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INTRODUCCION

La Quercetina es el flavonoide natural mas abundante en vegetales y frutas
(esquema). El estudio y la caracterizacion de las propiedades de este ligando asi como el
interés reciente en la preparacion de complejos con metales de transicion, se fundamenta en
el gran numero de propiedades tanto biolégicas como farmacoldgicas que este presenta
(antibacteriales, antioxidantes, anticancerigenas, etc) (1). Por otra parte, es un compuesto
fendlico, con una coordinaciéon bidentada de oxigenos del tipo de las quinonas o
semiquinonas (sustancias de gran interés en la rama de la biologia) que puede actuar como
agente quelante de metales de transicién cumpliendo eventualmente un papel relevante en
la biodisponibilidad (captacion y transporte) y en la respuesta téxica de algunos
elementos(2).

El interés en estudiar la interaccion del mismo con oxovanadio(lV) radica
principalmente en las caracteristicas también anticancerigenas e insulino similes
demostradas para este elemento(3). Sus efectos fisioldgicos responden a la capacidad del
metal para formar complejos de coordinacién y la similitud quimica entre el fosfato, el
vanadato y el cation vanadilo(IV) pentacoordinado.
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OBJETIVOS

eSintesis de complejos con biometales y ligandos de relevancia biolégica y/o
farmacoldgica.

eGeneracion de sistemas analogos a los existentes en la naturaleza.

eRealizacion de ensayos de actividades bioldgicas in vitro.

eCorrelacion de simetria y/o entorno del centro metalico con sus potenciales actividades
bioldgicas.
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MATERIALES Y METODOS

La quercetina dihidrato (Sigma) y el VOCI, (solucién al 50%, Carlo Erba), se usaron
como fueron suministrados. Todas las sustancias usadas fueron de calidad analitica.

Los espectros UV-vis fueron registrados en un espectrofotdmetro Hewlett-Packard
8453. Los espectros de IR, en un espectrofotémetro FTIR Bruker IFS 66. Los analisis
elementales de H y C se realizaron con un analizador Carlo Erba EA 1108 y el contenido de
vanadio se determind por el método del acido tunstofosfovanadico. Los espectros de EPR
se midieron con un espectrometro Bruker ESP300 que opera en las bandas X y Q, equipado
con un accesorio Oxford standard de bajas temperaturas. EI campo magnético H se calibro
usando una muestra de estado solido DPPH como marcador del campo (gDPPH= 2.0036).
Las simulaciones computacionales se llevaron a cabo usando el programa SimFonia
(WINEPR SimFonia v1.25, Bruker Analytische Messtecnik, GMBH, 1996).

Los ensayos de fofatasa alcalina se determinaron espectrofotométricamente,
iniciando la reaccién por agregado del sustrato para-nitrofenilfosfato, p-NPP, generando p-
nitrofenol, a pH= 10.5. Los cambios espectrales se observaron en 405 nm. Los datos se
expresan como el promedio * el error standard de la media (ESM).

Preparacion del complejo [VO(Quer),.EtOH],: Se preparan 30 ml de una solucién
etandlica mediante el agregado de 1 mmol de quercetina sdélida y 0.5 mmoles de solucién
de VOCI,. La solucién resultante se calienta a reflujo durante 3 hs. El pH de la misma se
mantiene en 4 mediante el agregado de gotas de NaOH 1M. El precipitado obtenido se filtra
en caliente y lava tres veces con etanol frio. Se seca al aire. Anal. Calc. para C3,H24046V: C,
53.71; H, 3.36; V, 7.13. Exp.: C, 53.70; H, 3.30; V, 7.09%.

Espectro UV-Vis: VO/quer 0.5/1 metanol, 580 (57.6); 650 (h) (53.6); 782 (64)

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del complejo

a) Espectroscopia infrarroja
Los espectros de infrarrojo se muestran en la Figura 1:

Absorbancia (UA)

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (cm™)

Figura 1: Espectros de IR de quercetina dihidrato (---) y [VO(Quer),.EtOH],, (---)en pastillas
de KBr. UA: unidades arbitrarias



Los cambios observados en los espectros son similares; las bandas principales y las
asignaciones tentativas se presentan en la tabla siguiente:

