inicial, 1 adquireix
una conformacié inactiva bioldgicament (molecula de DNA des-
naturalitzada).

L’existencia de tots aquests efectes fa que una avaluacié exacta
de les constants d’equilibri en els sistemes que contenen macromo-
lecules sigui molt dificil i adhuc impossible. Un primer intent de
solucionar aquestes dificultats fou el d’assimilar cada macromole-
cula a una serie de compostos model de pes molecular baix amb
centres actius de coordinaci6 tan similars com fos possible als pre-
sents en la macromolecula. Aixi, en el cas dels polinucleotids es
poden considerar els mononucleotids ciclics com a composts mo-
del, atés que presenten els mateixos centres de coordinacié que
cadascuna de les unitats monomeriques de la macromolécula (8).
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No obstant aix0, i tot i que es poden trobar lligands model de
pes molecular baix per a simular el comportament de qualsevol ma-
cromolecula, la validesa de PPextrapolacié dels resultats obtinguts
amb aquests models al comportament de les macromolecules és
dubtosa, ja que aquests models no inclouen la influencia que tenen
els efectes polifuncional, polielectrolitic i conformacional sobre les
caracteristiques acid-base 1 de complexaci6 de les macromolecules.

Una manera possible d’abordar I'estudi de les macromolecules
és a partir de macromolecules model que contenen un tipus tnic de
grup funcional repetit al llarg de I’estructura. Aixi, pot estudiar-se
la influéncia dels efectes polielectrolitic i conformacional sobre les
caracteristiques acid-base 1 de complexacié, sense introduir com-
plicacions addicionals degudes a la polifuncionalitat.

En el nostre grup de treball, en el Departament de Quimica
Analitica de la Universitat de Barcelona, s’esta treballant en la in-
terpretaci6 de les interaccions dels ions metallics i del proté amb
els acids nucleics i amb els seus constituents en condicions sem-
blants a les fisiologiques (8-12). En primer lloc, Pestudi dels consti-
tuents monomerics dels acids nucleics (bases nitrogenades, nucleo-
sids i nucleotids) ha de permetre avaluar quins sén els centres actius
de coordinaci6 en els lligands. A continuacié, I’estudi d’alguns po-
linucleotids sintetics, que contenen un tipus tnic de base nitroge-
nada repetida al llarg de la macromolecula, és dtil per avaluar la
influencia que tenen els efectes polielectrolitic i conformacional
sobre les caracteristiques acid-base i complexants d’aquests centres
de coordinacié.

A la figura 1 es representa Iestructura d’un nucleosid, un nu-
cleotid, un nucledtid ciclic (que és el compost monomeric més si-
milar als polinucleotids, en referéncia als centres actius de coordi-
nacid) 1una cadena de polinucleotid.

Els procediments de calcul utilitzats en el tractament numéric
de les dades experimentals que s’obtenen en Iestudi dels equilibris
acid-base i de complexacié d’un sistema, per a 'estudi de Iespecia-
ci6, es poden classificar en dos grups.

1. Procediments tradicionals d’ajust minimoquadratic, que es
basen en la postulacié inicial d’un model quimic, és a dir, en la
postulacié d’una serie d’especies definides pels seus coeficients es-
tequiometrics 1 per unes constants de formacié estimades. Aquests
procediments de calcul també requereixen el compliment dels ba-
langos de materia i de la llei d’accié de masses. Permeten arribar a
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FIGURA 1. Estructura'?u:’mica d’un polinucleotid 1 de les unitats monomeri-
ques seglients: nucleosid, nucleotid 1 nucleoud ciclic.
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obtenir els valors de les constants d’estabilitat per a cadascuna de
les especies postulades.

2. Procediments matematics basats en tecniques relacionades
amb P'analisi de factors, que no requereixen la postulacié inicial
d’un model quimic ni el compliment de la llei d’acci6 de masses.
Aquests procediments permeten de determinar el nombre d’espe-
cies presents, avaluar-ne el diagrama de distribucié 1 els seus espec-
tres individuals. A partir dels resultats obtinguts es pot postular
un model i calcular les constants d’estabilitat de les especies que
es formen. Dins d’aquest grup es pot incloure el procediment
SPFAC, desenvolupat per R. Tauler (13-15).

Aquests ultims procediments sén una eina molt poderosa en
’estudi dels sistemes que contenen lligands macromoleculars, on
els procediments tradicionals d’ajust minimoquadratic no poden
aplicar-se en la majoria dels casos a causa de la possible presencia en
el lligand dels efectes polielectrolitic, conformacional i polifuncio-
nal, que influeixen sobre les caracteristiques dels centres de coordi-
naci6 dels lligands, 1 modifiquen estabilitat de les espécies que es
formen. Per tot aixo, I’analisi de les dades experimentals que s ob-
tenen en aquests sistemes exigeix la utilitzacié de procediments de
calcul que no siguin basats en la postulacié prévia d’un model qui-
mic ni en el compliment de la llei d’accié de masses.

