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CI mi Padre y a m i  Madre. 

A Juiio. 



En este Trabajo se estudidi la intrracciw del 

poli- macrocfclico Dihnzo-l@-coronr-6 con Fe y Cw. 

Se encan%ró 9ue el Dibonzo-18-corana-6 (DBlÉrC6) 

forma complejos COR Fe (11) Y Fe (1111. utilizando los 

clururos met&licos de ambos ionrs : Y no lo hace c m  Cu 

(bajo las mismas ccpndiciomr rxprriñrntaler).la rílación 

rrterquiormlhrica poli&er-cati& d. los complrjos de Fe 

(11) y Fe (111) es ck 1 8 1 ,  para ciAbor case%* 

Se írnccbntrci que los cambias en 1 ar  

caracterfsticas fi8icoquírnicrs del IAIc1io 4nasrnto dipolrr 

y constante dielóctrica) provocan csmbicrs en la 

selectividad idnica del poli&ar, dri K+ hacia Fe (11) y Fe 

(1iI)r existiendo una t-rcribi crltrca de polaridad e 

hidrofobicidad, donde ocurre la invrrribn. 

Se prap@né una hip-rir del mrconismo per 

el cual el poliófar inhibe el transporte .de electrones 

mitocondrial, correlacicwmndo este efecto con las 

hallazgos experimethtales del prrsrnte Trabajo. 
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como as la t.ransferencia de rf troneis; de sisterlmi~ 



clat.racidn met.&lica con las mai+Cu111~ mocklo y low 

fenknrnae, anrlrlows a nivel blol&lco.Por c0t.t-a pakt.r. !OF 

translocadores i&icos cnocklo tambiln SCT rtt i 1 izah co111c1 

1 t>s t. rwnerttos m i  acu 1 ares para 1 a pr aspecci ciks ew&r i m&jtr i 

de l a  intaraccidn cart metalrct que sort t.ran%port,ad~x a 

I f  

tt-av+c, de l a  membrana da l a  c+lula. 

Fn para~lelo a los conceptos antas sefSalSibcls. an 

el  pre.setst.e traba.ic4 se azt.udiCr la it-tt.wacci6ri de ut-1 

t.ranslocador i-icc~ modelo -el pol imer  macracicl icn 

pibanno- 18-corona-6 - cot-t metales de trans.lci& pr&=atit.ec 

en 10s sic,t.em&s anzimAticós de transferencia 1' de 

eloct.rcmec,. Les Observaceiclnes experimentales real inadas, 

' perrnitert c,ugerir cirt modelct de clatraciórt met.ilsca en al. 

micruambient.e de itnh mcilócula tranc,buc%ot-ei dé gn&gla, 

c#mcl part-e de l a  exp1 icaC-i&t 'del mecsiuiz.mcv de acci6rt La+- 

el ~- :~ .ml  e l  pol i+trlr l~it lórlzo- l~-cav~ns-~,  irttet'fi+t-e i:rw el 

I D I . I ,  

I 

* . r z t t . t d ~ u t - t a ?  je e-tect t-ctnes a n i v e l  13e I a WDH 

bec,hidroaenhc,a, local izada en l a  membrana irtt.erna 

m i t.ucaridr i a 1 . 

i 
Lac, translacadorás ióniccrs modelct scm.como su 

nombre lo indica, mol4culeis capaces eje movilizar iorms a 

t r a v e  de barreras 1 ipldicas.Pw~~&rt- ser rSat.tJra1et 6 

r intd~t~cos.  siendo los primeros sintrtirrrdá9 en sistmms 

biológicos y los segctndos lor  producidas por media de 

s g n t e ~ i s  qulrnica. Por su mecanismo para transportar a 10s 

- 
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n&.at.t-c~s. Los iortdforos cat-boxi 1 icoo son pall4t;éres d~ 

cadena abierta que cotitienceri un grupa 

bet-mina1:ál clat.rar a los zones cierran su c 

-. - 

LOS ionbforas neut.ros preseptnn 

cerradas carentes dé grupas ionizable#&. L'an%:iseneri urta 

cavidad int.@rna formada par grupos Pulares nt.er act.r;url 

conf iet-e urta al t.a 1 ipocolubi 1idad.Est.r grupo arbct-rar¡t 1' 5 

rapresent.ado pot- la val  inomicina, los pol i+t.eree, 

macroclclicos y las antamhidass (Pabarseh,l%7g Ftced.lP7Yt 

Szata, 1981: Pt-esamar$, 1968 Y 1973). 





prev i ament.@ est.ah1 ec idas: tar1t.o B ni VÍ 1 i ndttst.r 

es en lib extracción ióriica da ridroisótopos 

d .  1 S l s  Jagur-Orcedzininski, 19iHs) g para l a  seu 

i m o  (Shonrler et aL.1983): como a nivel exper 

muy diversos campos, cmo es a l  disclik 

cat i ó r t -  se1 acti vos ( D i x  $< 

const.ituy#ht.es basé para elrrctr 

m:814cular, carqadas (Shirrhama et 

at,l%33; Kirnura et at,l984 a y tr: Kitazam 

Shinar et aL,1986: Kamati ot aL.1988): cam dores de 

anticuarpos dirigidos cmtra c4lulas cancers 

ar¿,19E)5; Morphy et 01,1988): para el 

movi 1 izadores iómicois dria posible uso 

at. 1982s Panneil Ot  at, 1984:Pannel 

foci l i tür  la  sglubilitacióvi de prc1t.elnas y D 

tSdQl1,198%; Ode11 & Earlarn,1985; Odssll,l9~3)~ pare e l  

lec iOnicos sint+t.icos (Ncrltc et a¿, 1 W 4 )  r. 

io de 1a relación estructura-actividad de 

asentes adren+rgi,cos (Hayakawa et al, 1 Y H )  8 y cornel 

rast. t-radóuc:, e CIS de transiciones der tase 

( Her r mürin Q t a ¿ et aZ.1984). 

OS PO rqclci ieos pertems a íR9t.a 

cat.ec?Clrfa de t r  ocadares iónicas. 