Asignaciones Quercetina [VO(Quer),.EtOH];,
v(C=0) 1666 f 1635 mf

Vanilo (C=C) 1610 mf, 1562f | 1602 mf

V(C-0)a.s 1511 m

v(C-0)s 1435 f

v(C-OH) 1381 f 1362 m

v(C-0-C) 1264 f 1280 mf

v(VO) 977 m

V(V‘O) fenolato 423 d

f= fuerte, mf=muy fuerte, m=mediana, d=débil

De la comparacién del espectro vibracional del ligando con el complejo, se puede
obtener la siguiente informacion:

- La frecuencia caracteristica correspondiente al modo vibracional de
estiramiento del grupo carbonilo del ligando, v(C=0), decrece 31 cm™, sugiriendo que la
coordinacién del VO(IV) se produce a través del atomo de O del carbonilo y los grupos 3-
OH o 5-OH del ligando, luego de la desprotonacion (4,5). En el complejo, el incremento del
orden de enlace C4=02 conectado al incremento de C3-0O3 conduce a un acoplamiento de
las vibraciones de estos dos enlaces. Las bandas nuevas en 1511 cm™ y 1435 cm™ pueden
considerarse asociadas con los modos de estiramiento antisimétrico y simétrico,
respectivamente, del grupo C-O en el sitio quelante.

- La banda relacionada al modo v(C-O-C) 1264 cm™ se desplaza ligeramente
por fromacion del complejo, indicando que el atomo de O del anillo no forma parte del enlace
con el metal, sélo se altera la estructura del anillo (1,2).

- Las bandas de 1610 y 1562 cm™” se deben a modos del anillo fenilo. La
modificacion de las mismas sugiere que la estructura de los 2 anillos se altera por la
quelacién a través de los atomos de O unidos al anillo (3,4).

- La posicion de la banda correspondiente al estiramiento V=0 es la
caracteristica para un entorno oxigenado de vanadio (6).

b) Titulaciones espectrofotométricas

Con el fin de tener mayor informacién con respecto a las estequiometria del sistema
VO/Quer en solucion, se realizaron una serie de titulaciones espectrofotométricas. En la
Figura 2 se muestran tanto el espectro UV-vis de quercetina (4.10°M) como las titulaciones
de quercetina (4.10°M) con diferentes concentraciones de VOCI, (relaciones ligando: metal
desde 2 a 0.1) en metanol.
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Figura 2: Espectro de absorcion electronica de quercetina en ausencia y presencia
de cation vanadilo(1V), a diferentes relaciones ligando:metal.

El UV-vis de quercetina presenta las siguientes caracteristicas:

a) Banda |, relacionada con el resto cinnamoyl, en 370 nm no se corre por
complejacioén pero decrece cuando se agrega vanadilo(lV).

b) Banda Il, relacionada con el resto benzoyl, en 258 nm no se corre pero crece
con el metal.

Se monitorea los cambios relacionados a la banda que aparece en 432 nm ante la
formacion de complejo (Figura 2). Esta corresponde al grupo M-3-OH- de quercetina el que
genera una redistribucion electrénica entre el ligando y el catién vanadilo(lV) generando un
sistema n extendido. La transicion electrénica nn* de quercetina cambia a n-n* y la energia
es menor, entonces aparece una nueva banda a mayor longitud de onda (se desplaza al
rojo)(7). Como puede observarse en la Figura 3, el punto de inflexion se presenta para una
relacion 2:1 ligando:metal.
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Figura 3: Absorbancia vs. relacion VO/Quer

c) Espectroscopia de Resonancia Paramagnética



Los espectros fueron registrados sobre muestras policristalinas en banda X a
temperatura ambiente. En la Figura 4 se presentan los espectros experimentales y
simulados para el complejo [VO(Quer),.EtOH], respectivamente. En la tabla se muestran los
valores de los principales parametros para el Hamiltoniano de Spin, obtenidos mediante la
simulacion de los espectros con el programa WINEPR SimFonia.

El espectro EPR del complejo muestra la caracteristica banda ancha observada para
complejos de vanadilo(lV), con relativamente poca detectable estructura hiperfina (8-12).
Estas estructuras se asocian a la presencia de pequefas cantidades de impurezas de la
especie paramagnética monomérica. Las caracteristicas del espectro se asocian a la
presencia de una especie polimérica.
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Figura 4: Espectro experimental (---) y simulado (---) de EPR de una muestra
policristalina de [VO(Quer),.EtOH], en banda X a 290K.