Les dades experimentals de les quals es parteix en el procediment
SPFAC sé6n els espectres d’absorci6 obtinguts al llarg de cadascuna
de les valoracions espectrometriques del sistema en estudi. Aquestes
dades es poden representar en forma matricial, tal com s’indica a la
figura 2. Per a cada valoracié espectrométrica s’obté una matriu D en
la qual cada fila correspon a una solucié (a una mesura diferent de
pH al llarg de la valoracié) 1 cada columna correspon a cadascuna
de les longituds d’ona a les quals es porten a terme les mesures.

El procediment SPFAC permet I’analisi simultani de diferents
valoracions espectrometriques del mateix sistema obtingudes a di-
ferents concentracions inicials dels constituents. En aquest cas, la
matriu de dades D que s’analitza és una matriu D augmentada que
conté un nombre de files igual al nombre total d’espectres obtin-
guts en les diferents valoracions (figura 3). El nombre de columnes
és el mateix, perque tots els espectres en totes les valoracions s’han
d’obtenir a les mateixes longituds d’ona.

Per a aconseguir més informacié d’un mateix sistema, al llarg
d’una mateixa valoracié poden aplicar-se simultaniament diferents
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FIGURA 2. Representacié tridimensional dels espectres d’absorcié experi-
mentals obtinguts al llarg d’una valoracié d’un sistema en estudi, i representa-
cié matricial j.’aqucstcs dades. NS és el nombre d’espectres obtinguts (a cada
valor de pH mesurat). NW és el nombre de canals de mesura (nombre de lon-
gituds d’ona, en 'exemple).

tecniques espectrometriques (UV-visible, ressonancia d’espin elec-
tronic o dicroisme circular, entre d’altres). En el cas d’utilitzar les
tres tecniques esmentades, per a cada soluci6 es tindra un espectre
d’absorcié en el UV, un espectre de RSE 1 un espectre de dicroisme
circular. Per a poder extreure la maxima informacié de les dades
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FIGURA 3. Representacié matricial de les dades obtingudes al llarg de tres
valoracions espectromeétriques diferents del mateix sistema. NS, RS 1 CS sén,
respectivament, el nombre d’espectres obtinguts en la primera, en la segona i
en la tercera valoracié.

obtingudes amb les diferents tecniques espectrométriques, és con-
venient tractar-les simultaniament, i per tant, tota aquesta informa-
ci6 ha d’estar continguda en la mateixa matriu de dades. Aixo s’a-
consegueix ampliant el nombre de columnes de la matriu de dades a
tots els canals de mesura: per a cada solucié es tindra una fila que
conté un espectre global que sera el d’absorcié UV-visible, a conti-
nuacié el de RSE 1 a continuacié el de dicroisme circular (figura 4).

En la figura 5 s’indiquen les etapes que se segueixen en el proce-
diment SPFAC: es parteix de la matriu que conté les dades experi-
mentals (que pot ser la corresponent a una tnica valoracié, o bé la
matriu ampliada, en les files si s’analitza més d’una valoracié o/i en
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FIGURA 4. Representacié matricial de les dades obtingudes al llarg d’una va-
loracié en la qual s’han aplicat simultaniament tres técniques espectromeétri-
ques diferents. NW, PW 1 UW s6n, respectivament, el nombre de canals de
mesura en la primera, en la segona i en la tercera tecniques.
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FIGURA 5. Representacié esquematica de les etapes que se segueixen en el
procediment SPFAC,