Par SCIB aportocimes. el Premio No 

1-7 les fu4 adjudicada o los cien 

irtit- ii4lmrnts ’ d1sai)krrLw-t I-$etas inol+cuiiac;, 



3. totdkD + 

En 1967,Ch~rles J. P.QIrsprn sintetiza 60 

rttruttwras diferrntri a las w dwtQmina setmricrnnsntr 

pcvli+t.rris amcrocfclicus, Su carrcterlaticr an corn* 1% 

we pmmen coivitdirar hibrofiiicrr crntrwiers 4ua 

inlbrrrct- diurctarw+ritr con las *ic~rs - o moleuiant 

cl8trwA8s, y w e  pr+lrrt%kan substituylncles hidrd5fobas en la 

paeta rxtiarior de su mlócula que la hacen liposerluble 

iFedrrírn,1%7 a y b,1968,1970 a y b,1988). 
V 

. 

Y 
A. ECSVI~UCTWPA QUWCA. 

' L o r  poii4terer mbcrc?clclicoc, como su nambre lo 

indica, cantianm desde 3 a 20 eru~os &ter que conforrlian 

el anilro cent.ra1 o CORONCI da la mol+culr.En esta pwci6e~ 

se realira la interacci- con el clakrato, por at.rncGfonas 

V '  

de tipo ibn-dipolo antre las  oxímnos de l a  corona y el 

catih Clatrado.Por otro lada,el t.1- y la cant.idrd de 5 

' grupas cubstituvrntrs r n  el exterior de l a  rnglócccia. le ' *  
conferir4 su grada dr liposolubilidad (Pederseti, 1967 4 y 

b,1968,197O a w b l .  
--.- 

* 

Para facilitar la designrcik-1 de 10s &teras 

cormadOs. se idenb una nomenclatura trivialq en la que 
a 

6 
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pesados: fl+ y Pttf+ IPeelcarsen 1947b: Lam0 et aL.1980: 

Arias Rbrodo *t a¿ 19ú4 1 : t. i e r r as raras: 

Ce, Nd, Yb, Pr ,  Eu. Gd-Lu,La-Lu. La-Gd. Eu-Sm, La-Eu. Lai-hd. E ~ J -  

(Pedarsért 1967b: Bciriabiiqt-i et alL.1980: Bartseh et e¿ .  

Ecbszli et art ,  1984jrmit.aies u@ ti-ansicibn: C.u ( 1 . T )  

( I I I1.Ni (11) Y LO TIi) iP set 1967a y fst  Htwikhim EZ 

Wirji.198Sr Busch,ann,l9 ashima & Ohnishi. 1985 y 

19868 Yatsimirskii et aL,l984); Ga(iI1 11 (1II)y Sb 

4111, V1 (Kashima eZ Ohnisshi, 19i66) arninns 

hex i 1 cal na . 
benzcual na F t- cca l  na , tiup i vaca1 ria. t.tt racaí nia , 1 I docal na . 
kretsuti larnonio t’ t.erbLJt i 1 isc&iwronió ( a i  rahama *t 

io1 Mi cae: cuca1 n 
* >  

o¿, 1933: de Boer %i. ReirrhOudt.:. 1985: keinhoudt. et u¿. 1985, : 

idas ttiourral (Hilaiwsfeld & Sémartu.198lis 1 One?. 

dronia thhr  et a¿. 1982): sales de diazortía iHazhida s, 

t s u i .  1’380): y ,iones i>:xot-tio IJagur-Grodzinski. 1385) .S in  

rw,. independientmmenta de que lac, M.rree coronados 

dan intrraceuar can los catiatíee ’ m~ncrat-tsdo~.~ ?a sabe 

estos 1 icmrdw. -rot? altamente !zcnlectivr=cs a catiories 

valentes iPedersen. 1967b. 1zat.t. et a¿ 1376: Lamb et 

I 

J 

E l  est.udia a nivel fisiccwuinicu dr la 

araccidn pal rét.er-cat.i~5n, pueda anal izarse 66)sde cuat.rt-8 

ect.as di frrentoc,: complejñcibuc. se1 ect. 3 v1 *dad? 

rcaecidn in sistrmw a úos fares Y trmsmt-t.e a t.rav+sr, 



L 1985; Gh-aotenhwis et at, 1985). 



ul. 1988). 

vit La pre'smcia da grupos bat ilzuventes en 1 a cadena 

v i i i  La carga ellctrica del i6r1 lPssdtrsrn. 1367tt) 



Fact-ores que i r í f  luyen en la se I ect.ividad 3 6 i i ca  

-1 poliótccrr 

al. 1984r y b; Kushi et alIí9f33t 'Lupo ?J Tarrego.1985). 

Factores que influyen m l a  sxtroccih iónica del 

pc4l i+t.er: 

En wwer imtas  de e.>?+rracciki iónica en rist.emae de dos 

sets'-, además de 105 factores men~icm~dos ,  intervienen: l a  

turalrza y cornpocicibn d8 l as  fases, iri hidrofobicidrd 

c#l los corapltjos poli+lter-metal fciriruibos Y de los 

IKtlvewites utilizados, y l a  M r g f a  d8 hidrat9cibi ibnica> 

shida & Mcilt%ui,l98Op Iwrrchido ot at,l*D; Strréfhicki 

Ehrtsch,1981; &Brow ot aL,1981p Otsuka 0t  aL,lY838 der Boer 

'a;. Reimhoudt, 1-5: Yoshida & Hay8~,191E.).  

Factores que inf luvm an el t.ranspcrrte iblica de 

Los po l í lk reso  

13 



Para e1 transipcrrta i6?icorotros fact-ures que 

nfluyqm (rdelais de los ya eot.ablecidós) son las  cin6ticaS. 

de : 

de la  membrana. 

--La liberacibl de los iomr nacia I r  fase acuosa 

adyaCHta 

La difusión del poli4ter ibrr B tx8vLa de la membrana. 

Como es dts esperarse," la velocidad de los procesos 

descritas est* retgulnda por las cons*antes de equilibrio 

t-espcct.ivac, de cada semirreacciffi (Bursat-ú et at. 1'982: 

La capacidad de los poiióteres rrracvcrclcl icos 

mícrcicíci icw ron capacw drr aumentar' .ii camductartcia en 

14 



‘cams lipfdicas e r a i s  y naturales, en r*re%enciEt de 

tales riíacalinos (Eisenrnan et aL,lY68 v 1973: Mc 

r&-~i’ irr  et a¡, 1972; +hums et ut.  19743). 

tkndrixrson et al,1378: Gad et ai,197$ v 1985i.Est.ce 

efett.ús sa observan a1 administ~or dosiz. r-elat-ivrmmto 

kltas de ~ o l i & t w e s  i l a  DC, por via intraperi+cmeai para 
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I 
litera&. d ~ .  estas a j t e r a c i o m  f is ia i&icaz 

bdcmn,Iris ' evi-iu exprrirmntrles no scwf 

fici,rnt«s c m  P. emitsr una teorla del efecto 

ILclui.tre de, un analisis a f dei .sistema experiment.al Y 

variobtes, ya 4u1 las Q es na analizan factores 

am l a  iiposolubilrdad l+culas. su camp~~rtamientct 

sm sistamas acuosos, ib, neto con catiúnec, y l a  

probable commtmcia ch otras ~ l ó c ~ l r s  carsadas [aminas 

biolbgicaa u otro tipo dr cíticmts bio169icos present.e-. = en 

sistema ex&rimcmtai->. 