Los valores obtenidos para los tensores g estan de acuerdo con la tipica simetria
axial para complejos de vanadio(IV)

ax) | ay) [ 9(z)6an | Giso
[VO(Quer),.EtOH ], 1.98 | 1.98 1.96 1.973

La componente paralela de la constante de acoplamiento hiperfino es sensible a los
atomos donores sobre la esfera de coordinacion ecuatorial (10), el valor obtenido para el
complejo (1) concuerda con lo observado para otros complejos de vanadio(lV) dos ligandos
coordinados en el plano ecuatorial a través de grupos C=0 y O- (“tipo maltol”) (11). Estos
donores fuertes forman en general una estereisomeria trans alrededor del grupo V=0 (12).
Con lo cual se propone para este complejo una estructura de piramide con base cuadrada
en la cual los ligandos oxigenados ocupan la posicién axial, con los dos ligandos en posicion
trans.

d) Actividad de fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una metaloenzima que cataliza la hidrélisis de monoésteres
fosfato. La mas ampliamente caracterizada es una enzima de PM 80.000 de Escherichia
coli. La estructura de rayos-X muestra que es un dimero que contiene 3 uniones metalicas
no equivalentes en cada subunidad. Dos de ellas estan ocupadas por iones Zn, uno con
actividad catalitica y otro con funcion estructural. El tercer metal es el cation Mg que también
cumple un rol estructural. El efecto del flavonoide y del complejo con VO(IV) se determind
espectrofotométricamente. La reaccidén se inicia con el agregado del sustrato p-
nitrofenilfosfato (p-NPP) y la generaciéon de p-nitrofenol (p-NP) se monitorea a 405 nm. Se
trabaja en buffer (55mM de glicina + 0.55mM MgCl,, pH= 10.5) y fuerza iénica (KCI) 1 M. El
efecto del complejo se determina por el agregado de distintas concentraciones del mismo a



la mezcla de reaccién preincubada a 37°C, en tres experimentos independientes. La
velocidad inicial en ausencia de los compuestos (V,) fue calculada con la velocidad de
hidrélisis de p-NPP a 37°C y pH= 10.5. Los valores V, se determinaron de igual modo que V,
pero en presencia de diferentes concentraciones de cada sistema investigado. Los datos
fueron expresados como el promedio + ESM.

La Figura 5 muestra los efectos del complejo y del ligando sobre la actividad de la
fosfatasa alcalina. La quercetina no provoca inhibicién hasta una concentracion 50 uM; a
partir de esa concentracion el ligando produce efecto inhibitorio escaso llegando a inhibir 5%
de la actividad en concentraciones 100 uM. Por otro lado, el complejo quercetina/VO
produce una inhibicion dosis-respuesta, en mayor grado que el ligando. En concentraciones
100 uM la inhibicién producida es de aproximadamente un 20% del total.
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Figura 5: Efecto de la quercetina (®) y VO /quercetina (4A) en la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP) de mucosa bovina intestinal. Los valores se expresan como el
promedio + ESM (n = 9).

El efecto inhibitorio de compuestos de vanadio en la actividad de enzimas que
catalizan la transferencia de grupos fosfato puede ser atribuida a la formacién de estados de
transicidon analogos a bipiramides trigonales. La estructura de los compuestos de vanadio es
mas parecida a dicho estado de transicién que las de los grupos fosfato, y probablemente
interaccionen mas fuertemente con el sitio activo de la enzima, provocando la inhibicion de
la reaccion enzimatica.

CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica del complejo permite proponer una estructura con
dos ligandos coordinados en el plano ecuatorial a través de grupos C=0 y O- (“tipo maltol” )
(11). Estos donores fuertes forman en general una estereisomeria trans alrededor del grupo
V=0 (12). Con lo cual se propone para este complejo una estructura de piramide con base
cuadrada en la cual los ligandos oxigenados ocupan la posicion axial, con los dos ligandos
en posicion trans. La coordinacién de la quercetina al cation vanadilo(lV) produce una
potenciacién de la inhibicidn enzimatica de la fosfatasa alcalina, infiriéndose una mayor
actividad biolégica del complejo metalico que del flavonoide.
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