les columnes si cada valoracié s’estudia per més d’una técnica es-
pectrometrica). En primer lloc s’aplica ’analisi de factors a la ma-
triu de dades per a determinar el nombre d’espécies absorbents di-
ferents que apareixen al llarg de la valoracié. Aquest nombre
d’especies es pot estimar a partir de la magnitud del valor propi asso-
ciat a cada vector propi calculat en I'analisi de factors. Existeixen
procediments matematics diferents que ajuden a discriminar entre
els vectors propis associats amb les especies presents en el sistema en
estudi i els vectors propis associats a I'error aleatori propi de les da-
des cxpcrlmcntals procediment de cross validation, desenvolupat
per Wold (16), i teoria de Perror en analisi de factors, desenvolupada
per Malinowski (17), entre d’altres. La matriu experimental de dades
també s’analitza per mitja de 'evolving factor analysis (EFA), descrit
per Gampp i collaboradors (18, 19). El procediment d’EFA és el
segiient: primer s’analitza la submatriu, que conté només dues files
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(és a dir, les solucions corresponents als dos primers punts de la va-
loracié), i es determina per analisi de factors quants components hi
ha 1 la magnitud del valor propl associat a cada component; a conti-
nuaci6 s’afegeix una fila més a la submatriu anterior (la solucié cor-
responent al seglient valor de pH en la valoracid) i es torna a determi-
nar quants components hi ha 1 la magnitud dels seus valors propis, 1
aixi successivament per a submatrius cadascuna de les quals conté una
solucié més que Ianterior. El mateix procediment s’ha de fer seguint
un ordre decreixent de valors de pH. La representacié de la variacié
amb el pH de la magnitud del valor propi associat a cada component
permet arribar a obtenir una representacié abstracta dels perfils de
concentracid. Aquesta representacio serveix com a estimacio inicial
dels perfils de concentracié, i a partir d’aqui s’inicia un procediment
de minims quadrats alternats (ALS, alternating least squares) per a
arribar a obtenir els espectres d’absorcié corresponents a cadascuna
de les especies i el diagrama de distribuci6 real de les especies.

Aquest nou procediment matematic, el procediment SPFAC,
s’ha aplicat a I'estudi de les propietats acid-base dels polinucleotids
poli(U) i poli(I), 1 a I'estudi de la seva complexacié amb els ions
coure(Il). Aquests polinucledtids contenen un tnic tipus de base
nitrogenada repetida al llarg de la seva estructura: la base pirimidi-
nica uracil en la molécula de poli(U) 1 la base purinica hipoxantina
en la molecula de poli(I) (figura 6).

L’estudi espectrofotometric dels sistemes H-poli(U) 1 H-poli(T)
ha indicat en ambdés casos I’absencia d’efecte polielectrolitic (figu-
ra 7); es pot observar que el valor del pK, en cadascun dels sistemes
no varia al llarg de les valoracions, a mesura que augmenta el grau

Uracil Hipoxantina

FIGURA 6. Estructura quimica de les bases nitrogenades uracil i hipoxantina.
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FIGURA 7. Representacié dels valors de pK, enfront del grau de dissociacié
pels lligands: A) poli(U); B) poli(T).
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de dissociacié de les macromolecules. Aquests resultats poden és-
ser atribuits al fet que les bases nitrogenades en aquests polinucled-
tids estan suficientment distants en ’espai perqué la desprotonacié
d’una d’elles no afecti les caracteristiques acid-base de les altres.

En el sistema Cu(II)-poli(U) només s’ha detectat la presencia
de dues especies mitjangant el procediment SPFAC. A partir d’es-
tudis de RSE s’ha pogut comprovar que la primera espécie corres-
pon a I'i6 coure(II) lliure en solucid, i la segona espécie, a un com-
plex dimer, que probablement conté dos ions coure(II) cadascun
unit a una base nitrogenada del poli(U) i units entre si per ponts
d’hidroxid (figura 8). Aquesta estructura condueix a canvis confor-
macionals en el polinucleotid, des d’una conformacié de cabdell
aleatori (random coil) fins a una conformacié més endrecada.

L’estudi del sistema coure(IT)-poli(I) ha mostrat que la presencia
dels ions coure(IT) provoca un canvi conformacional del polinucled-
tid adhuc a valors acids de pH, als quals encara no hi ha complexacié
via la posicié N(1) de la base nitrogenada. El polinucleotid poli(I)
presenta una conformacié relativament ordenada, en forma d’helix,
en la qual hi ha apilament de les bases nitrogenades. La presencia dels
ions coure(II) provoca en aquest sistema, a diferencia del que passa
en el sistema coure(I)-poli(U), un trencament d’aquest ordre, pro-
bablement pel fet que els ions coure(II) s'uneixen a la posicié N(7)
de les bases nitrogenades, i la repulsié entre ions coure(II) afavoreix
el trencament de I’helix. Un augment del pH afavoreix la complexa-
ci6 dels ions coure(IT) via la posicié N(1) desprotonada, pero ja no
so6n observables altres canvis conformacionals en el sistema.

Base nitrogenada Base nitrogenada

FIGURA 8.  Possible estructura de I'espécie dimera que es forma en el sistema
coure(II)-poli(U).
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Tots aquests canvis conformacionals induits pels 1ons coure(II)

en els polinucledtids sén una prova més de com els ions metallics
poden afectar les caracteristiques biologiques dels polinucleotids
naturals, 1 de la importancia que aquests fets poden tenir des d’un
punt de vista terapeutic.
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