EFECTO A NIVEL D€ Lc)' TRMSDUCiC'CION DE ENERGIh. 

Algunos +tares' corona dininistratjoz a ccmcrntracíúnes 

scratas tan el ordm de 1 a 1 son capac%s de interferir 

transwrte dQ alrctrms en la cadena raspiratcsr 

tocwtdriai,tanto 4 hripatocitbsi * rata como an otras 

E 5 t. r acta - Cl L 

abez, 1972; Tashffukhatmcjova 0t at, 1978; Clrabez a .  



Y' 

S"at-Idova1 (1981i susiaren que este efecto es debido a 

t.asio, sin embargo, no sa ha det.act.ado pot- mét.odos 

rectos l a  presencia de este ibn Ierl el compieia 

zirncltico 3 .  

I 



1 se Falacion kre si I por medio de im 1 se Falacion kre si I por medio de im 

I : NADHs W, i l ~ u  i nona ox idor r eductusa 

IIi Succinat.o: cttsi wit7onia 

1x1: übtqLli 130 1 : Far roc i tot r orno C 

IV:  Far r crc i t ctc r ómct c : os 1 9rOnc~ 

V: CSTP sintetasa 



Ijrat.rinac,. Las rst.ruct.urw winoides así como 10s centros 

Fe-S prirndorninerr en regiones di pot.enciQ1 e l e t r i c o  (Ern) 

rror de O mV; los grupo% haao y al Cu ocurren 0rt zonas de 

.Em>o (Wilson, 1974). 

En los complejas I, If1 y W , l a  irpnerg1a oxidativa 

conserva a l  acaplnrse c6n la translucaciúri vectorial de 

0tor-s. creando un &radiante de potericial elactroqwímico 

@b protmes tum+) (Mitchell , 1978). Todo el sistema es. 

r#vavsiblr hasta e l  nivel del c:it.ocromo c:¡a transferencia 

ohr electronas desde cztoerocao c hrcia. a l  o:dq#eno es 

reversible, est& Pt-uvLoca sue 01 eqwi 1 itrria del sisterno 

'm desplazado hacia Xa slntrsio, de &TFi IHatefi. 1VC-:S,. 

A cont.inunción se señplan las  caracterlsticas 

astrwturalrs Y fut-cionalra de la lrlkisN deehidrowmasarpor 

'srr de estricta relevarrc-in 31 desarrollo del presente 

insay0 e:wet- 1 writ.¿% 1 . 

I ' , J  





fracciones FP y M p  tilemm rsociiR cmtrcr &inuclesar- Y 

l e a r -  ili cada una de"eliasj1a fracción IF' 

cwtt.iene tres centros binucisrtrac; y Wnc t.et.t-anuc~ eat- 

Iúhnishi, 1973s Hatof i & Stiw1.1, 1976: Ohrme-Johnion & 

b Hatcrf 1 c 1'9ES 



Centro pwiciaui de G a m &  

i i i 1 Est.rwturPi. 

%Y& 

Las fracciones FP e IP se encuentran rodeadas por 

pc1lip4pt.iJcis de W.En la F t y r a  2 =e p t ~ x $ e  ck6ervak una 

representación e r s m A t i c a  del arreglo e.c;paciñl de las 

subunidades del c 

La fracción IP contiene a las subunidides de 

75,49,30 y 13 Kd,covttiarne t i a i m b i h  a 10% cevrt.roc, Fe-S N4 y 

N 1 a . h  sabe que err ausencia da late, sUtct.w~idkaeos 79 y 13 kd 

no se ll~vr a cabo el transpart.e de e l e ~ t . r ~ r m s  

(Capaldi , 1988). 

La f r a c e i b l  FP contirrre 1- bloques de 51,24 y 

9 Kd Y a los crntrccs N3 y Nlb.Ei centro N"j se encuemtra,- 

Icrca1t;zado en e1 fra-nto 51 Kd,qw SI considera que e s ,  

~.BFi.t-id~ que covstfem, a l  grupa FMIYr p : . I t  io t.ant.o y 

-. .-. 
&L 

4 
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iv)  Prcieiadncfes Catalíticas. 

El complejo I cataliza l a  transferencia de 

LOS ros Fe-S involucrados en e1 

pro- da dw=cl+ de l a  quirrona:para explicar este 

~rirn=anisc~~o, r e  a w i r r e  que l a  reducclbn dcurroi par media ut-l 

rlectrbrs fnico 7 ~ a  qua se han errcrmtradcs radicales 

wbisraiguirrbnieos 'en Pr.aParaciamas de Coirrpla jo I trat.adns 

con fwwi. 

24 



I 

I 
no exitta información precisa a Coste respect.o,rtci se sabe I 

I 

i61 por medio da qu& mecanismo ocurra el frn&eno,ya sea I 
I 

I por medio del mecanismo de "lazos redox" propuestcr por 

v)  Inhibidores. 

La cwibacibn de NCSDH es inhibida per rotemma, 

harbxt.ctr-at.os. demaroi met-rut-tales. piéricidina. rehlna v 

kept. 1.1 qi. J i rtotta , adrrnlrs rnac r acl c 1 i cor, 13e 1 os pct 1 3 4t.e res 

Ef inhibidor m á s  pot.mte as l a  piercidina A,Y am 

cuando su .est.ructura no se parece a l a  de la  rotenma 6 a 

l a  de lor barbit.urat-os,los tres  actúan an el m i - m g  

nive1,que es la ick, de l a  MDH deshidragenasa con l a  

coenzima Q. ta  gemrralidad de estos inhibidores es que 

presentan uniones muy fuertes de t.ipo no cavalente hacia 

sitios especlficos qua invcllucrrn tanto a 10s pol ipkt idos  

corne ai los lípidos, que comc>oprr~ a l a  enzima (Silater. 1968: 

Singer, 1979: Hateif i .. 198Jl . 



drrshidrsmasa. 

fist.% poii/rter es situ-tr srrlactivo pira K’, 

am cuando es capaz d4 interactutrr con otros cationrs.€n 

presencia de patasio? ice1 pal i* .w D818C6 Pr*swta valcwes 

rnlrxims de inhibiciori del trartsmrte da elect.rwes en cal 

comple.io I. 

E l  iiHtcani& de inhibicib? del policírter no se tk 
rxplicado hasta l a  facha? sin etnbargcl, C ~ ~ I Z I  ya se indicb. 

SQ sueierr 9ulc. 11 DBl8C6 ir-kericct.úa C C I ~ I  metales 

involucrackso, en l a  funcional idad de 1.3 NhD H 

dokhidrogenasa. Las pósibilithdes para validar ésta 

hipótesis 9017 que el DB18C4 interact- con Fe (5 ctm CIA. ert 

base a la reta ida existencia ek estos icrnes en l a  

cadena osibativa mitocrwsdrial. 
I .  



Estrblecer una corralacidn rntrr l a  capacidad 

del pol ilrter mrcroclcl ico de 

intet-accib can los i~sntales de transici4n ' G' cu,v su 

capacidad para i n tw f e r i r  e l  transporte de BK t. rare6 en 

l a  cadena respira4xwiw mitacondrial. 

B. OBJETIVO8 PC#ZTICULhRES. 

Determiner ai e1 pol iiitcr eacrcrclcl leo puede 

int.eractuar c ~ n  los metales presentes erl la  cadma 

respiratoria mitocondrial: Fe ( I I ) ,  Fe (111) v 0 - d  (11). 

Establecer la re1 ñc 1 &-I est equ i ~1m6t. t- i ca 

pol i+tw-catibt-i de l o s  ccrmple.jus Ditlermi,- 1:3 -cclruna-G-Fe 

(11)  , Dibenz~-18-coronw-6-Fe ! IIIi Y 

r~ibenzo-!8-corona-6-Cu (11) . 
" >  

Anrl'izar el efecto de l as  Izund i i= i 

I 

i 

r "'", 



1 1 .  M A T E R I A L  Y W E T O O O S .  
1 

M A  T E R  I A L E S  .- 

comrrciales conocidas: 

-Irkrck: Cloruro de Pot.0iSio. 1,lO-fenantrol i n a  

t or t.4 - f enant r o 1 1 na 1 , N , N - fi i m t  i 1 f armam &de, D 1 Iz 1 ci rórnet-anc~ .. 

Cloroformo. Etanol Absolut.o, k i d 0  rtitrico. 

-.3. T.Baker: Cloruro f&t-ricl=l. Clccruro ferroso. Sulfato 

f&r ico,  Su1fat.o ferrosu. Cloruro cmricci, Hidr6xida de 

amnia. Hidrbxich de' sodio. Acatat.o de amonio. Acetato de 

et. i lo,  1-Butanol, Acrtona. Acidc, clWhidrico.  

I rt.afa 1 apa . 
5.3 L 1 3  



- infra: N, cis a l ta  Pureza. 

E l  awl ut-ilizada em t-s lac, ex 

cf+sionizackr. 

E l  awl ut-ilizada em t-s lac, ex 

cf+sionizackr. 

I -Cent.rt fugs re++ ierrrrda 8utomAt. i c "DMant 

Inst.rui~ntr/Scsrvmll I * .  Modalo RC-3. Dueant. E:o. tr-t 

Products Division. Sorval1 Operirt.ions, Newton, Conn.ELKI. 

-Rotor modelo SS-34,diseBacb para contener tubus cor# 

SF'f;il 1 . Ellfi. 

4. -Patencibnrtro "Beckman". Mcrdelcl 45500. . 

+ 
-Electrodo "Beckman" serrziblá? a K .modelo 33Cf47. 

-El ectr CKilO ' I  Bec kman I' de ref erenc i a de tipo 

caismel~,Rcideio 41239. 

5. -Ciofilixadora "LIIBcONCOp Modrtla Freeze Dryer :3.LABCONCCi 



I 

k.%. C a r  I 2eiss de Wxico. S .  44. 

8. -€%pact r of at6mrr o IJV-V IS 'I AM INCO I' . M c d e  1 D W  - Ira. 

c)mer-ican Inc,trumiPrct Co. Irivisiort of Tr-aven~:tl Lati. Iric. 

Silver- SpPins,Me.EüA. 

'3. -EsPact.rofot&tetro da Absorción kt.órniccr v E m i r i ó r ~  de 

Fiama "Shimadzu".Modelo CIC1670.Cort.osla de los Latiuratctrlor 

de Ani l i s i s  y Control de Calidad de l a  División de Met.ales 

v Mat.rr iales,  Banca Crmi ,  SNC:. 

10. -Ba 1 anza &?al l  ticai"Sar tor 1 us", modelo 240% M+i: 1 CQ. 

11.-Balanza Clnalltica "Sar-t.ariu5". modelo 2842.Alemnnia. 

ll.-Balanza da bo% Plat.oa "Ohaus".con capacidad para 5 lb. 

Puttuque. I cwa . ELIA . 

I 



b 

M E T O D O S .  

Se pesan 10 mg del ploli#er 

Dibenro-18-corona-6 (frB18134i en un tubo crjn y se ¡e 

cloruro del ma agita et-t 

vCwtm: w la mayor velocidad pcr%ible dcrrantr .Este  pa^^ 

se t-epit.e hasta haber a!Wdida 1 O C t  .equivalwtt.ee, 

'3é centrifuqa a 31:iOO r p m  durante 15'.E1 

sobrenadante se t-ransf iare a uri tubo 1 irnpia. 

~a p a s t i l l a  SIP lava Izort aproximadamente 2 ml de 

clot-oformo. agitando durat-&.e 3 a la rr&:.irn& velucidau. SE. 

d e j a  sedxrnantar Y el ssbrenadar1t.e ze t . r a n c f  1 ere a l  t.ctblr 

1 imp 1 o antes mew i ctnado. Este paas ae r I %  i i zs 5 veces. 

087382 
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cónico we contiene e l  complejo PCiliMér Oat.i& farmada.El 

procedimionto se l leva o cabo hasta complht.ar l a  adicr&, 

de 500 equivrlCcntas dei clorura metdtlic-o. ' 

%ot.alment.e 41 solvrnte.Para a l  caso de las., córnp1e)c~s de 

.ITBiS6-Cu (EI>,estos se l io f i l i zán dire  nte v se 

curnt,ifica e.1 X dm rendimiento. 

--1 

I 

I 

1 

, 
I 

I 
I 

I 
I 
1 
I 

&. P~JRIFIC&C:ION LIE LOS COMPLEJOS POLIETER-CATION. 

La wrificnci6t-t de 10s colrrpleli-rs se realiza en uri 

sistema de das fases: iwup orsónica Y otra acuosa. Sa 

crt.iliza diclorometano como fase orglnica,ya que an este 

sol.ventá 1 OS CPinpl@$3S PO 1 i&ér -cat. 1 b r t  er; t. Y a t-t 

perfectamen-tem soluci&n,mient.ras 9us l a r  sales c k  Fe Z C I ~  

insalubles 8v1 +l.De eqta manera,el csmpleJú pali+tt;ev 

-cat.ib-i Permanece en l a  fase orñinica. mientrar 4i-Je el' 

32 
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. .  

E l  complejo DB18C6-Fe (11) d IiiBtBC6-Fe (111) se 

disLHolve en 20 m i  de diclorocnrrtarto y se agita 

mec&nicalRent.r hasta l a  solubi 1 iza t a t a  1 

íaProxinadítntente 3' l. 

La solucidn se transfiere 1i 

sqs-ar-ncibn y 5+ al"lctdm de 15 a 30 

2chsionizada.El rrabudo se tapa Y se agit. goroskrnsntce 

(durant.e aproxim&damntc Z'),pernitienrkk mezcla de 

ambas fases. 

La sctluci- se deja reposar mi- 

permitir- la  c,épiaracibr-l erttra las  fases orginical Y acuosa. 

La fase orgánica se pasa a un vial  

1 iwiú,rniant.r-es qua la fase acuosa se lava rtuevamet.it.e corn 

. 10  ml de dicloromet.ano (repit.irndo t.oda la  operacibn). 

r 

Los lavados con diclorometano se realizan hasta 

haber eliminado de l e  fase oreAr~ica e l  complejo 

pol  i9t.er-cat.ibn: t.0 se corrobora midierndo ia ah%orbariciPi 

de la c,olucibn A=274  nm ( A  maxima de absuvci6rI del 

e l  del t t l a ~ ~ ~ ó .  

33 



cuant.ifica e l  X de rendimirnto.. 

(11) se cktectsn por esPrctrooc#sfa WV y VXSifBLE3 para ael11:g 

sé crbt.ienen los espectros abs231utos da las muaeetrao.ar1 

cow las espectros diferenciales. 

LOB espectros absolutos de los complejos 

poli+t.er-catión se &tienen corsPararido lor espIpctro5 de 

estas mwas&rld con i.reowcto al solventa utilizado. 

Por otro labcr,loi~ espectros diterrnciaies se 

obtienen a4 comparar to restar1 los rnspeckros dé las 

ii&tyw-cat.ib con respecto a l  espectro del. 



berrido a l o  largo del rungo de longitudes de onda 

salexcionadas.En C(énera1,para graf icar la llwa 

basal.tcrri+,o l a  celda de referencia como la usads para l a  

mutstra,se llenan con sustoneirs idlnticas Y se colacan ert 

por el espejo rotatorio fraccimnanta. alt.rrnativamenta a 

t r a v h  de las  celdas de referencia Y 

rad i ac ián f race i @irda, A ir?i m i 21 cual qui er de 

las  rwyoc, de raferrncia v murst.rr,twoducienda U T I ~  l l m a  

basel relativamente recta.i~tepu+E de 4u% se ha s r a f  lcadrl 

l a  línea basal, l a  celcla cárrrspandient.r iir la rncrestra se 

altera qulmicamente,con l o  qtte se graficará el  espectrc-1 de 

la  diferencia entre la  muestra Y l a  referencia.A 

cont.iuiaci& se describen e l  funcionamiento bOt.ico y lac, 

3. 

La radiation provaniante be 1& .I Arriprars d€ 

! 

I 

I 

I 

I 
I 
I 
I 

i 
1 
I 

I 

I 



rayo ha pasada a tra\rls de la r a  Y la 
a 

refersncia,'llaea a l  crltoda del tubo fotomul 

qua 91rMra'CiLIs ssCkles de corriente- -se 

t.iemPa-.Est.as carrient.es krl convierten an las, a d %  la 

murst.ra Y de la raferencia,siendo aplicadas oi loc 

Iamplificadores !respectivos.el eoeajo Eq produce pulsas da 

3 incrorii zac i e% ópt, i cw , que generan: PC4 150s de 

sincranizaciém de referencia que dan salida a sefhles de 

referencia w trnv4s del amplificador respect.ivo;pulsos de 

sincronización de rnL#rstrr qua dan salida a señales a 

travh de1. awlificabcir de la muest.ra: y sen;Llies de 

tirsrnpo,par*a mrntmar la velocidad del motor dei es.pem Eq 

a 2250 o a 1000 Hit.L0s salidas de 10% anrplificrdores de 

. rcferrncia Y muestra son semies úzs corr1ant.e directa 

I 

I 

I 

I 

I 
i 
I 

j 

I 
1 
! 

I 

(CD).Ler. se*l.CD de la murotra puede ser corregida par el 

circuito de karr'eccibn -'la línea b a u  (LB) y ipliqadrsi 

J W I ~ . ~  con Lii sena1 CD de refárencin,ai amplificador 

diferencial (b1F):este atnpiificírdcir t.ma la difer%ncia. 

mtra lac, das entradas Y l a  aplica al circuito de 

absorbancia tf4bs) o al Oe transmitancia ( T ) ,  cual aten- 

la srRaf difrrmcial Y la aplica en escala o11 eje Y del 





araf  i cador. 

a. CUANTiFtCACfON DE Fe (111 Y Fe I I Z f ) .  

er e¡ M.Od0 de Bei ( B r w y  & 

Massiay, 1947) Para ci.tant.if icacidn de Fe no-h8mo. Todo ai 

rnat.eriri1 ut.1 1 izado ers asto Procedimiento ee lava 

prrfsct:emer-tte con hrezcla cr-ica Y se hierve en HC.1 6N 

durante 1 0  aproximadamént.e: poster iormevite se enjuaga 

varias veces con agua b1dest.i lada. 

Previú a l  ensaya de Fe,es necesario eféct.:.ueir urta 

digertr6n k í d a  de las  muestraS,con e l  Pin de liberar al 

metal de su crn con el Poli4ter. 



1 

Una vez que se anfrllin 1- tubs, ad i e i onanc 

750 Pl de SO1 LJC 1 bn de . 1,lO-fánintrolina 

(ort.o-fenantrolina) a l  0 . 1  X P/V; 250 ~l e)rc rolucib? de 

ascúrteta de sodio al l:i. P/V (esta rolucikrt se behe 

Preparar e1 siSrno dia del experiment.o Porque es altamente 

inest.ahle): 250 wl de NaClH 4Nr 100 pl be! axat.at.c1 de amortio 

Se wgit.nn Awrclnicrinante todos lor twbos Y ze 

untura ambiente cJwrJlvrta 60'b 

La rerccib? de 1iii outo-farWttrelinr eon el Fe dl 

, una coloratión anaranjada (el PH de la5 -tras dabe ser 

superior a 4, puestQ qw 10s H*-ccomPitm cbn ciati- por- 

I _  

l a  orto-fenant.ro1 ina) . 



abitmidos se intrrpolwi rn 18 grAficr ,a 1-8 curva dre 

calibracidh. 

I l i i i i O  p g / m l )  an 1 1 de colucibl.Se disuralve en 50 rnl de 

ácido nitric0 cancentrada y se hierve durante 1 0 '  para 

alimiriatr los &idas derN existántes.Se deja enft-iar,v se 

afora a 11 cdn agua desimizada. 

c 



x 

887382 
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en cada tiaxper iment.#. 

Se grafica 1a relacia? existen spstre l a  I 

corcantrocibn dr Fe Y clbrsorbancia &t 0 h=510 

I nrn.Est.os datos se ajustan per e1 ni+t: de minims 

cuadrados. i 

La f d d ~ ~ ~  5 ñu+stra la  curva de c 

prrriir la cuarttiftcacih drr Fe: iri recta obt. 

ü.03t- x + ~.ooda~,con un css f ic imté  orril ac a 6n 

r r O . W . E s t a  grafica rwwesenta el pr io  de 15 

experimentos diferentes (cada uno realizado por 

tripl icads) .Las líneas verticales rap r esentan l a  

dessviación estándar por muest.re.o para riada punta. 

ti. C.l-tW4TIFIGbCl0N DE C:cr ( I I)  

L ~ S  muestras de c0~1p1e)o DBIBC.~-CLJ (11) son 

nitradeis de l a  misma manera w e  para el caso de los 

complejos da DBtsC6 cm Fe (TI Y 111) .  

I 
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Laburrt.orior de CWJIlisis de la i~ iv i - i ión  bt.alee v 

Mat.erial,es de Panca C:reami 5.N.C:. ?i lugirr d gent 1 1 mente 

se nos permitió rea l i zar  las trnedicionas da Cu. 

La ést.aquismatr1 a de' 10% cow 1 c?r.ios 

pol i&er-cat i&~ se calcula por medio de l a  sicluimté 

f 6r mcr 1 a : 



E l  peso del catión se deteyntina a AionOiilmenta 

A. DEFINICTON. 

el que se tiene inicialmente solutiiiir,a,$a a l  poli+t.er erc 

la fase or-girtica, Y a l  cwt.i& (en forma de sal c,olul>le 

en la fase acuosa. 

. .  

. .  

. .  
I 
I 

i 

I 



IFI-Icr 

I 



posteriqrmnte se t.ransfierari las fases a L J ~  t.utct de 

I 

&lventes orgánicos) y se centr i fwa  a 6000 rpm duraritce 
I 

Para corroborar que l a  concentración inicial  de 

poli&trr se encuantra en su t.otaXidad em l a  fase orginica, 

se cuantifxca SM presencia en l a  fase acuosa, a martera de 

cmt.rci1. 

Las fases se zepaiirwri cu1dadúsamcnt.e por medio d s i  

cmEi pipeta pást.eur isi l a  fase cw9Anica suebda en la par-t.e 

inferior del tubo3 entonces se elimina l a  fase acwsa por 

medio de vacica> y se toman rilícwt-as de l a  fase , csrghica, 

para cuu?t.ificar Ir presencia del cornpleJo poli6t.er-par 

1cmlCO. 

Los t.iempas de rcaccif5r-l 9 cet-ltrifcccracl 

ut.iltzadas en este I prqcedimienko rrsult.aron ser 10s 

ópt;ims tatlt.0 para ob-r c l  d u i l i b r i o  l a  r~~acción,  

c-0 Para l a  total IcParaci&-1 de las fa5es. 

C. ‘CONDICIONIES EXP3eREMEffT#LES. 

Les valores d8 K e x  p&ra el caso del D81m6 cor1 , 

rlicP+cto & Fe  (II),Fé, (111) Y K+ se crbtionrn en diversss 

47 



- .  _ . .  . . "  r .  r .  

solventes ora&nicoa. 

T a b l a  I se enlistan 44 1 ventes. 

seiaccicrnados yi su$ rac~pcctivos valores de cot-1st.ant.e 

úielóctrica I Y iriornentá dimlar CI 

par-Af?&et ros r-r entrn 3 a s c a r act e r i e, t. i #:a 's f 1; 5 i coqu í m i cas- 

I 

t.ambión establece los valores de las propiedades 

mencionadas, para el caso del agcra,cumo punto de 

referencia. 

que? 1 a concent. rac 1óH  

45 



1.01 

1.81 

1.6 

1.66 

1.84 

2202 

2968 

4.806 

6.02 

940 8 

17.5 

80 
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Ft-a 6. Curvo &. C a l i b r a c i b  Pet*ncionLtrica & K'. l a  

52 



EÍtir recta ah8 ccmmrkrru de acuerdo a l a  

ccinrt;ñnta CUYO valor es dí Sb.2 mV ( CI n s a  *Y ; Y k 

a ) ,  o 01 l a  com=rntracibn intrrm drl cP1rctrcda Y al 

rrprrrrnta In concmtrrcibl Wtrrnr a3 electrode. es. 

decir, l a  solucib? a curintificw.Ai rrslrre-alar la  rcuacib-, 

de Nernrt para e1 caso de catimws Aic#lóvalen%ea,. queda una 

ecuacián del tipo de p = A + si) M , donde A contiene at 

tcx)as los tórminos constantes y ci 18s l a  concrnt.racibn 

externa,ai elrtctroclsr como se observII. l a  pendiente de 

esta reeta es dr 59 cuando se urafiea el potmcial 

ealdctrico w el log de l a  cancsrrtraciát9 dsl cati6n. 

Fin8lmswrte,. loo valores experimentales se 

intarpolan rn l a  curva de calibrrci-. La f r p a  6 nnrrrrtrr 

l a  curva obtenida cewi 81 prorrredio de 15 valarri; 

explrilMnta1ms; la  rcuacibi d. arta r e t a  i s  y = 53.3 x + 

49.f, cen un corficirrctr dm correlrcibrr da O.-. Las 

limar vstrt.icalrs ch l a  fisura rrrprermtm la  desviacibn 

asthdar  muestra1 (eM’ Para cada punto. 

I 
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5.E S T A Q I S T  I C A .  

n = n6mrro de exoeFimentos 



111. R E S U L T A D O S .  

hierro  se f c w m a r o n  a partir de los c l o r c r r t ? ?  bel met.~:l. E l  

55 





L 
220 

a J 

¶60 40a nm. 

x 

1 ibre, 

7 . 8  x 



carki4aaes crecient.es de FaC:l lo que se traduce corno la 
8% 

Lo 8nt.erior se explica coma la formrciávt Cn rttu 

, 
, 

I 



a 

t Fo CiJ 

b 

.. a. F o r k i á n  in s i t u  +ab1 coRpLrrJo DB.Ie6-Fe 

, i x t0.O M. S+I -teron c o w - n t r a c i m s  

H de Fe CIiI> o t d l i c o  <indicadas en lo 

p)mtm & flecha indlcrm LQ aparricidn del 

b. Cwrtaudento  cawcterlst iao de 

treuc5ionrr e m f e n t e a  Cd+ Fe C'1113 etun&Lico, em DI@. 

59 
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A. ESPECTWCSCOPI4 ULTRAVIt7LETA. 



h 
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I 

x 



cornplé-io DB18W-Fe (11) presenta picos meat.avos at A1237 Y 

287 nm;Y mbximos da absorción pccsikiva 01 X:.230 Vim, As258 

I 1 ESPECTROS ABSOCLITO Y DIFERENCIAL DEL COMFLEJCI 

DE<18iI:6-Fr ( 1 1 3 ) .  

La f igwa f f muestra lo-, ewect.roa wtm?lut.cla 

at?s=,crrci&l del carriplejo DBlBCe-Fe (111) ( L r l r r o  2) desde 

220 a 400 nrn.,cort respecto a l a  seSal del DEi18C6 libré! 

itrsilro 2). E l  complejo D118C6- Fe (111) no presenta picos 

máximos de absorción en esta rieigicki .sino un% absorcih  

can%incia.A A>. 320 nm y ha5t.a 400 nrn. se Purdr ver 

diferencie d&l t.t-aro del pcslilt.elr l ibre. 



! 



K 

x 

concma t roc t 6n. 



La Tabla . I1 resume los valcir-e< de ' los 

. I  

! 

P 
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evidencian diferénclr al-& con rrcprct.o a los contrcleu 

de DB18C6. El trato -1 rsPectro diftrcmciai de l a  ii#teitra 

uorsu. el DBl8C6 libre coincide cen la llnma batrl.  k a t -  

ser resuitrhs negatrvos, no se niwsstr&n (~1i  este t rabalo.  

La f i e  1 9  .)QQtrlii 14% emmctros difrrrnctrios 

obtenicbs a partir dr, las muestra% da D@!Wb-Fa ( X i )  Y 

DB18Cb-Fe (111) con ra8meto a DB18C4 1ibre.i.a 

cancentricibn dr t e r  las muestras es de 7.8 x la'% en 

dicloromatano. 



e>c~ipr 1 msrltal es ?u+ far utilrzadrs para format- I95 



I 

72 



dicluroaetano, l-bu+,onól y acetot.0 de et. i lor LOF. 





da Fe (11) y F a  (IIX! ít.riati(ytlas cst-rados v abiertos) .  € 1  

ll:lc, vslr=,rso de c cúrnprendidús entre e . 0 2  Y 17.5,al logte'.. 

I 
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. .. 

I i y r a  14. Efecto de la constante, $i.cr¡&tricu Cc2 dei 

d i o  +&re la extrocci6n r4niea &i Diknro-28-corona-6. 



+ 
Los datos obtmrdsrs par& la extrsicci6í de K pot- 

Pf l lK6  se grrficon c m  circulas *icert&.$a puyich apreciar- 

sue la facilidad da rxtracctdn ~ W l i  &St8 ión,dismrnuy+ a 

0,7512 en regiones da intarmrcdia (p=l. O 1  debyes, .cm 

respecto P los solventrs mis polaréz. donde los valores 

cerrados en la f2-a fe. Cantrariamente a lo  Cuantificado 



4 

a 

Figurar is. e # u t o  & i  momonto d f p o t o r  C p J  o polaridad &l 

d i o .  sobre la extraccth ii5nica di.l Dibwo-I@-corono-6. 

U - k.  P- Fe CXI ,  . (I- FI, CIII). 



. .  
1 WMiEoL t.66 K**t,rf t h IS1 

-7 9 



p8ra Fe (11) que para Fe (111) .  



EV. D I S C U S S O W .  

81 





Se han reportado íntrriiccrorzrr witre nacrkiclae 

iue~ociclcrs ua-%ustrtuido% y rn s4 ham reportado 

interrcciwms uki1,izwda Polidteras rrrrcrocfel icos .Est< 

pwdr explicarse comidwrndcr que ~ Q S  M.rre-5 cor-orm 

prasrnten una muy boja constant+ de afinidad por el C u ,  a 

diferencia de BUS anllogos N-sustit.u&Joe. 

se pwdm analizar wc Lar f- 14 y idr Y las  tablas V 

y V I .  

En ellas SI sbrrrvil 9ul l a  ñidrofrlrbicidad drl 
I 





1.66 d) ran i d m l m  para La &W-(#ciCki CM k*.mSe ti6 io  SWI 

P. r a hi err o.  

cS1 igual que en el CLIQ dm l a  hibrafabicidad del 

medio,con resp+cto a la PoLwiSlK) terribiks íxishri uná zorra 

crítica que delimita l a  régiwas dcmde I+ invierte la 

afinidad c h l  Db18C6 con re5mct.o a F. Fe (11 Y 
+ 

Asimismo,dpb notarsr C)UI, en zon(iis be polaridad 

mnor o igual a 1.6 &*el DBl$Cá am capar dr discrimin&r 

selactivamnte erit.re el estado de oxidación de1 hierr-0. 

siendo %Is sérlect.ivo pura Fe ( I f )  w e  para Fe íIIi).€n 

solventas de polaridad mayor a í . 6 4  d. este Poder de 

discriminación IÍ Piarde . a  la vi2 que la afinidad del 

DBl3C6 por f e  (IT Y 111) ~kCreC8 notatrlemnte. 

Este anilisis de l a  influstlcir da I r i  

hidrofobicidad y la polaridad -1 solvent.á.denotan l a  

importancia de las cmdicioMirs fisicoqutmicas del meúio 

cambios drist-ices en' l a  selectividad iánica del DBlBC6. 

En In 1it.eraturr no exist.rn remrteli we 

x m J i q u e n  variaciorms dr sriectividad iánica de pali&t.er+s 





medio celular,  Cct.ra punta ia favor- de esta ir-it.erpret.ac1&-i sc.'. 

Estrada-O. se ha bncontrado que l a  nigericirie - o t ro  

La i.tip<rSt.ei;ns propi-testa en e l  c1rasertt.e Trabajo 

par a explicar el mecanismo por el cual e l  I.jb18C6 

int.erf ieré con el txanrpúrte de e1E-ct.t-ortes en el complejo 

I de cadena respir-ataria mitocúndt-ial !se v9 amveda por 

10s dater0 wperimantales rspúvt.aJnz en el pt-esentc 

*.ratm t a .  
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que l a  COIIKIOT)(CS~ asi  como rus características. Est.á 

rstabiecióo que el Qnico critióm metAlico involucvado en l a  

fucionalided de esta enzima es a l  hierro. A m  cuando -,a ha 

sugerido l a  presencia tie K' en este sa nto de l a  cadena 

oxidativa mitocondrial.no se tiene ninwni  evidencia 

experimental concluyente que l o  rat.ifique. 

E l  hecho exprrimstntil da que la salactividad del 

DBlBtX. par Fe (11 Y 111) aurnant.e not.ab1sment.a ha.Jc4 cier-tac. 

caract.erirtica5 f isicoqutnicas del medio. it-ldiccc ir( 

versati 1 idad de intrracción del DBiS5C:6, pctiest.a w ~ e  cs l J t 3  

+ polx&.er selectivo por K . 

Considierranda l o  anterior,el DBlIC6 p~=idt-la estar 

interfiriendo e1 t.ransporte dé electrones zi nivel de 

alguno de 10s 6 centros Fa-S presenter, en la 

W-lcLJet-lt r e NAbH-deshidrosenasa (Hait.rf i ,  1985i ,que se 

int.erfaacria1 a l a  cara externa de l a  membratta lt-ttm-t-la 

La validez de eít.a propuesta rad ica  err l a  

consideraci6t-t de que exista un graditante, t.ctnt.o de 

polaridad como de hidrofobicidad, centre el centru mismo da 

l a  membrana l ip ld ica  y l a  fase acuosa 1mnedicct.a R ella 

(Singst- & MicoIsori, 1972) t a s í ,  lar caract.erísticas da I 

mlcrormt~imta vrcinai a i  Cmt.ro ~ e - 5  MS it-tterfaci a l  a ia 

I .  
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C.omo se ha mencionada atstet- icwment.e, est.;, 

La reve rs ih i  1 idad del efecto initildar del 

+ 
po i  i&er, inducida pot- concentraciones crecient.ec, da K 

(Estrada-O & Cáratiec, 1972). se expl i c a r í a  por la ley de 



+ + para L i  y Ca . en loa, medios analizados en la presente 

Tesisz así como exper 1rnent.a~ Con Far t.í CCI 1 a P 

Cransiport.adovas de elrct.ronrac, en prcsericaa ue lar cat  lone- 

, 
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V .  C O N C L U S I O W E S .  

A part.ir del nnilisis de los experimentos se 

1 .  El poli+t.er macroclciico Dibenzo-le-corona-E. (IrElSC6) 

forma cctmp1e.i~~ con Fe en sus dos estados dé oxidación: F e  

X I I !  v Fe (111). 

Los Ix~mpie~ao, se pueden ohtener por media de tócnicas di= 

c;sturctcibn w-dmica, así corno a partir de ccmcentraciones 

1 imit.aintes lie rnet.al (experimentos de ccmpiejácI&l i n  

situi . 

5. E l  DEiBC& es mis selectivo (130s bvcicrias de maet.iit.udj 

para Fe (11)  Y Fe (111) we para K ,en condiciones de a1t.a 
+ 

‘3 1 



hidrofabicidad y ml(Lridpd media cn4.806 y p=l. C t 1  d . !  

6. Lac, condiciones que favst-Ccen lei selectividad del 

DB18C6 Para K+ sor1 de baja hidrofotiicidad v pt:ilaridad a l t a  

( c:p6 y ~ > 1 . 6  d). 

7. El DB18C6 discr irrina saleetivrrnrrnte entre leas estados 

de oxidacibn del Fe en M i o s  de polaridad menor a 1.6 

d.:aicrtdo mis selectivo para Fe (11) ~ J B  para Fe (11:). 

En medios de i>olnvidnd mavor de 1.6 d.,la capacidad 13.2 

del hierro se p1et-d~. 

3. In afinidad del DitMnzo-13-corona-6 para Fe (11) y F e  

(11x1 se invierte con respect.o a l a  de K ~exist.iErncm una 

zona crltica de hidrofabicidad y polaridad que comprende 

+ 

valclres entre 4.9 y 4 de const.eante dielóct.rica y 1.1 \' 

1.6 d. de polaridad, respect.ivamente. 

9. Lap, caracterfst.icaz f i ~ x c o s u f  micat df:.'i rr1e.J i 

amt?ieríte:, inf luvetn JrAsticnmnt-e en la drt.trminaci&-I cle lii, 

selectividad ihicca -6 a l  cambio de ella- -1 OB18C6. 
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